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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE FIBRAS COMPOSITAS ULTRAFINAS DE
POLICAPROLACTONA, PECTINA E ZEOLITA FAUJASITA PARA
ACONDICIONAMENTO DE CLOXACILINA. A mastite bovina e as doencgas de casco
sdo infeccbes responsaveis por grandes perdas econdmicas no setor da
agropecuaria brasileira. Tais prejuizos estdo associados a reducao na producédo de
leite e carne levando a casos extremos de perdas prematuras dos animais
infectados. As aplicagdes convencionais de medicamentos para tratamento dessas
infeccbes apresentam dificuldades de aplicacdo, ocasionando dor e estresse no
animal. Neste sentido, o uso de curativos a base de fibras torna-se atrativo por ser
menos invasivo e propiciar melhores condicbes de recuperacdo. Dessa forma, o
presente trabalho teve por objetivo a obtencdo de fibras biopoliméricas de
policaprolactona (PCL) e pectina (PEC) reforcadas com zedlita faujasita (FAU) para
imobilizacdo do antibidtico cloxacilina. Para obtencdo da zedlita FAU utilizou-se o
método sol-gel seguido por tratamento hidrotérmico de 2 a 6 h. As fibras de
PCL:PEC foram obtidas a partir do método de eletrofiagdo, sendo avaliada a
morfologia obtida diante a variacdo das concentracbes dos polimeros e dos
parametros empregados. A partir da melhor combinacdo da blenda PCL:PEC foi
adicionada a FAU (2,5% m/m) a fim de possibilitar o melhor reforco ceramico
encontrado as fibras. Foi realizado ao final, o ensaio bactericida das fibras diante da
incorporacdo do farmaco (20% m/m) a membrana para a bactéria do tipo
Staphylococcus aureus. As analises estruturais confirmaram que 3 h de tratamento
formou a fase da FAU sem contaminac¢fes, com tamanho de particulas na faixa de
100 a 2000 nm e elevada area superficial especifica de 347 m? g1. O potencial zeta
indicou que as particulas sédo estaveis em dispersao, apresentando um valor de — 48
mV. Assim, as particulas de FAU apresentam caracteristicas passiveis de elevada
area superficial especifica e dispersabilidade desejavel para reforcar a membrana
com homogeneidade. As imagens de microscopia eletrénica mostraram que as fibras
de PCL:PEC mais homogéneas e com menor diametro (240 nm) foram aquelas com
10% (m/v) de PCL, fluxo de 1,2 mL h' e 10 cm de distancia entre a agulha e o
coletor. Para a blenda PCL:PEC, a analise termogravimétrica indicou que o teor
maximo de pectina capaz de ser inserido na fibra € 10% (m/m). A partir do angulo de
contato e das imagens de microscopia das fibras apés o ensaio de degradacdo em
meio tampao fosfato pH 5,5, foi possivel notar que a fibra com 10% de PEC
proporcionou o aumento da hidrofilicidade da membrana, variando o angulo de 126°
para 104° e acelerando o processo de degradacdo do material. Para as fibras de
PCL:PEC:FAU foi possivel verificar que a FAU, aumentou a hidrofilicidade,
resultando em um angulo de 81°, e a resisténcia da tensdo de ruptura, de 0,5 para 3
MPa. Nas fibras contendo cloxacilina foi verificado um halo de inibicdo para o ensaio
bactericida com Staphylococcus aureus indicando a atividade antimicrobiana por
meio da difusdo do antibiotico. Dessa forma, o compoésito na forma de fibras de
PCL:PEC:FAU possui caracteristicas desejaveis para aplicagdo como membranas
transdérmicas para feridas, como maior hidrolificidade, resisténcia a tracdo e
atividade bactericida.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ULTRAFINE COMPOSITE FIBERS OF
POLYCAPROLACTONE, PECTIN AND FAUJASITE ZEOLITE FOR CLOXACILLIN
LOADING. Bovine mastitis and hoof diseases are infections responsible for great
economic losses in the Brazilian agricultural sector. Such losses are associated with
a reduction in milk and meat production leading to extreme cases of premature loss
of infected animals. Conventional drug applications to treat these infections offer
difficulties in application, causing pain and stress to the animal. In this sense, the use
of fiber-based dressings is attractive because it is less invasive and provides better
recovery conditions. Thus, the present study aimed to obtain biopolymeric fibers of
polycaprolactone (PCL) and pectin (PEC) reinforced with faujasite zeolite (FAU)
designed for cloxacillin loading. The FAU phase was optimized using the sol-gel
method, with hydrothermal treatment varying between 2 and 6 h. Electrospinning
parameters and polymers concentrations were varied in order to achieve PCL:PEC
fibers with best properties. The optimal combination of the PCL: PEC blend was used
to immobilize FAU (2.5% w/w) in order to improve ceramic reinforcement in the
fibers. Finally, fibers bactericidal activity against Staphylococcus aureus were
evaluated after loading 20% (w/w) cloxacillin. The X ray diffraction and infrared
spectroscopy analyzes confirmed that 3 h of treatment formed the FAU phase without
contamination, with polydispersed sizes in the range of 100 to 2000 nm and a high
specific surface area of 347 m? g'. Zeta potential indicated that the particles are
stable in dispersion, presenting a value of - 48 mV. Thus, FAU particles have high
specific surface area and desirable dispersibility to reinforce the membrane with
homogeneity. Scanning electron microscopy images showed that 10% (m/v) of PCL,
flow of 1,2 mL h and spinning distance of 10 cm yielded the most homogeneous
fibers with the smallest diameter (240 nm). PCL:PEC thermogravimetric analysis
profiles indicated that 10% (m/m) is the maximum pectin content capable of being
inserted into the fiber. Fibers contact angle and microscopy images after degradation
essay, in phosphate buffer medium (pH 5,5), showed that 10% PEC increased the
membrane hydrophilicity, from 126° to 104°, accelerating the fiber degradation
process. For PCL:PEC:FAU fibers it was possible to verify that the presence of FAU
contributed to the increase in hydrophilicity, resulting in an angle of 81°, and also
improved the material tensile strength, increasing from 0.5 to 3 MPa. The fibers
loaded with cloxacillin presented an inhibition halo for the bactericidal assay with
Staphylococcus aureus, indicating the antimicrobial activity through the diffusion of
the antibiotic. In this way, PCL:PEC:FAU composite fibers presented desirable
properties such as greater hydrophilicity, resistance to traction and bactericidal
activity, suggesting its potential as transdermal membranes for wounds.
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1. Introducéo

O agronegocio pode ser considerado um dos setores mais relevantes
da economia brasileira, tendo em vista que em 2019 esse setor representou 20% do
Produto Interno Bruto (PIB), empregando 18,37 milhdes de pessoas'?. Nesse
contexto, a pecuaria se destaca na economia brasileira, pois nesse mesmo ano
houve o crescimento acumulado do ramo pecuario em 17,19%3. Em 2020 estima-se
gue no Brasil serdo produzidos 12,38 milhdes de toneladas de carne bovina além de
um crescimento de 2,5% na producdo de leite brasileiro, sendo esta a melhor
tendéncia nos Ultimos seis anos*°. Considerando a importancia desse setor na
economia, € relevante atentar-se as doencas que podem causar prejuizos na
bovinocultura, como a mastite e as afeccdes de casco®’.

As afeccbes de casco sdo inflamacfes nas paredes dos cascos e resultam na
deficiéncia na locomogdo do animal, podendo causar danos permanentes. Os
microorganismos causadores dessa doenca sao capazes de penetrar 0s cascos que
possuem machucados ou rachaduras como apresentado na Figura 1.18. Alguns
fatores podem faciltar a contracdo das afeccGes, como por exemplo ambientes
molhados, pisos irregulares, alimentacdo ndo adequada e condi¢coes de higiene
insalubres®. Dentre os prejuizos ocasionados por essa doenca, se destaca a queda
na producdo de leite devido ao estresse e também a dificuldade de alimentacéo e

reproducdo do animal em funcgdo da dor associada a locomogé&o?°.

Rachadura

Rachadura

Bactérias

FIGURA 1.1 — Esquema representando como as afecc¢des de casco sdo contraidas.
Adaptado de Auer e Stick (2012)*1.



Ja mastite bovina é uma infeccdo das glandulas mamarias que € adiquirida
por meio da entrada de microorganismos no canal da mama e consequente fixacao
e formacdo de colbnias nas paredes do érgdo mamario, como apresentado na
Figura 1.2'2. Alguns fatores podem contribuir para que o animal contraia a doenca,
seja por facilitar a proliferacdo de bactérias, ou por diminuir a imunidade do animal.
Dentre eles se destacam habitat sujo, método de ordenha inapropriado, falta de
higienizagdo das tetas e elementos causadores de estresse!3. A mastite causa dor
ao animal durante a ordenha, consequentemente aumentando seu nivel de estresse
e diminuindo a producao do leite em até 45%. Além disso, a tentativa do sistema
imunoloégico em combater a doenca, associado a presenca de microrganismos no
corpo do animal, resulta na contaminacao do leite produzido e o torna improprio para

consumol4-16,

=

Canal da
mama

A

’ \
s’

Bactérias

FIGURA 1.2 — Esquema representando como a mastite é adquirida. Adaptado de
Viguier et al. (2009)*.

Os maiores prejuizos estdo associados as perdas na producao, reproducao,
abate precoce e gastos com a saude do animal. A medicacdo pode resultar em
contaminacéo do leite e da carne, fazendo com que a producdo do animal doente,
ou em tratamento, seja descartada. Além disso, o animal adoentado néo se reproduz
por conta de dores e desconfortos, causando a diminuicdo do rebanho e, por
conseguinte, da producdo. Outro prejuizo associado as doencas mencionadas é a
morte precoce do animal e como resultado a ndo producdo de leite e carne, que

poderiam ser produzidos se o animal continuasse vivo. Além disso, também



consideram-se 0s gastos com remédios e tratamento do animal bastante elevados,
nos casos de mastite chegam a R$ 310,00 por vaca ao ano, o que representa cerca
de 6% do lucro total no caso de uma vaca leiteira®'#48, O tratamento mais eficaz é o
uso de antibidticos, tais como cloxacilina, dicloxacilina, cefalexina e
oxitetraciclina'®?°, voltados para controlar a proliferacdo de bactérias causadoras
dessas doencas, principalmente as cepas de Staphylococcos spp., Streptococcus
spp., Corynebacterium spp. e Mycoplasma spp.”10:15.16,

A cloxacilina, cuja estrutura estd apresentada na Figura 1.3(a), € um
antibiético que possui um anel beta-lactamico, e por isso é derivado da penicilina-
23, O mecanismo de acdo desse medicamento consiste em interferir na producéo de
peptidoglicanos, estruturas responsaveis por conferir estabilidade mecanica a
parede celular da bactéria, levando a ruptura da célula?®?*, A cloxacilina sédica
apresentada na Figura 1.3(b), possui uma ligacdo ibnica com o ion Na*, enquanto a
cloxacilina € um acido carboxilico que possui uma ligagdo covalente com o
hidrogénio. Ela € amplamente utilizada no tratamento de infec¢bes causadas por
estafilococos produtores de penicilina, como no caso da mastite e das doencas de
casco?12325 Esse farmaco é comumente administrado em animais na forma oral,

intravenosa ou intramuscular??.

Cl (a) C (b)
Ne N
o, o)
.8 -8
o T X o 11 X
o o
/0" Na*
&/ ~©H g @ e

FIGURA 1.3 - Estrutura molecular da (a) cloxacilina e da (b) cloxacilina sédica.

Apesar dos métodos de administracao desse farmaco ser na forma oral
ou injetavel, esses procedimentos ndo sao muito eficientes. A administracéo oral ndo
utiliza todo o potencial da droga, ja que parte do medicamento é destruido na
presenca do suco gastrico, enquanto a fracdo que atinge a corrente sanguinea é
direcionada primeiramente para o figado?®. J& a administracéo injetavel resulta em

uma alta concentracdo do remeédio na corrente sanguinea aumentando



concomitantemente a toxicidade do medicamento, além da dor associada a injecao
da droga e dos problemas de descarte de agulhas contaminadas?®. Em ambos os
casos, a alta concentragdo do medicamento na corrente sanguinea faz com que uma
fracdo do remédio seja excretada, diminuindo a janela terapéutica e ocasionando a
contaminacéo de aguas?’-?°, Com isso em mente, essas formas de dosagem de
medicamentos ndo se apresentam tdo eficientes, além de causar estresse no
animal, considerando que para realizar o tratamento é necessario inserir agulhas na
pele ou forcar comprimidos pela garganta. Nesse cenario, uma das alternativas que
se mostra promissora € a utilizacdo de um curativo bactericida®-32, Desta forma
possibilita a maior eficiéncia da atividade de antibioticos e menor invasibilidade por

meio da administracéo transdérmica.

1.1. Curativo bactericida

O uso de curativo bactericida para administracdo de antibiotico traz
vantagens associadas ao bem estar animal, pois possibilita realizar um tratamento
menos invasivo além de evitar o incOmodo associado as outras formas de
administracdo da droga. Em casos de feridas abertas, como as doencas de casco, &
necessario um curativo que preencha a ferida para evitar a perda de sangue e
auxiliar na cicatrizacdo®2. O curativo com propriedades bactericida também pode
proteger contra fatores externos, evitando a entrada de bactérias, e ndo necessita da
presenca de veterinarios para as aplicacfes®3.

Estudos mostram que curativos convencionais com uma distribuicdo
topogréfica ndo uniforme tem se mostrado propicios ao crescimento de bactérias e
na formacéo de biofilmes3“. Biofilmes microbianos sédo agregados tridimensionais de
bactérias que estdo envoltos por uma matriz de exopolimero que elas mesmas
produzem, como mostrado na Figura 1.43%-37. Esses biofilmes representam um
dificultador para prépria atuacdo do organismo do individuo, tendo em vista que a
matriz protege o biofilme dos processos anti-inflamatérios do corpo e dificultam a
penetracdo e movimentacdo dos leucdcitos, células responsaveis pela prote¢do do
animal30:36.38  Além disso, o biofilme é menos suscetivel a acdo dos antibiéticos, por
diversos mecanismos. Sendo eles a limitagdo da difusdo do farmaco pelo
exopolimero, a possibilidade de compartihamento de genes resistentes ao

antibiético entre as bactérias pertencentes ao biofilme e também a presenca de



células dormentes que permitem que ele seja repopulado apés o tratamento3°-4L,
Esses fatores fazem com que bactérias capazes de regular a formacdo do biofilme
sejam mais resistentes ao tratamento com antibidticos, sendo a Staphylococcus

aureus uma delas?36.

FIGURA 1.4 — Esquema de um biofilme. Adaptado de Aiyer et al. (2018)*.

Dessa forma, sdo necessarios curativos com flexibilidade, eficiéncia em
encapsular a droga e elevada area superficial especifica. Neste sentido, fibras de
materiais poliméricos tornam-se cada vez mais atrativas por poderem ser
moduladas, a fim de permitirem maior contato com a area infectada, tornando esses
materiais eficientes*344. Uma forma de obter fibras com essas propriedades é por
meio da metodologia de eletrofiacdo. Essa tecnologia tem se mostrado atrativa na
producdo de materiais que melhoram o tratamento de feridas, mantendo o ambiente
propicio para a regeneracdo do sistema bioldgico®°. Além disso, a eletrofiagcdo
permite transformar um grande leque de polimeros em fibras, como &lcool
polivinilico, poliacido latico e policaprolactona, sendo também capaz de aumentar o
encapsulamento de farmacos3®3245, As fibras obtidas por meio dessa técnica podem
ter sua morfologia controlada, resultando em fibras com diametros

micro/nanomeétricos e pequenas porosidades entre as malhas30:46.

O sistema da eletrofiacéo, o qual se encontra esquematizado na Figura 1.5, €
constituido por uma fonte de alta tenséo associada a uma seringa, na qual se coloca
a solucao polimérica. Uma bomba ejetora controla a vazdo de saida da solucéo
através de uma agulha metélica localizada na extremidade da seringa. Para que
ocorra a formacédo das fibras, aplica-se alta tensdo sobre a goticula presente na
ponta da agulha, resultando na deformacgéo da gota e formando do cone de Taylor.

Quando a tenséo aplicada se torna maior que a tensao superficial, ocorre a ejecao



de um jato fino da solucéo polimérica. Durante o percurso até atingir o coletor (objeto
aterrado), o solvente € evaporado enquanto o jato sofre estiramentos e elongacéo

causados pelas forcas de elétricas aplicadas?*®:4’.
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FIGURA 1.5 - Esquema do sistema da eletrofiacdo utilizado para obter fibras
poliméricas. Adaptado de Elahi et al. (2013)%.

Diferentes condicGes sdo capazes de modificar a fibra, como a tensao
aplicada, a distancia entre a agulha e o coletor, a vazéo da solucédo, interacdes entre
0 solvente e o polimero e a concentracdo do polimero. Esse Ultimo parametro se
destaca por ser capaz de influenciar na forma das fibras, pois ele esta relacionado
diretamente com a viscosidade da solucdo?®. Dessa forma, solucdes com maior
viscosidade possuem maior resisténcia ao elongamento e por consequéncia
produzem fibras de diametros maiores®°.

Considerando que essa aplicacdo esta associada ao uso em seres
vivos, faz-se necessario o uso de polimeros compativeis com o meio bioldgico,
biodegradaveis e com baixa citotoxicidade3?4451, No trabalho de Passos et al.>?
imobilizou-se metronidazol ou ciprofloxacina em fibras biodegradaveis de
polidioxanona obtidas por eletrofiagdo, com o intuito de tratar infec¢cdes bacterianas
como a doenca periodontal, causada por Treponema denticola e Porphyromonas
gingivalis. Nessa pesquisa foi observado que o uso de polimeros biocompativeis
carregados com antibiéticos ndo promove danos ao tecido infectado, além de se
mostrar promissor para o tratamento da infeccdo de interesse. Li et al.>® também
avaliaram a atividade bactericida de fibras de polivinilpirrolidona e etilcelulose,
obtidas por eletrofiacdo e acondicionadas com o antibidtico ciprofloxacino. Os

autores verificaram que células de fibroblastos podem crescer nesses materiais,



indicando sua biocompatibilidade, e que eles apresentam atividade bactericida frente
colonias de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Dessa forma, a eletrofiacédo
se mostra eficiente na obtencédo de fibras para aplica¢cdes biomédicas.

Um desses polimeros que merece destagque € a policaprolactona
devido as caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de ter
alta disponibilidade e baixo custo.

A policaprolactona (PCL), cuja estrutura estd apresentada na Figura
1.6, é um poliéster sintético, elastico, biodegradavel e aprovado pelo FDA%%¢, Sua
estrutura, obtida abertura do anel da e-caprolactona, confere hidrofobicidade e
cristalinidade a esse material, dificultando a aderéncia das células e ocasionando
uma lenta degradabilidade®57%8, A consequéncia da degradacgéo inclui a perda de
massa, diminuicdo da massa molar do polimero e alteracdo das propriedades
mecanicas. Em meio aquoso, esse processo ocorre por meio da hidrélise das
ligacdes ésteres, resultando em mondmeros e oligdbmeros sollveis e ndo toxicos>-6L,
Além disso, diversos fatores do meio, como a temperatura, solventes e aditivos

podem alterar a velocidade desse processo®.
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FIGURA 1.6 - Estrutura quimica da policaprolactona.

Na aplicacdo biomédica, o PCL tem mostrado resultados positivos em
diferentes plataformas para distintas aplicacbes como tratatamento para infec¢oes,
Ulcera e doencas cancerigenas®3-%%, Para fibras de curativos, resultados de PCL na
presenca de anti-inflamatorios e antibidticos tem promovido a diminui¢do de dores e
tratamento contra diferentes bactérias3%636667, No trabalho de Mauro et al.>® foram
produzidas fibras compdsitas de PCL e 6xido de grafeno aplicada como curativo
para liberacdo do antibidtico vancomicina e dos anti-inflamatorios ibuprofeno e
cetoprofeno. O material obtido liberou cerca de 25 a 30% dos anti-inflamatorios e
50% do antibidtico incorporados, enquanto o restante permaneceu retido nas fibras
gue ndo sofreram degradacao. Nesse caso, 0 sistema mostrou-se eficiente como
curativo para o tratamento de lesbes na pele com concomitante amenizagdo dos

efeitos. Em outro trabalho, os pesquisadores Mabrouk et al.6” produziram um



curativo acondicionado com ciprofloxacina composto por trés camadas de fibras dos
polimeros: acido poliacrilico, polivinilpirrolidona e policaprolactona voltado para o
tratamento de Ulceras. Observou-se que mais de 90% do farmaco acondicionado no
material foi liberado ao longo de dois dias, indicando a eficiéncia do curativo em
tratar infeccdes bactericidas quando utilizado em doses apropriadas. Assim, o artigo
mostrou resultados de que o dispositivo desenvolvido é apropriado para o tratamento
de Ulceras podais ocasionadas por diabetes.

Contudo, a lenta degradacao e a falta de aderéncia para proliferacéo
das células na estrutura do PCL sdo fatores que dificultam a aplicacdo desse
polimero no campo biomédico®*%8, Para superar esse problema, a producdo de uma
blenda deste material com polimeros hidrofilicos no intuito de obter uma propriedade
sinérgica, pode ser uma excelente alternativa®’86% Rosa et al.”® estudaram
degradacdo de polimeros compostos por PCL e amido em diferentes proporcgdes,
frente a acdo da proteinase K. A degradacédo do PCL nesse meio foi inferior a 2% da
sua massa em 144 h, enquanto na blenda com 75% de amido o tempo de
degradacdo completa foi reduzido a até 96 h. Ja no trabalho de Gupta et al.”* foram
obtidas fibras de PCL e gelatina e estudou-se a proliferacdo de células do tecido
nervoso. Os pesquisadores verificaram que apds 6 dias de cultura, houve um maior
crescimento de células nas fibras de PCL:Gelatina quando comparado as fibras de
PCL puro. Os autores relacionaram a maior biocompatibilidade das fibras de
PCL:Gelatina com o maior carater hidrofilico desse material.

Um biopolimero que pode ser utilizado para promover a maior
hidrofilizacdo da membrana de PCL é a pectina (PEC), além disso € de baixo custo,
fonte renovavel, biocompatibilidade e alta disponibilidade. Esse polimero pode ser
utilizado para compor uma blenda juntamente com o PCL, de forma a aumentar a
degradabilidade do material final e consequentemente disponibilizar o farmaco para
a regido infectada de maneira mais rapida e efetiva.

N&o foi encontrado na plataforma Web of Science artigos de blendas
de PCL:PEC. Fares et al.>* publicaram em 2018 um copolimero de PEC-g-PCL para
ser incorporado ao hidrogel de gelatina methacryloyl voltado para engenharia de
tecidos e aplicacoes biomédicas. Além disso, Hamzah et al.”?, publicaram em 2019
fiboras de PCL recobertas com PEC e polianilina para liberacdo de farmacos. Em
contrapartida, pode-se relacionar a blenda de PCL:PEC com blendas de PCL e

amido termoplastico (TPS)"376, A comparacdo desses compostos é aplicavel tendo



em vista que ambos sédo polissacarideos que possuem estruturas muito similares,
com relacdo a polaridade, solubilidade e velocidade de degradacédo’’. Com isso,
uma das contribuigdes desse trabalho € avaliar a interacdo da PEC com o PCL e as
caracteristicas da fibra composta por uma blenda desses materiais.

Blendas poliméricas s&o misturas macroscopicamente misciveis
compostas por mais de um polimero, ou pelo mesmo polimero com mais de uma
distribuicdo de massa molar. Blendas podem ser classificadas como misciveis
(homogéneas) ou imisciveis (heterogéneas) dependendo se a mistura resultante &
microscopicamente homogénea ou heterogéna ao longo de um intervalo de
temperatura, pressdo e composicdo. Nesse caso, as blendas homogéneas nao
necessariamente precisam apresentar uma Unica temperatura de transicao vitrea’®.

A pectina, apresentada na Figura 1.7, € um dos polissacarideos mais
abundantes da natureza, podendo ser encontrada na parede celular das plantas’-2,
O fato de que esse polimero esta presente na casca de frutas citricas, faz com que
ele seja um subproduto da industria de sucos, 0 que consequentemente resulta no

baixo custo desse material82-84,
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FIGURA 1.7 - Estrutura quimica da pectina®.

A estrutura da pectina € composta por mondémeros interligados por
ligacdes glicosidicas, possuindo uma grande quantidade de ramificacbes e grupos
hidroxilas®®8’. Essas Ultimas caracteristicas conferem aos polissacarideos um
carater hidrofilico e propriedades de hidrocoléides, ou seja, a capacidade de formar
dispersdes viscosas quando em meio aquoso, fazendo com que a pectina seja
bastante utilizada no ramo industrial como espessante 82.83:86,88-90,

Levando em conta o carater hidrofilico, biocompatibilidade e
biodegradabilidade da pectina, esse material pode ser utilizado em diversas

aplicagbes. Dentre estas se destaca 0 uso no campo biomédico, como carreador de
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farmacos e para acelerar a degradacdo de materiais®’8891, Como exemplo dessa
aplicacdo, Lin et al.?? sintetizaram fibras de quitosana e alcool polivinilico com e sem
PEC para aplicagdes em engenharia de tecidos. Como resultado, observaram que a
adicdo de PEC na fibra aumentava a velocidade de degradacdo da matriz
polimérica, sendo cada vez mais rapida com o aumento da porcentagem de PEC.
Em outro trabalho, Ye et al.®® incorporaram a argila rectorita em fibras de élcool
polivinilico e PEC e avaliaram a citotoxicidade do composito. Foram obtidas fibras
uniformes que ndo se apresentaram toxicas quando expostas a células animais.

Alguns artigos relatam que solucdes aquosas de pectina ndo sao
facilmente eletrofiadas, tendo em vista que esse polimero ndo possui
emaranhamento suficiente ao longo de suas cadeias. Isso ocorre, pois a pectina
possui muitos aneis em sua estrutura, o que diminui a flexibilidade e dificulta a
ocorréncia de enroscos entre as cadeias. Por conta dessa caracteristica, ndo ha
viscosidade suficiente para suportar os estiramentos necessarios para a formacéao
fiboras®%. Dessa forma, fibras contendo esse polissacarideo sé foram obtidas ao
formar blendas desse material com outros polimeros como polietileno glicol, &lcool
polivinilico e acetato e polivinila®°, No trabalho de Alborzi et al.%” os autores
relataram que nao foi possivel obter fibras de alginato de sdédio:pectina (70:30)
contendo 0,01% de acido félico. Porém, a adicdo de polietileno glicol permitiu a
obtencao de fibras pelo método de eletrofiacéo.

Considerando que a aplicacdo proposta neste trabalho € como um
curativo tépico, e que se deseja um material resistente para evitar o rompimento
durante o uso, as propriedades mecanicas de filmes de pectina com reforco

ceramico tem sido alvo de estudo®.

1.2. Membranas compadsitas

Fibras voltadas para uso como curativos necessitam de propriedades
mecanicas adequadas para manterem sua estrutura frente ao manuseio, aplicagéo e
uso desse sistema®?. Para isso precisam ser flexiveis e suportar tensdes de forma a
permitir a movimentacdo do animal sem serem rompidas. Uma das formas de
melhorar as propriedades mecanicas de polimeros, tornando-as mais propicias para
o ambiente fisiolégico, € por meio da insercdo de um material ceramico®. No

trabalho de Doyle et al.1% foi avaliado o médulo de Young e a tensdo maxima do
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polihidroxibutirato e do compoésito desse polimero com hidroxiapatita. Os
pesquisadores verificaram que na presenca de 10% da ceramica o médulo de Young
passou de 400 MPa para 500 MPa, enquanto o estresse maximo aumentou de 21,6
para 29,9 MPa. No trabalho de Terzopoulou et al.'%! foram produzidos filmes de PCL
e bioglass por spin coating, com aplicacdo voltada para liberacdo de farmacos. Os
autores verificaram que o compadsito apresentou um modulo de Young de 5784 MPa
enguanto o valor obtido para o PCL puro foi de 797 MPa.

Nesse contexto, 0 material compdsito ter& uma melhora na propriedade
mecanica quando houver uma boa interacdo entre o polimero e a ceramica. Quando
essa interacdo é efetiva, o material polimérico transfere a tensdo aplicada para a
ceramica. Como as paticulas ceramicas sdo capazes de suportar maiores tensées, 0
material compadsito como um todo resiste a tensfes muito maiores do que o material
polimérico puro. Considerando que a transferéncia de tenséo ocorre pela interface
dos materiais, tal transferéncia pode ser melhorada quando ha uma maior area de
contato entre a fase dispersa e a matriz, permitindo maior interacdo°2103, Nesse
cenario uma ceramica que merece destaque é a classe das zeolitas por apresentar
uma elevada éarea superficial especifica, reatividade e dispersabilidade,
possibilitando uma maior eficiéncia de distribuicio e permitindo uma melhor
eficiéncia nas propriedades de reforgo94.105,

Classificadas como mesoporosas, as zedlitas sdo aluminossilicatos
cristalinos com arranjos tetraédricos de SiO4 e AlO41%, como apresentado na Figura
1.8(a). Esses tetraedros podem se agrupar de diferentes maneiras, originando
unidades secundéarias de construcdo e posteriormente unidades terciarias. A
estrutura tridimensional da zedlita pode apresentar diferentes caracteristicas de area
de superficie e didmetros de poros, dependendo da forma com que as unidades
terciarias se organizam. As aplicacdes industriais desses materiais tém sido
numerosas, se destacando 0 uso nas areas de troca idnica, catalise, separacédo de
gases e adsorcao®”110 Além disso, as zedlitas tem se mostrado muito eficientes
como fase dispersa para melhora das propriedades mecanicas de polimeros, como
polietileno e &acido polilatico'®*11t, Yuzay et al.l°* avaliaram as propriedades
mecéanicas de compodsitos de &cido polilatico com zedlita 4W em diferentes
porcentagens. Os autores observaram que 3% (m/m) da ceramica no composito
aumentou o modulo de Young do material de 1221 para 1465 MPa. Verificaram

também a maior resisténcia a tragdo que passou de 62,2 para 67,9 MPa, as custas
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de uma pequena diminuicdo da deformacao da fratura, a qual foi de 10,9 para 6,9%.
Além disso, alguns trabalhos relatam que a zedlita 5A também aumentou a
miscibilidade entre polimeros. Isso foi observado no caso do trabalho de Thipmanee
et al.1%, no qual foi verificado que o uso da zedlita na blenda de amido termoplastico
e polietileno de baixa densidade, melhorou as propriedades mecéanicas e a

compatibilidade entre os polimeros.

(a) (b)
Si#t

Cavidades sodalita
& Faujasita

\ f Super-cavidade ou

. . cavidade a
Prismas hexagonais

FIGURA 1.8 — Representacdo esquematica dos (a) tetraedros!!? e das (b)
cavidades'!® da estrutura da zedlita Faujasita estudada neste trabalho.

Nesse contexto, a zedlita € um excelente candidato como refor¢co de
fibras poliméricas. JA que a elevada area superficial especifica associada a esse
material pode ser um fator sigificativo para melhorar as propriedades mecéanicas da

membrana.

1.3 Zedlita faujasita (FAU)

Os compartimentos porosos formados séo utilizados como critério de
classificacdo das zedlitas em diferentes familias, sendo as zeodlitas com poros
grandes aquelas cujas cavidades medem de 6 A a 8 A de diametro4115, Dentre
elas, destacam-se as pertencentes a familia faujasita (FAU), cujo diametro do poro &
cerca de 7,4 A5, As zedlitas dessa familia séo classificadas quanto a razdo Si/Al
presente na estrutura. Dessa forma, sdo chamadas zedlitas X aquelas cuja razao é

inferior a 1,5, e Y as que possuem razédo superior a 1,516,
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A estrutura da FAU é composta por duas bases estruturais que podem
ser descritas como prisma hexagonal e sodalita. A unido das faces desses dois
poliedros resulta na formacdo de uma supercavidade, com 0,74 nm de entrada e
1,24 nm de poro!!315 O resultado da associagdo de todas essas formas é a
estrutura da zeodlita FAU, representada na Figura 1.8(b).

Associado a essas caracteristicas, a biocompatibilidade e a
estabilidade em meio biologico, fazem da zedlita FAU um material de interesse para
aplicacdes biolégicas''’*?°, Filmes de pectina com zedlita faujasita com céations de
cobre, como contra ions da estrutura da FAU, foram utilizados no trabalho de Ninan
et al.'l’ para aplicagbes como membrana bactericida. O material obtido apresentou
atividade antimicrobiana frente aos organismos Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e viabilidade celular de 89%. No trabalho de Belkhair et al.*?!, foi
fabricado um filme compdsito de silicone com zedlita com céations de prata como
contraion para ser aplicado como dispositivo antimicrobiano. Nesse trabalho, foi
verificada a atividade bactericida em col6nias de Escherichia coli e Staphylococcus
epidermidis, mostrando a efetividade desse material na aplicacédo proposta.

Assim, o presente projeto visou a obtencédo de uma fibra compdsita de
PCL:PEC:FAU e o aprimoramento da resisténcia mecanica, degradabilidade e
biocompatibilidade para aplicagdo como curativo antimicrobiano em doengas como

mastiste e afecgcéo de casco.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Esse trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma
membrana composita biodegradavel de PCL:PEC:FAU na forma de fibras, visando
caracteristicas mecanicas e hidrofilicas adequadas para ser utilizada como curativo

com propriedade antimicrobiana.

2.2. Objetivos especificos

— Sintese da zedlita faujasita com contra ions Na* pelo método sol-gel com
tratamento hidrotermal.

— Obtencéo de fibras biopoliméricas de de PCL:PEC por meio da eletrofiacdo
variando os parametros da eletrofiacdo, assim como estudar as caracteristicas
da forma das fibras obtidas.

— Estudo de como a concentracdo dos polimeros influencia a forma das fibras,
assim como as propriedades térmicas e de degradacédo da blenda.

— Obtencdao de fibras compositas de PCL:PEC:FAU por meio da eletrofiacéo.

— Imobiliza¢&o do antibiético nas membranas compdsitas de PCL:PEC:FAU.

— Avaliacdo da atividade bacterida das fibras frente colénias de bactérias

Staphylococcus aureus.
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3. Materiais e métodos

A sequéncia metodolégica seguida neste trabalho estd apresentada
esquematicamente na Figura 3.1. Dessa forma, a zedlita faujasita (FAU) foi obtida
pelo método hidrotérmico. As particulas de FAU foram incorporadas nas fibras de
policaprolactona (PCL) e pectina (PEC), as quais foram preparadas utilizando a
eletrofiagdo. O composito obtido foi aplicado como uma membrana bactericida.

Caracterizagéo por
DRX, FTIR, MEV, BET
e Potencial Zeta.

Sintese da zedlita
faujasita

Preparacao das fibras Caracterizac&o por
de PCL:PEC:FAU por MEYV, FTIR, &ngulo de
eletrofiagéo contato, EDS e DMA.

4 Caracterizagao por )
MEV, FTIR, TGA,
angulo de contato e
\ degradacgao. y.

Preparacao das
fibras de PCL:PEC
por eletrofiacédo

4 h Imobilizagao do
Ensaio bactericida e de Caracterizagao por antibiotico nas fibras

liberagao. MEV e FTIR. de PCL, PCL:PEC,
\ y. PCL:PEC:FAU

FIGURA 3.1 - Esquema do procedimento experimental utilizado neste trabalho.

A obtencdo da FAU foi otimizada usando as técnicas de difratometria
de raios X (DRX), espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e potencial Zeta. Além
disso foi realizado o calculo da area superficial especifica utilizando o método de
Brunauer, Emmett e Teller (BET) para tratar os dados das isotermas obtidas no
ensaio de fisissorcdo e dessorcdo de N2. O material escolhido foi aquele que
apresentou os melhores resultados frente as analises realizadas.

As fibras poliméricas foram otimizadas por meio do estudo do resultado
das seguintes analises: MEV, FTIR, angulo de contato, termogravimetria (TGA) e
ensaio de degradacdo. O material escolhido foi aquele que apresentou
caracteristicas mais promissoras junto as técnicas realizadas.

As fibras compositas foram analisadas por MEV, espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), FTIR, angulo de contato e analise dindmico mecanica
(DMA), com o intuito de identificar a presenca e influéncia da FAU nas propriedades

da membrana.
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As fibras poliméricas e compdésitas contendo o farmaco cloxacilina
foram analisadas utilizando o FTIR e o MEV. A atividade bactericida da fibra foi
estudada utilizando o ensaio bactericida e 0 mecanismo de atuacéo foi investigado
por meio da liberagdo do farmaco.

A tabela 3.1 apresenta os reagentes utilizados no desenvolvimento

deste trabalho.

TABELA 3.1 - Reagentes com pureza e marca que foram empregados no
procedimento experimental.

Reagente Pureza (%) Marca
Aerosil 380 (SiO») | ; Evonik
Aluminato de sodio Al203 (50-56%) Na2O (37-45%) Sigma-Aldrich
Cloroférmio \ 99,8 Synth
Cloxacilina sédica - INLAB
Dimetilsufoxido \ 99 Synth
Hidroxido de sodio 97 Synth
Pectina Genu USP B \ - CPKelco
Policaprolactona (50.000 MW) - Perstorp

Dessa forma, o desenvolvimento das fibras de PCL:PEC:FAU com

acondicionamento de cloxacilina foram passiveis de obtencéo laboratorial.

3.1 Obtencao da FAU

A sintese da FAU a partir da silica foi adaptada de trabalhos prévios na

literatura'??, resultando na seguinte estequiometria de reagentes:
Na,0: Al,05:10Si0,: 305H,0

Na FIGURA 3.2 é possivel observar o esquema do procedimento
experimental utilizado para a sintese da zedlita.

Inicialmente, preparou-se uma solugdo com 3,52 g de aluminato de
sédio da Sigma-Aldrich e 25 mL de agua deionizada, agitando até total solubilizacao.
Em seguida, gotejou-se 25 mL de solucdo de hidréxido de sédio (10,85 mol L7),
mantendo a agitagdo magnética por 5 minutos apos o término da adi¢cdo da base.

Depois dessa etapa, verteu-se 50 mL de agua deionizada no meio reacional e em
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seguida iniciou-se a adicdo do 16,22 g de SiOz Aerosil aos poucos, agitando
constantemente com um bastdo de vidro. Ao finalizar esse processo, o gel foi
envelhecido em bancada por 24 horas seguido do tratamento hidrotermal. Tal
tratamento foi realizado sem agitacdo, com taxa de aquecimento de 3°C mint até
100°C, mantendo o meio reacional nesta temperatura por diferentes periodos de

tempo (2, 3, 4 e 6 horas).

Aluminato

de sodio

i Envelhecimento | i Tratamento
estatico 24 h | ' hidrotermal
1

‘. , \
\  Agitagdo | \  Agitagdo |
magnética | | com bastao |

____________________

FIGURA 3.2 - Esquema simplificado da metodologia utilizada para obtencdo da
zeolita.

Para caracterizacdo da zeolita obtida foram realizadas as seguintes

caracterizacgoes:

- Difratometria de raios X (DRX)

As analises de difratometria de raios X foi realizada em um
equipamento Shimadzu®, modelo LabX XRD-6000, utilizando radiacdo Cu-Ka de
A=1,5406 A. A varredura foi feita de forma continua a 1° min't com 26 variando de 5
a 50°.

- Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR (Fourier Transformed Infrared) foram feitas em um

equipamento Bruker (Vertex 70) utilizando o modo ATR (Attenuated Total
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Reflectance). Os espectros foram gerados com 32 varreduras de 4000 a 400 cm™ e

resolucdo de 4 cm™.

- Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As fibras e as particulas foram analisadas em um microscopio JEOL
6510. Para as fibras, quadrados de aproximadamente 5 mm? de area foram
aplicados sobre uma fita carbono em um stub metélico. Em seguida, as amostras
foram recobertas com ouro usando um metalizador Leica SCD 050. A espessura das
fibras foi calculada utilizando o software Image J, realizando a contagem de pelo
menos 100 diametros. Ja as particulas de zedlita foram depositadas sobre a fita
carbono em um stub metdlico, utilizando em seguida um fluxo de ar para remover as

particulas soltas, sem necessidade de recobrimento metélico.

- Fisissorcao e dessorcao de N2 (BET)

A andlise de BET foi realizada no equipamento ASAP 2020
(Micrometrics). Inicialmente, aproximadamente de 100 mg de material foi aquecido a
100°C, até uma pressao de 10 ym Hg. Esse pré-tratamento foi realizado para evitar
possiveis erros nas medidas, pois é nessa etapa que 0s gases e moléculas de agua
que encontram-se adsorvidas na superficie da amostra sdo liberadas. A leitura foi
feita a pressdes relativas selecionadas pelo software do equipamento, o qual

determinou o valor da area especifica utilizando o método de BET.

- Potencial zeta

O Potencial Zeta das suspensdes foi obtido por meio do equipamento
Malvern Instruments - Zetasizer Nano ZS90. Para a realizar tais medidas, 1 mg de
zedlita foi dispersa em 15 mL de agua deionizada e sonicada em ultrassom de ponta
por 20 s, em intervalos de 5 s, com amplitude de 20%. As medidas foram feitas em

triplicata, sento utilizado a média dos trés valores.
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3.2 Otimizacao de Fibras PCL:PEC:FAU

3.2.1 Fibras de PCL

Com o intuito de produzir fibras de PCL puro solubilizou-se 10% (m/v)
de PCL na fracao de cloroférmio (CF), mantendo a agitacdo magnética por 30 min e
adicionou-se posteriormente o dimetilsulfoxido (DMSO), agitando por mais 30 min. A
selecdo dos solventes e suas proporcdes foram baseadas na literaturat?®. Apés o
preparo da solucéo, as fibras de PCL foram obtidas por meio da eletrofiagéo, fixando
a voltagem em 20 kV, distancia de trabalho em 10 cm e a vazédo em 1,2 mL hl. Um
esquema simplificado da metodologia esta apresentado na Figura 3.3. O sistema de
eletrofiacdo utilizado é formado por uma fonte de alta tensdo da marca Glassman
High Voltage modelo PS/FC60P02.0-22, uma bomba ejetora KVS modelo 100, uma
seringa de vidro da Art Glass de 20 mL e agulha de 40 x 1,2 mm. O coletor utilizado

consiste em um cilindro rotativo metalico coberto com uma folha de papel aluminio.

Dimetilsulfoxido [ Policaprolactona ][ Cloroférmio ]

—————————

1h

! Agitagzo |
i30min

_________

FIGURA 3.3 - Esquema geral do procedimento experimental utilizado no preparo das
fibras de PCL puro.

As fibras de PCL puro foram produzidas apenas para serem utilizadas
como referéncia, e assim permitirem avaliar a influéncia da PEC e da FAU nas

propriedades das fibras obtidas.

3.2.2 Fibras de PCL:PEC

Para compor a solugdo polimérica utilizada na eletrofiacdo foram
selecionadas as seguintes proporc¢oes de solventes: 80% (v/v) de CF e 20% (v/v) de
DMSO. Assim, adicionou-se PEC na fragdo de DMSO e PCL na fracdo de CF,

mantendo a agitacdo magnética por 30 min. Em seguida, misturou-se as duas
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solucBes e manteve-se a agitacdo por 30 min. O esquema da metodologia utilizada

nessa etapa esta apresentado na Figura 3.4.

[ Pectina ][ Dimetilsulfoxido ] [ Policaprolactona ][Cloroférmio]

Agitacao i E
30 min ' 30 min

FIGURA 3.4 - Esquema geral do procedimento experimental utilizado no preparo das
fibras de PCL:PEC.

Para obter selecionar a melhor composicdo da fibra, variou-se a
concentragdo de PCL entre 15%; 12,5%; 10% e 9%, utilizando para cada caso a
proporcao de 1% de PEC (massa PEC:massa PCL) que foi ajustada conforme a
guantidade de PCL. Apo0s preparar a solucéo, as fibras de PCL:PEC foram obtidas
por meio da eletrofiacédo, fixando a voltagem em 20 kV, a distancia de trabalho em
10 cm e a vazdo em 0,7 mL hl. Em seguida, utilizando 10% de PCL (massa de
PCL:volume total de solucédo), variou-se a distancia de trabalho e a vazao da solugéao
polimérica conforme a Tabela 3.2. Utilizando a porcentagem de PCL e os
parametros de eletrofiacdo que resultaram nas fibras com melhores caracteristicas,
variou-se também as concentracdes de PEC entre 1% e 50% (m/m) com o intuito de

selecionar fibras com maior degradabilidade.

TABELA 3.2 - CondicBes utilizadas na eletrofiacdo para obtencéo de fibras de com
10% de PCL e 1% de PEC.

Distancia (cm) Vazédo (mL h-1)

8 0,5
8 0,7
8 1
8 15
10 0,7
10 1,2

10 1,5
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Assim, as fibras de PCL e PCL:PEC foram caracterizadas além das
técnicas de FTIR e MEV supracitadas no topico 3.1, por meio das seguintes

andlises.
- Termogravimetria (TGA)

Realizou-se a andlise termogravimétrica em um instrumento TA (Q500-
Series). Para isso, pesou-se de 6 a 10 mg da amostra e secou-a previamente em
estufa. A andlise foi efetuada em fluxo de 40 mL min* de N2 e 60 mL min' de ar
sintético, taxa de aquecimento de 10°C min em um intervalo de temperatura entre
40 e 700 °C.

- Angulo de contato

Os valores de angulo de contato foram medidos no equipamento KSV
Instruments (CAM 101). Para isso, utilizou-se gotas com 3-5 pL de volume de agua,
e mediu-se o angulo durante 60 s de deposi¢cdo da gota sobre a fibra. O valor do

angulo utilizado foi uma média entre o angulo apés 10 e 50 s de deposicéao.

- Ensaios de degradacao

O ensaio de degradacao foi realizado em condi¢cdes que mimetizam o
ambiente fisiol6gico. Para isso, cortou-se as membranas em dimensdes 2x2 cm e
pesou-se cada uma delas. Em seguida, cada amostra foi colocada em um tubo tipo
Falcon de 50 mL, vertendo-se em seguida 20 mL do tampéao fosfato com pH 5,5. O
pH foi selecionado utilizando como parametro o pH da pele'?*. Esses sistemas foram
colocados em uma estufa shaker com rotacdo de 150 rpm e sob 36°C por 15, 30 e
60 dias. Apos esse periodo, retirou-se as fibras da solucéo, retirou-se o excesso de
agua com um papel toalha, deixou-as secando em placa de Petri durante 24 h e
realizou-se a pesagem apoés esse periodo. Cada ensaio de degradacao foi feito em
triplicata para cada composicao da fibra, sendo avaliada a perda de massa média

entre as trés medidas.
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3.3 Fibras compésitas de PCL:PEC:FAU

As fibras de PCL:PEC:FAU foram obtidas conforme as metodologias
descritas abaixo. A selecéo dos tipos e proporcdes dos solventes, propor¢cdes dos
polimeros e as condicdes de eletrofiagdo foram baseados nos resultados obtidos
para as fibras obtidas na etapa 3.2. Um esquema simplificado da metodologia esta
disponivel na Figura 3.5.

Pectina

- [ Dimefilsulféxido ] Policaprolactona Cloroférmio
Zeolita

1h

1 Agitacao i 1 Agitacido i
1 . 1 1 1
1 30min
1 !

FIGURA 3.5 - Esquema geral do procedimento experimental utilizado no preparo das
fibras compositas.

Para obter as fibras compdsitas, adaptou-se a metodologia descrita no
item 3.2. Nesse caso, preparou-se as solucées de 10 % (m/m) de PEC e 2,5%
(m/m)3t de FAU em DMSO e 10% (m/v) de PCL em CF. Ap6s o periodo de agitacéo,
misturou-se as duas solucdes e manteve-se a agitacdo por 1 h. Em seguida,
realizou-se a eletrofiacdo na voltagem de 20 kV, 10 cm de distancia do coletor e
vazdo de 1,2 mL ht.

Além das técnicas de FTIR, MEV, angulo de contato supracitadas no

tépico 3.1 foram realizadas as seguintes analises.
- Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

As fibras foram analisadas em um microscépio JEOL 6510. Para as
fibras, quadrados de aproximadamente 5 mm? foram aplicados sobre uma fita
carbono em um stub metalico. Em seguida, as amostras foram recobertas com

carbono usando um metalizador Leica SCD 050.
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- Ensaio dinamico mecanico (DMA)

Para o ensaio mecanico de tracdo foi utilizado o equipamento DMA
Q800 V21.3 Build 96, utilizando o médulo de garra e variando a forca de tracdo na
taxa de 1 N s até o rompimento da membrana. As medidas foram realizadas em
quintuplicata sendo que para a analise foram utilizados corpos de prova retangulares
com 6,32 x 18,48 mm, variando a espessura de acordo com a deposicao das fibras

durante o processo da eletrofiacao.

3.4 Incorporacéao do farmaco cloxacilina nas fibras

O preparo das fibras com o farmaco cloxacilina foi realizado conforme
descrito abaixo. A escolha dos tipos e proporcdes do solvente, as condi¢cdes de
eletrofiacdo, a concentracdo do PCL e da FAU foram baseadas nos resultados para
as fibras obtidas nas etapas 3.2 e 3.3. Um esquema geral do procedimento esta

apresentado na Figura 3.6.

Pectina
Zedlita [ Dimetilsulfoxido
Cloxacilina

J [ Policaprolactona ][ Cloroférmio ]

-

Agitagao ‘:
30min
[

:r Agitacdo ‘:
1 30min
\ !

FIGURA 3.6 - Esquema geral do procedimento experimental utilizado no preparo das
solucdes poliméricas e compdsitas com farmaco.

3.4.1 Incorporacao da cloxacilina nas membranas na forma de

fibras

Para obter fibras de PCL com o antibiotico cloxacilina, realizou-se uma
adaptacdo do procedimento descrito anteriormente em 3.2.1. Nesse caso,

solubilizou-se 10% (m/v) de PCL em CF e em seguida adicionou-se o DMSO,
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mantendo agitacdo por 30 min. Apos esse periodo o farmaco foi adicionado,
agitando o sistema por mais 1 h até solubilizacdo. Em seguida, realizou-se a
eletrofiagdo nos parametros otimizados. As concentracdes de cloxacilina utilizadas
foram de 20% (massa de farmaco:massa total de polimero)'?°,

Para obter fiboras de PCL:PEC com o farmaco, adaptou-se o
procedimento descrito em 3.2.2. Nesse caso, preparou-se as soluc¢des de 10% (m/v)
de PCL em CF e PEC em DMSO. Quando o PCL foi completamente solubilizado,
misturou-se os dois sistemas e adicionou-se 20% (m/m) de farmaco, agitando por 1
h. Em seguida, realizou-se a eletrofiacdo nos parametros otimizados.

Para obter fibras de PCL:PEC:FAU com o farmaco, adaptou-se o
procedimento descrito em 3.3. Nesse caso, preparou-se as solugdes de 10% (m/v)
de PCL em CF e 10% (m/m) de PEC, 2,5% (m/m) de FAU e 20% (m/m) de farmaco
em DMSO. Quando o PCL solubilizou completamente, misturou-se os dois sistemas
e agitou-se por mais 1 h. Em seguida, realizou-se a eletrofiacdo nos parametros
otimizados.

Além das técnicas de FTIR e MEV supracitadas no topico 3.1 foram

realizadas as seguintes analises.

- Ensaios de disco-difusao

O estudo da atividade bactericida das fibras pelo método de disco-
difusdo foi realizado para o microrganismo Staphylococcus aureus seguindo uma
metodologia adaptada da norma NCCLS (M2-A8). Inicialmente inseriu-se as
bactérias no meio de cultura e deixou-as crescendo em estufa a 36°C por 12 h. Apds
esse periodo preparou-se o inéculo de cada um desses microrganismos por meio do
ajuste de concentracdo para 10° células utilizando a escala de McFarland. O in6culo
foi entdo espalhado sobre uma placa de Petri contendo agar e meio Miiller-Hinton.
Os discos das fibras previamente cortados, a FAU e o farmaco foram dispostos
sobre a superficie de diferentes placas de &agar, em seguida as placas foram
tampadas e incubadas em estufa a 36°C por 12 h. Apos esse periodo mediu-se a

zona de inibicdo do crescimento das bactérias utilizando um paquimetro.
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- Ensaios de liberacao

O ensaio de liberacao foi realizado em condi¢cdes que mimetizam o ambiente
fisiologico. Para isso, cortou-se e pesou-se cerca de 80 mg de cada membrana. Em
seguida, a amostra foi colocada em um tubo tipo Falcon de 50 mL, vertendo-se em
seguida 50 mL do tampéo fosfato com pH 5,5. Esse sistema foi colocado em uma
estufa shaker com rotacdo de 150 rpm e sob 36°C por 72 h. Apos esse periodo,
retirou-se a fibra da solucéo, removeu-se o excesso de agua com um papel toalha e
deixou-a secando em placa de Petri durante 24 h. Apos esse periodo, analisou-se a

amostra por FTIR.
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4. Resultados e discussao

Nessa etapa serdo analisados os resultados provenientes da sintese
da zedlita FAU, a obtencédo das fibras poliméricas compdsitas e a incorporacao da

cloxacilina nestes materiais.

4.1 Obtencao da zedlita FAU

Com o intuito de determinar os produtos e identificar as fases obtidas
da sintese da zedlita foi realizada a analise de DRX para o precursor de SiO:z e para
as amostras de zedlita sintetizadas variando o tempo de tratamento hidrotermal
entre 2 e 6 h. Os difratogramas desses materiais estdo apresentados na Figura 4.1.

Por meio desse resultado, pode-se observar que o tempo de
tratamento hidrotermal exerce uma grande influéncia na obtencdo de fases da
zedlita, as quais foram identificadas utilizando a ficha cristalografica Joint Committee
on Powder Diffraction Standards (JCPDS), e que as sinteses de 3 a 6 h de
tratamento resultaram em um material com alta cristalinidade. O difratograma do
precursor (Figura 4.1(a)) SiO2 serve como referéncia do material de partida, o qual
apresenta uma estrutura amorfa que € indicada pela presenca do sinal alargado,
caracteristico da silica. A sintese com 2 h de tratamento hidrotérmico, Figura 4.1(b),
mostra que o material obtido apresentou uma elevacao da linha de base, indicando a
presenca de fase amorfa, além disso foi observado picos caracteristicos da zedlita
FAU (JCPDS 043-0168). O aumento do tempo de tratamento para 3 h resultou na
melhora da definicdo dos picos referentes a fase cristalina da faujasita, de forma a
obter um material com fase pura, como pode ser observado em 4.1(c). Com o
continuo aumento do tempo de tratamento hidrotermal houve o surgimento
concomitante da fase concorrente gismondina (GIS) (JCPDS 39-1373) como
apresentado em 4.1(d) para o tempo de 4 h, assim como para o tempo de 6 h,
Figura 4.1(e). Ao alcancar 6 h de tratamento hidrotermal ainda & observado a
presenca da fase GIS mas com um maior teor de FAU quando comparado com a
sintese de 4 h, como mostrado no difratograma da Figura 4.1(e). Tendo em vista que
zellitas sdo materiais termodinamicamente metaestaveis, a transicdo de fases
desses materiais pode ser proporcionada apenas pela alteracdo de condi¢cbes de

cristalizacdo, como o pH, a temperatura e o tempo??%1%7, Essa observacdo é um
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indicativo de que a FAU volta a ser estavel para maiores tempos de tratamento

hidrotérmicol28.

(a) Aerosil

Intensidade relativa

10 20 30 40 50
206/°

FIGURA 4.1 - Difratogramas do SiO2 aerosil em (a) e das amostras sintetizadas a
partir desse precursor variando o tempo de tratamento hidrotermal: (b) 2 h, (c) 3 h,
(d)4he(e)6h.

A estrutura da zeodlita FAU (Figura 4.2(a)) é composta por unidades
sodalita interligadas entre os anéis de 6 membros, resultando em super cavidades
tridimensionais. Ja a estrutura da zeolita GIS (Figura 4.2(b)), é formada por anéis de
8 membros interligados, resultando em anéis de 4 membros os quais dao forma a
poros bidimensionais!?®. No trabalho de Osada et al.’?® foi avaliada a transicédo de
fase entre a zedlita FAU e a GIS frente a variagdo do tempo de tratamento
hidrotérmico. Nesse trabalho foi verificado que maiores tempos de reacdo promovem
a formacdo da zedlita GIS, enquanto menores periodos aumentavam a razdo
FAU/GIS. Ja no trabalho de Azizi et al.1?® foi verificado que variar cerca de 5°C na
temperatura de hidrotermalizacao foi suficiente para transitar entre uma fase pura de
GIS ou FAU para uma mistura dessas duas fases. Os autores também observaram
gue a sintese realizada a 100°C resultava na fase pura da GIS, a 90°C formava-se a
fase pura da FAU e entre 95 a 97°C formava-se uma mistura dessas fases. Desta
forma, os resultados encontrados neste trabalho nos difratogramas de raios X frente
a variacdo do tempo de tratamento hidrotermal, Figura 4.1(a-e), corroboram com o

comportamento observado na literaturat?6.12°,
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FIGURA 4.2 - Esquemas da estrutura da zedlita FAU (a) e da zedlita GIS (b).
Adaptado de Maldonado et al. (2013)*3°,

Com o intuito de determinar possiveis contaminantes e complementar
o estudo das caracteristicas estruturais foi realizada a analise de FTIR-ATR para as
amostras de zedlita sintetizadas variando o tempo de tratamento hidrotermal entre 2

e 6 h. Os espectros desses materiais estdo apresentados na Figura 4.3.
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FIGURA 4.3 - Espectro de infravermelho das amostras sintetizadas com SiO2
variando o tempo de tratamento hidrotermal entre (a) 2 h, (b) 3 h, (c)4 h e (d) 6 h.

Em todos os espectros da Figura 4.3 h4 a presenca de bandas na
regido de 3700-3100 cm™? as quais sdo relativas a presenca de anions OH" na
estrutura e uma banda na regido de 1650 cm associada com a vibracdo de
moléculas de agua de hidratacédo!3!. Em todos os espectros da Figura 4.3, os quais

referem-se a amostras compostas total ou parcialmente pela fase FAU, é possivel
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observar a presenca das bandas em 450-430 cm referente a flexdes dos tetraedros
internos de TO4 (T = Si, Al) e em 570-560 cm™ associada a ligacdo dos anéis duplos
externos. Ainda nesses espectros ha a presenca de bandas em 690-680 cm*
relacionadas ao estiramento simétrico das ligacbes externas, enquanto em 780-770
cm sdo associadas ao estiramento simétrico de anéis de 4 membros. As bandas
em 990-970 cm™ sdo referentes ao estiramento assimétrico dos tetraedros internos.
Ja nos espectros em 4.3(c-d), das amostras com fases concorrentes de FAU e GIS,
ocorre 0 aparecimento de algumas bandas da FAU j& mencionadas e também de
bandas em 620-610 cm™ referentes a vibracédo do anel de 8 membros e em 740 cm™
do estiramento simétrico de T-O. Nesses espectros a banda em 980 cm sofreram
um deslocamento para maiores nimeros de onda por conta da influéncia dos anéis
de 4 membros da fase GIS, além disso houve também um deslocamento da banda
em 430 cm para menores nimeros de onda, o que é resultado da contribuicdo dos
anéis de 8 membros da GIS. Essas frequéncias de vibracdo estdo de acordo com a
literatura, corroborando o que foi concluido com o DRX, ou seja, que a sintese de 3
h formou a fase pura da FAU sem contaminantes, e que as sinteses de 4 he 6 h
resultaram na mistura de fases de FAU e GIS126:132,

Com o intuito de fazer um estudo da forma e homogeneidade das
particulas, foi realizada a analise de MEV para as amostras de zedlita sintetizadas.
As imagens de MEV estao apresentadas na Figura 4.4.

Pode-se observar na Figura 4.4 que o aumento do tempo de
hidrotermalizacdo de 2 a 6 h resultou em um consequente aumento do tamanho de
particulas, partindo de 100 nm e chegando a 2000 nm. Durante o processo de
tratamento hidrotermal, por conta da temperatura e pressdo, as particulas se
solubilizam e podem se recristalizar em particulas maiores. Esse comportamento
permite que o aumento do tempo de tratamento hidrotérmico contribua para o
crescimento das particulas e também para a obtencdo de amostras com diametros
mais homogéneos. No trabalho de Hu et al.**® ao diminuir o tempo de tratamento
hidrotérmico de 60 para 20 min, o tamanho de particula também diminuiu, mudando
de 200 para 80 nm. Segundo os autores esse comportamento foi observado porque
maiores periodos no reator hidrotermal permitem que as particulas crescam por mais
tempo e, portanto, se tornem maiores. A zedlita mostrada na Figura 4.4(a) apresenta
particulas com tamanhos muito menores do que a amplificacdo do equipamento,

dificultando o estudo da forma desse material. J& amostra na Figura 4.4(b) apresenta
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particulas com tamanhos polidispersos, de 100 a 2500 nm, pois pode-se observar
particulas pequenas, com baixa definicdo, espalhadas sobre a superficie de
particulas maiores. A zedlita mostrada na imagem da Figura 4.4(c) apresenta forma
aproximadamente esférica com tamanhos mais homogéneos quando comparada
com a zedlita de 3 h, com cerca de 800 nm. Enquanto as particulas apresentadas na

imagem da Figura 4.4(d) possuem diametros variados, de 1000 a 3500 nm e

maiores do que as zedlitas ja mencionadas.

FIGURA 4.4 - Imagens de MEV das zedlitas obtidas com (a) 2 h, (b) 3 h, (c) 4h e (d)
6 h de tratamento hidrotérmico.

Considerando que apenas a zeodlita sintetizada com 3 h de hidrotermal
resultou na fase pura da zedlita FAU, como observado DRX, Figura 4.1, esse
material foi escolhido para prosseguir os estudos, uma vez que possibilitara avaliar o
efeito da zedlita FAU com fase homogénea nas fibras.

Posteriormente foi feita a analise das caracteristicas da zedlita FAU
encontrada, como a area superficial especifica e de poros utilizando a analise de
isotermas de adsorcdo/dessorcdo de N2 e valor do potencial Zeta. Os valores
obtidos encontram-se na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1 - Apresentacdo dos valores de area especifica obtida pelo método BET
e potencial zeta para a zedlita com 3 h de tratamento hidrotermal.

Area total BET Area superficial Area de poros Potencial zeta
(m?g?) especifica (m2 g?) (m?g™?) (mV)
347 £ 8 298 318 + 8 -48+2

A partir desses resultados € possivel notar que a FAU sintetizada com
3 h de tratamento hidrotérmico apresenta uma area total de 347 m? g1. Além disso,
0s resultados mostram que praticamente 92% desta area € relativa a superficie dos
poros e apenas 6% refere-se a area superficial externa. Nao foram encontradas
metodologias similares a realizada neste trabalho para comparacdo dos valores
obtidos, tendo em vista que os trabalhos encontrados utilizam diferentes precursores
e condicdes de sintese. Entretanto, valores proximos aos obtidos nesse trabalho
foram encontrados na literatura para particulas de tamanhos ndo homogéneos,
como as apresentadas na Figura 4.4(b)*3*. Liu et al.*3* sugerem que um menor valor
de superficie de poros pode ser obtido para particulas polidispersas de zedlita FAU,
ja que elas possuem poros menores entre as particulas. Essa hipotese é também
corroborada pelos resultados apresentados no trabalho de Garcia et al.'®® Nesse
trabalho, as particulas de FAU com tamanhos mais homogéneos, 850 nm com
particulas variando 30% do diametro médio, apresentam uma area de 700 m? g,
enquanto as particulas com tamanhos polidispersos, 250 nm com particulas
variando 110% do diametro médio apresentaram uma area menor de 586 m? g=.
Dessa forma, os dados obtidos mostraram uma area superficial especifica desejavel
para o material obtido, que esta de acordo com trabalho de Liu et al.*3* no qual foram
obtidas particulas com area total de 401 m? g1.

Com o intuito de avaliar a estabilidade das particulas quando em
suspensdao e com isso a capacidade de se manterem dispersas, foi realizada a
analise de potencial zeta. O valor de potencial zeta obtido para a zedlita FAU
sintetizada com 3 h de tratamento hidrotérmico foi de - 48 mV (Tabela 4.1). Modulos
de potencial zeta acima de 30 mV indicam a maior presencga de cargas superficiais,
ou seja, existe uma menor tendéncia a aglomerar e decantar’®. O resultado obtido
para a FAU sintetizada esta um pouco acima dos resultados da literatura , os quais
apresentaram valores de - 20 a - 40 mV, e indica uma elevada estabilidade das

particulas em suspensdo!3’13 A carga negativa desse resultado estd associada
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com desprotonacdo das hidroxilas presentes na superficie do material zeolitico,
resultando em uma carga negativa nos oxigénios terminais da estrutura®,

Assim, os valores encontrados para as areas de superficie e de
poros!34, bem como, o potencial zeta elevado®*’-13° corroboram com o obtido neste
trabalho, apresentando caracteristicas da FAU de boa estabilidade e alta area
superficial especifica, a fim de serem inseridas nas fibras a partir do processo de

eletrofiagéo.

4.2. Obtencéao de fibras poliméricas de PCL: PEC

A otimizagdo do processamento das fibras de PCL:PEC foi realizado
com o objetivo de obter o material mais homogéneo e com a menor distribuicdo de
diametro médio possiveis dentro das condicdes de processamento empregadas,
para entdo ser utilizado como membrana bactericida. Com esse propdésito
inicialmente verificou-se os efeitos na concentracdo de PCL, a vazdo da solucéo
polimérica, a distancia de trabalho e a porcentagem de PEC, enquanto a tenséo foi
mantida em 20 kV em todos os experimentos.

Com o intuito de avaliar a influéncia da concentragdo de PCL 15%,
12,5%, 10% e 9% (m/v), na blenda de PCL:PEC mantendo-se constante a
concentracdo de 1% PEC (massa de PEC:massa de PCL), quantidade maxima
soltvel nesta composicao de solventes, 4:1 (v/v) cloroforimio:DMSO. Os parametros
de eletrofiacéo foram fixados em 0,7 mL h' e 10 cm e 20 kV. Para fazer um estudo
morfolégico dessas fibras, realizou-se a analise de MEV. As imagens de microscopia
das fibras obtidas, assim como a distribuicdo de espessura variando a porcentagem
de PCL encontram-se na Figura 4.5.

De acordo com as microscopias e distribuicdo de diametros na Figura
4.5(b-d), o aumento da concentragéo do PCL de 10% para 15% implicou no aumento
da espessura das fibras com tamanho de 350 nm para 8200 nm. Além disso, é
observado um maior grau de heterogeneidade das fibras de concentragbes maiores.
Resultados similares foram obtidos por Sarabi-Mianeji et al.'#!, que produziram fibras
de PCL variando a porcentagem de 20 a 35%. No trabalho em questdo, os
pesquisadores observaram que o aumento da porcentagem de PCL resultou no
aumento do diametro das fibras com valores de 800 a 3000 nm. O aumento do

diametro das fibras com o aumento da concentracdo de PCL pode estar
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correlacionado com o maior emaranhamento das cadeias, 0 que promove a menor

elongacéo das fibras ao sair, resultando em fibras mais grossas42.
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FIGURA 4.5 - Imagens da MEV e distribuicdo da espessura das fibras variando a
concentracédo de PCL entre 9 e 15% (m/v) e mantendo fixados a concentracdo de
PEC em 1% e as condicdes de eletrofiacdo em 20 kV, 10 cm e 0,7 mL h,
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Ja na fibra de 9% de PCL mostrada na Figura 4.5(a) aparenta ter
ocorrido uma separacédo das fases de PCL e PEC. Tal hipétese tem como suporte a
presenca de uma camada de fibra porosa, que aparenta ser de PCL puro, por
possuir caracteristicas similares as apresentadas na literatural4?, sobre um filme que
seria possivelmente formado por pectina. A relacdo de concentracdo de PEC em
relacdo a 9% de PCL é a maior sob todas concentracfes avaliadas, tornando mais
evidente a imiscibilidade dos polimeros. E conhecido que a pectina precisa da
presenca de outro polimero para ser transformada em fibras na eletrofiacdo®’, dessa
forma, sem a interacdo com o PCL a PEC pode ter formado um filme como o
observado na imagem. Isso pode ser decorrente da estrutura da PEC ser formada
por hidroxilas e &cidos carboxilicos enquanto o PCL possui apenas carbonilas em
sua estrutura. Essas caracteristicas resultam em uma diferenca de hidrofilicidade
entre 0s materiais, impedindo que haja uma interacao efetiva entre os compostos
guando em concentracoes elevadas.

Apés a analise das imagens de MEV, na Figura 4.5, e avaliando a
distribuicdo de espessura, foi possivel selecionar a concentracdo de 10% como a
aguela que produziu fibras mais finas e homogéneas. Escolhida a concentracao
Otima, prosseguiu-se variando outros parametros como a vazao e a distancia de
trabalho.

Para verificar a influéncia da vazao da solucao pela agulha durante a
eletrofiacdo, foi escolhida a fibra de 10% PCL (m/v) e 1% PEC (m/m), nas condi¢cdes
de 20 kV e 10 cm, enquanto variou-se a vazdo entre 0,7; 1,0 e 1,2 mL hl. Para
estudar a forma e espessura dessas fibras, realizou-se a analise de MEV. Tais
imagens e distribuicdo de espessura das fibras obtidas variando a vazao encontram-
se na Figura 4.6.

De acordo com as imagens de MEV das fibras obtidas variando a
vazao, apresentadas na Figura 4.6(a-c), o menor fluxo de solucéo resulta em fibras
com espessuras polidispersas, enquanto vazées maiores formam fibras com uma
distribuicdo de diametro mais estreita. As vazdes de 0,7; 1,0 e 1,2 mL h'! formaram
fibras com diametros médios de respectivamente 500, 410 e 260 nm. Nesse caso, 0
aumento da vazdao induziu uma forca de ejecdo que permitiu que os dois polimeros
imisciveis saissem juntos da seringa, promovendo a formacdo de fibras mais

homogéneas. Dessa forma, ao analisar as imagens e a distribuicdo de espessura,
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selecionou-se a vazdo de 1,2 mL h'! para prosseguir a otimizagdo, ja que tal vazéo

resultou nas fibras mais finas e homogéneas.
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FIGURA 4.6 - Imagens da MEV e distribuicdo da espessura das fibras variando a
vazdo da solucéo entre (a) 0,7; (b) 1,0 e (c) 1,2 mL h'! enquanto mantém-se fixados
a concentracdo de PCL (10%), a concentracdo de PEC (1%) e as condicbes de
eletrofiacdo em 20 kV e 1,2 mL ht; e variando a distancia de trabalho entre (c) 10 e
(d) 8 cm enquanto mantém-se fixados a concentracdo de PCL (10%), a
concentracdo de PEC (1%) e as condi¢cdes de eletrofiacdo em 20 kV e 1,2 mL hL.
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Com o intuito de avaliar a influéncia da distancia de trabalho na morfologia
das fibras, manteve-se constante os outros parametros: 10% PCL (m/v), 1% PEC
(m/m), e as condicGes de eletrofiacdo 1,2 mL h! e 20 kV, enquanto variou-se a
distancia da agulha ao coletor entre 8 e 10 cm. Assim, as fibras resultantes foram
analisadas por MEV para possibilitar o estudo da forma, as quais estédo
apresentadas na Figura 4.6(c-d).

Por meio da andlise das imagens de MEV e distribuicdo de espessura
apresentadas na Figura 5.6(c-d), foi possivel observar que a diminuicdo da distancia
de trabalho de 10 para 8 cm aumentou a frequéncia de fibras com diametros
menores. Esse fendbmeno contribuiu para o estreitamento da distribuicdo de
espessura das fibras, resultando em fibras mais homogéneas. Tal comportamento &
esperado, pois maiores distancias de trabalho permitem o maior alongamento das
cadeias poliméricas durante o percurso até o coletor, resultando em fibras mais
finas!4144. No trabalho de Matabola e Moutloali'*> foi avaliada a influéncia de
paradmetros, como a distancia de trabalho, na obtengcdo de fibras de fluoreto de
polivinilideno. Os autores observaram que o aumento da distancia entre a agulha e o
coletor de 15 para 16 cm resultou em fibras com espessuras menores e mais
uniformes. Eles atribuiram esse comportamento a completa evaporacao do solvente
durante o percurso, assim como ao estiramento das fibras no caminho até o coletor.
Assim, apés analisar as imagens de microscopia e a distribuicdo de espessuras,
selecionou-se a distancia de 10 cm para prosseguir a otimizacao, tendo em vista que
esse valor resultou em fibras homogéneas e de menor espessura.

Para verificar a influéncia da concentragcdo mais elevada de PEC com
valores de 10, 20, 30 e 50% (m/m) nas fibras de PCL:PEC, manteve-se constante a
concentracédo de 10% PCL (m/v), 20 kV, 1,2 mL h'' e 10 cm. Para estudar a forma
dessas fibras, realizou-se a analise de MEV. Tais imagens obtidas variando a
concentracdo de PEC encontram-se na Figura 4.7.

As imagens de MEV apresentadas na Figura 4.7 mostram que houve a
formacao de beads na faixa de 0 a 50% de PEC. Pode-se observar na Figura 4.7(a)
que o PCL puro apresentou beads menores e distribuicho com espessuras um
pouco menores. Esse fenbmeno € observado, pois a inser¢do de PEC na solugéo
polimérica dificulta o estiramento das fibras, por conferir instabilidade ao sistema,
formando membranas com espessuras ligeiramente maiores e facilitando a formacéao

de beads.



(b) 10%/PEC

(c)20% PEC

(d) 30% PEC

(e) 50% PEC

Frequéncia / % Frequéncia/ % Frequéncia / % Frequéncia/ %

Freguéncia / %

40

37

Desvio: £ 52 nm

03 04 05 06 07
Espessura / um

304

Desvio: + 51 nm

30

20

01 02 03 04 05 06 07
Espessura/ um

Desvio: + 54 nm

02 03 04 05 06 07
Espessura/um

30

20

Desvio: £ 79 nm

DAV

@
o

40

304

20

0
00

01 0.2 03 04 05 06 07
Espessura / ym

Desvio: + 46 nm

0.1 02 03 04 0.5 06 07
Espessura / um

FIGURA 4.7 - Imagens da MEV e distribuicdo da espessura das fibras variando a
concentracéo de PEC entre (a) 10%, (b) 20%, (c) 30% e (d) 50%, enquanto mantém-
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Pelas imagens 4.7(b-e), o aumento da porcentagem de pectina na
solucéo,de 10 para 50%, nao alterou significativamente a forma e a quantidade de
beads presentes na fibras, como pode ser observado nos histogramas ao lado de
cada figura. Segundo o trabalho de Komur et al.}*¢, no qual foram obtidas fibras de
PCL e amido, o aumento da concentracdo de amido resultou no aumento de beads.
Segundo os autores, o PCL tem maior tendéncia em formar fibras, enquanto o amido
tende a originar beads. Apesar da semelhanca estrutural entre o amido e a pectina,
o resultado obtido nesse trabalho ndo se apresenta semelhante, ja que ao aumentar
a concentracdo de PEC ndo houve aumento concomitante da formacédo de beads.
Entretanto, observou-se que devido a baixa solubilidade da pectina nos solventes
utilizados nesse trabalho, ela precipita na seringa durante o periodo da eletrofiacéo.
Esse fendmeno pode ser observado na Figura 4.8, a qual mostra o aspecto da
seringa com uma solucdo com 50% de PEC antes e depois do periodo de

eletrofiacao.

FIGURA 4.8 - Imagens da seringa contendo uma solugdo polimérica com 50% de
PEC antes e depois da eletrofiacéo.

Assim, acredita-se que a forma das fibras apresentadas na Figura 4.7
(b-e) ndo é significativamente alterada, pois ndo ha uma variacdo consideravel na
guantidade de pectina que de fato compde a fibra, tendo em vista que grande parte

desse componente permanece na seringa, Figura 4.8.
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Com o objetivo de identificar a presenca dos componentes das fibras e
de possiveis contaminantes, realizou-se a andlise de FTIR. Os espectros obtidos
para as fibras com diferentes concentracdes de PEC (0 a 50%) e dos pés da pectina
estdo apresentadas na Figura 4.9.
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FIGURA 4.9 - Espectros de FTIR das fibras com diferentes porcentagens de pectina:
(@) 0, (b) 1, (c) 10, (d) 20, (e) 30 e (f) 50% de PEC e (g) dos p0s da pectina.

O espectro presente na Figura 4.9 (a) permite identificar apenas as
bandas referentes aos grupos funcionais do PCL que estdo de acordo com a
literatural?>142.147-149 O dubleto entre 2800 e 3000 cm™ corresponde ao estiramento
simétrico e assimétrico das ligagées C-H do grupo metileno. A banda em 1720 cm™
corresponde as vibragcbes da carbonila (C=0) presente na estrutura do PCL,
enquanto as bandas 1238 e 1163 cm! referem-se respectivamente ao estiramento
assimeétrico e simétrico da ligacdo C-O-C.

No espectro apresentado na Figura 4.9(g) pode-se identificar as
bandas referentes aos grupos pertencentes a PEC, as quais também estdo de
acordo com a literatura®l. A banda larga em 3370 cm refere-se ao estiramento de

grupos OH e as bandas em 2934 e 1438 cm™ correspondem a deformacéo de
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grupos CH2. O sinal em 1730 cm™ representa vibracdes do grupo carbonilico
presente na PEC, os presentes em 1600 e 1410 cm indicam respectivamente o
estiramento assimétrico e simétrico do grupo COO-, enquanto aqueles em 1400 e
830 cm? referem-se as vibragbes do anel. As vibracdes do grupo C-O sdo
apresentadas nas bandas 1260 e 960 cm™, o estiramento assimétrico da ligacédo O-
C-O aparece em 1140 cm™ e ambos os grupos C-C e C-O vibram nas regides de
1098 e 1014 cm'™.

Apds comparar os espectros da Figura 4.9(b-f) com os presentes em
(@) e (g) é possivel notar apenas a presenca de bandas atribuidas ao PCL. Isso
indica que a técnica do FTIR-ATR nao foi capaz de identificar a pectina nas fibras
com 1 a 50% de PEC. Isso pode ter ocorrido por dois motivos, a distribuicdo nao
homogénea da pectina na manta e o fato de que as bandas mais intensas do
espectro da pectina séo referentes a grupos que coexistem nas moléculas de PEC e
PCL, como por exemplo as ligacdes C=0, C-O, C-C e C-H. Além disso, a técnica do
FTIR mostrou que as fibras obtidas n&o possuem contaminantes em sua
composicao.

Para mensurar o teor de pectina nas fibras e comprovar se a
guantidade PEC adicionada a solucdo polimérica € mantida apos a eletrofiacao,
realizou-se a analise de TGA. Assim, a Figura 4.10 apresenta as curvas obtidas
apos a termogravimetria do p6é da pectina, e das fiboras com 0 a 30% de PEC
enquanto a Figura 4.11 mostra das derivadas das curvas em questao.

As curvas apresentada para a fibra de PCL na Figura 4.10 (a) e 4.11
(a) apresentam um Unico evento de degradacdo que € a quebra da cadeia polimérica
por meio de uma pirdlise em 380°C (#1), o qual esta de acordo com a literatura’14%-
151 Os perfis apresentados para a pectina em 4.10(f) e 4.11(f), possuem dois
eventos, um a 230°C (#1) referente a depolimerizacdo das cadeias e outro a 450°C
(#2) que ainda néo foi definida, estando também de acordo com a literatura®152.153,
Correlacionando as curvas nas Figuras 4.10 (b) e 4.11(b) referente a amostra com
1% de PEC, é possivel notar que ela apresenta trés eventos de degradacéo, o
primeiro em 320°C (#1), o segundo em 385°C (#2) e o terceiro em 440°C (#3).
Considerando que a perda de massa no primeiro evento é proxima de 20% do total,
e que a fibra apenas possui 1% de PEC, pode-se inferir que nele ndo ocorre apenas
a perda de pectina, mas tambéma degradacédo do PCL, comportamento semelhante

foi observado em outros trabalhos da literatura'®*. Entdo provavelmente, para a fibra



41

com 1% de PEC, ocorreu uma diminuicdo da estabilidade térmica do PCL devido a
interacdo com o polissacarideo. Os outros dois eventos referem-se respectivamente

a degradacéao da policaprolactona e da PEC.
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Ao aumentar o teor de pectina para 10-30%, Figuras 4.10 (c-e) e 4.11
(c-e), sao observadas duas etapas de degradacgédo. O primeiro evento, entre 375°C
(#1) e 410°C (#2), refere-se a degradacdo do PCL. Esse evento apresenta um
desdobramento, o que indica uma miscibilidade parcial entre os polimeros, mas que
nao é homogénea por toda a fibra. Essa hipotese é corroborada pela diminuicdo na
temperatura inicial de degradagcéo do PCL ao inserir a PEC. O terceiro evento, em
440°C (#3), ocorre por conta da degradacdo da PEC, considerando que esse
polissacarideo degrada nessa mesma faixa de temperatura quando puro, Figuras
4.10 (f) e 4.11(f).

Ao observar a perda de massa no evento em 440°C, observa-se que
ocorre maior perda de massa apenas ao aumentar a porcentagem de PEC de 1 para
10%. Enquanto ao prosseguir o aumento para 20 e 30% ndo ha variacdes
significativas. Esse resultado corrobora a hipétese de que 10% de PEC na solucéo
polimérica € a concentragdo maxima de saturacdo de pectina fazendo com que a
adicdo de mais moléculas desse polimero sejam aglomeradas e depositadas nas
paredes da seringa, Figura 4.8.

Com o intuito de avaliar a influéncia do teor de PEC (0 a 50%) na
hidrofobicidade da fibra, realizou-se a andlise de angulo de contato. As imagens
desse experimento encontram-se na Figura 4.12.

De acordo com as imagens obtidas na Figura 4.12, é possivel observar
gue o angulo diminui ao passar de 0% (a) para 1% (b) e em seguida para 10% de
PEC (c), indicando um aumento da hidrofilicidade nessa faixa de concentragéo. Esse
resultado é esperado, tendo em vista que o PCL é um polimero hidrofébico,
enquanto a PEC possui um carater mais hidrofilico por conta da presenca de
hidroxilas que podem interagir fortemente com as moléculas de agua. Dessa forma,
o aumento da concentracdo de pectina na fibra intensifica a hidrofilicidade desse
material, consequentemente diminuindo o angulo de contato’483142, Entretanto, ao
aumentar ainda mais o teor de pectina para 20%, 30% e 50%, Figura 4.12 (d-f),
ocorre uma diminuicdo da hidrofilicidade, com angulos de respectivamente 121°,
119° e 123°. Esse efeito, indica que solugdes com concentragbes maiores que 10%
de PEC ocasionaram uma maior deposi¢cdo desse material na seringa, Figura 4.8,

resultando em fibras com teores menores de pectina, corroborando o resultado do
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TGA, Figura 4.10. Por conta disso, as fibras se tornaram mais hidrofébicas ao atingir

concentracdes superiores a 10%.

(a) W oxecc () ‘ 1% PEC  (c) W o eec
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. O

FIGURA 4.12 - Imagens de angulo de contato para as fibras obtidas variando a
guantidade de PEC entre (a) 0%, (b) 1%, (c) 10%, (d) 20%, (e) 30% e (f) 50%.

Foram realizados ensaios de degradacdo a fim de determinar a
influéncia da pectina nesse processo e consequentemente na liberacdo do farmaco.
Na Figura 4.13 esta apresentado o grafico com as variacfes de massa de cada fibra
nos periodos analisados: 15, 30 e 60 dias em tampéao fosfato pH 5,5.

Ao analisar os resultados do ensaio de degradacdo na Figura 4.12, é
possivel observar que ndo houve alteracao significativa da massa das membranas
ao longo de 60 dias. Entretanto, € notavel que os materiais ndo perdem massa de
forma linear, pois a porcentagem de massa perdida oscila com o tempo de
degradacgéo, como no caso das fibras de 10 e 30%. Esse erro pode estar associado
a ndo homogeneidade das fibras e a capacidade de retencédo de agua da pectina®®,
resultando em um aumento do peso com relacéo ao inicial. No trabalho de Giri Dev
et al.156 foram fabricadas fibras de PCL puro e com amido. Os autores deixaram as
fibras imersas em agua por 30 minutos e observaram que as fibras de PCL puro
incharam apenas 18,5% enquanto as fibras com amido incharam 248,5%. Os
autores atribuiram esse fendmeno a presenca de grupos hidroxilas presentes na

estrutura do polissacarideo. Devido as similaridades estruturais entre o amido e a
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pectina, o trabalho citado corrobora com o inchaco das membranas que foi

observado no ensaio de degradacao.
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FIGURA 4.13 - Grafico com a massa final das fibras de 0, 10%, 20%, 30% e 50% de
PEC apds o ensaio de degradacéo de 15, 30 e 60 dias.

Tendo em vista que a medida da perda de massa nao foi o suficiente
para concluir a influéncia da pectina na degradabilidade das fibras, foi realizada a
analise de MEV antes e depois de 60 dias de degradacdo. Por conta da
ambiguidade causada pela retencdo de agua na pectina durante a pesagem no
ensaio de degradacao, baseou-se na analise de angulo de contato para selecionar
as fibras que seriam analisadas microscopicamente. Foram escolhidas as
membranas com 10% de PEC, por ser a com maior carater hidrofilico, e a fibra de
PCL puro por possuir maior carater hidrofébico. Dessa forma, a microscopia desses
dois materiais mostraria o maior contraste apos o experimento de degradacdo. As
microscopias das fibras antes e depois do ensaio de 60 dias estdo apresentadas na
Figura 4.14. Apés observar diferentes imagens da superficie da manta, selecionou-
se aquelas que estdo apresentadas na Figura 4.14 como representativas do
resultado obtido.
Ao comparar as imagens de microscopia Figura 4.14 (a-b), é possivel
observar que houve uma pequena degradacao da fibra de PCL apds os 60 dias de

ensaio, pois houve descontinuidade de algumas fibras. J4 ao contrapor as Figuras
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4.14 (c-d) observa-se uma degradacédo ainda maior do material com 10% de PEC,
tendo em vista que ha ainda mais pontos de descontinuidade e afinamento das
fibras. Dessa forma, apds a visualizagcdo do contraste entre a degradacgéo da fibra na
presencga e na auséncia de pectina, pode-se concluir que de fato, a PEC aumenta a

degradabilidade do material.

(b) PCL — 60 dias

(c) PEC 10%

FIGURA 4.14 - Imagens de microscopia das fibras de PCL puro (a) antes e (b)
depois de 60 dias de degradacdo e das fibras com 10% de PEC (c) antes e (d)
depois do mesmo tempo de ensaio.

Esse resultado era esperado, considerando que um comportamento similar foi
observado no trabalho de Chonget al.}#2. Esses pesquisadores avaliaram o aumento
da degradacao de fibras de PCL e gelatina, sendo observado em 14 dias uma perda
de 16% da massa para a blenda e 0% para a fibora de PCL puro. Os efeitos
observados nas fibras com pectina ndo foram téo significativos, o que pode ter sido
uma contribuicdo da baixa compatibilidade entre o PCL e a PEC. Isso pode estar
associado a estrutura e higroscopicidade do polissacarideo, tendo em vista que
casos de incompatibilidade parecidos sao relatados na literatura entre o amido e

polimeros com carater hidrofébico’7°,
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ApoOs os resultados obtidos confirmou-se que solu¢cdes com teores de PEC
maiores que 10% n&o incorporam totalmente a pectina na fibra. Dessa forma, tendo
em vista que a composi¢cdo com 10% de PEC foi a com maior incorporagao do
polissacarideo e maior carater hidrofilico, selecionou-se esse material para
imobilizacdo da zedlita FAU com 3 h de tratamento hidrotermal para compor o

material de reforco na fibra.

4.3. Obtencéo de fibras compdsitas de PCL:PEC:FAU

Com o intuito de melhorar as propriedades mecéanicas do material e
obter fibras compoésitas de PCL:PEC:FAU, utilizou-se de particulas de zedlita FAU
puras obtidas com 3 h de tratamento hidrotermal e fibras poliméricas com 10% de
pectina. Para isso, a porcentagem de massa de FAU adicionada a solucéo
polimérica foi calculada com base na massa total de polimero. Dessa forma,
baseando-se em trabalhos prévios da literatura®® voltados para aplicacdes
biomédicas, utilizou-se 2,5% de FAU na preparacdo das fibras compdsitas. As
condicBes de eletrofiacdo utilizadas foram as selecionadas na secédo 4.2, ou seja:
10% de PCL, 10% de PEC, vazéo de 1,2 mL h', 10 cm de distancia do coletor e 20
kV de tenséo.

Apos obtidas as fibras de PCL:PEC:FAU, realizou-se a analise de MEV
e EDS para fazer um estudo da forma e composicdo da membrana. As imagens de
microscopia, espectroscopia e a distribuicdo de espessura estdo apresentadas na
Figura 4.15.

Ao comparar as imagens em 4.15 referentes ao compdésito com a
microscopia em 4.7 (a) da fibra de PCL:PEC com 10% de pectina, € possivel notar
que a adicdo de particulas de zedlita alterou a morfologia das membranas. No
material com zeolita, pode-se observar que a distribuicdo do diametro das fibras se
tornou mais heterogénea e o diametro médio aumentou, 190 nm, quando comparado
com a membrana de PCL:PEC, 150 nm (Figura 4.7 (a)). Houve também a formacao
de agregados que conferem a membrana um aspecto de filme em algumas regides.
Esse mesmo efeito foi observado no trabalho de Liu e Balkus'®’, no qual foram
obtidas fibras de PLA com zedlita. A justificativa utilizada pelos autores aponta para
a presenca de agregados de zedlita no material, resultando na ocorréncia de beads.

Outro trabalho na literatura observou esse mesmo efeito e utilizou como justificativa
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o fato do didametro da particula de zeolita ser maior do que o diametro das fibras, o
que também causaria o aparecimento de beads'%8. E provavel que a insercdo da
zedlita na solucdo tenha diminuido a interacdo do PCL com a PEC, j& que ambas
possuem maior carater hidrofilico. Por meio da Imagem de MEV-EDS (Figura 4.5 (b))
€ possivel observar a presenca dos elementos Si e Al que compde a FAU. Esses
resultados evidenciam que zedlita faujasita apresenta-se na fibra na forma de
aglomerados concentrados, corroborando com o efeito da hidrofilicidade e
consequentemente menor afinidade da FAU com a matriz de PCL. Dessa forma a
presenca da FAU, pode ter favorecido uma diminuicdo da capacidade da PEC de
formar fibras com PCL, fazendo com que o material obtido tenha o aspecto de filme

em algumas regioes.
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FIGURA 4.15 - Imagens de (a) MEV e distribuicdo da espessura e (b) EDS das fibras
compésitas com 10% de PCL, 10% de PEC e 2,5% de FAU.

Com o intuito de verificar a presenca da FAU e de contaminantes no
composito, foi realizada a analise de FTIR do material. O espectro obtido esta
apresentado na Figura 4.16.

Ao comparar o perfil do espectro da fibra de PCL:PEC:FAU na Figura
4.16 (b), com o espectro da fibra de PCL:PEC com o0 mesmo teor de pectina em 4.16

(c) e com o da FAU em 4.16 (a), pode-se notar que ndo houve o surgimento de
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bandas pertencentes somente a zedlita. Isso pode estar associado ao fato de que os
dois modos vibracionais mais intensos da faujasita, em 970 e 445 cm, sédo
coincidentes com modos vibracionais do PCL. Dessa forma, as bandas principais da
FAU podem estar mascaradas pelas bandas do polimero. Outra possivel justificativa
para esse resultado é a possibilidade da zeodlta néo estar distribuida

homogeneamente na membrana.

(a) FAU
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FIGURA 4.16 - Espectro de FTIR da fibra de PCL:PEC:FAU, contendo 2,5% da
zeolita.

Para estudar a influéncia das particulas de zedlita no carater hidrofilico
do material, realizou-se a analise de angulo de contato. A imagem obtida para a fibra
de PCL:PEC:FAU esta apresentada na Figura 4.17.

81°+ 10

FIGURA 4.17 - Imagem de angulo de contato da fibra de PCL:PEC:FAU, com 2,5%
de zedlita.
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Considerando o angulo da fibora de PCL com 10% de pectina,
apresentado na figura 4.12(c), valor de 104°, e o da fibra compdsita com mesmo teor
de PEC e 2,5% de FAU, mostrado na figura 4.17, valor de 81°, pode-se notar que
houve grande influéncia da zedlita no carater hidrofilico da fibra. A incorporacao de
apenas 2,5% de FAU resultou em um aumento consideravel da hidrofilicidade do
material, pois ao inserir 2,5% de FAU na membrana o angulo de contato passou de
104° para 81°. O mesmo comportamento foi observado em outros trabalhos na
literatura®®®1%9, Shen e Lua'®® mediram o angulo de contato de membranas de
fluoreto de polivinilideno e do compdsito desse polimero com particulas de zedlita.
Esses pesquisadores notaram uma diminuicdo do angulo, 90° para 70°, ao inserir a
ceramica na concentracao de 32%, e atribuiram esse resultado a hidrofilicidade das
particulas. Este aumento da caracteristica hidrofilica esta associada a presenca de
grupos silandis na superficie do material, permitindo maior interacdo com moléculas
de 4gua0.

Com o objetivo de avaliar a influéncia das propriedades mecéanicas nas
fiboras de PECL e PCL:PEC decorrente da presenca da FAU foi feito o ensaio no
DMA. Para isto, as fibras de PCL puro, PCL:PEC e de PCL:PEC:FAU foram
avaliadas e os perfis do ensaio mecéanico estdo apresentados na Figura 4.18

enguanto os valores obtidos no ensaio estédo presentes na Tabela 4.2.

TABELA 4.2 - Valores de tensdo média na fratura e deformacdo maxima obtidos no
ensaio mecanico para as fibras de PCL, PCL:PEC e PCL:PEC:FAU.

Especificagdo Tensdo média Deformacdo média
na fratura na fratura
| (MPa) (%)
PCL | 0,46 + 0,07 7,6 +£0,5
PCL:PEC | 0,63 +0,03 6,1+0,5
PCL:PEC:FAU | 3,1+0,3 55+0,4

Ao analisar os perfis de tensdo versus deformacdo da Figura 4.18,
pode-se notar que a insercdo de pectina na fibra aumentou a resisténcia de tenséo a
fratura, porém tornou o material mais fragil quanto a deformacéo, considerando que
o ele rompe sofrendo uma deformacédo de 6,1% enquanto a fibra de PCL puro
deforma 7,6%. Esse mesmo comportamento foi observado para filmes de PCL com
outros polissacarideos como o amido'6:162, Esse efeito é esperado tendo em vista

gue tais compostos nao possuem propriedades mecanicas desejadas, como
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flexibilidade e resisténcia a fratura, e sdo bastante quebradicos®16l, O pequeno
aumento na tensdo a fratura também foi observado no trabalho de Lin et al.®?, no
qual foram produzidas fibras de quitosana, acetato de polivinila e pectina. Nesse
artigo, os autores associaram o0 aumento da tensdo a fratura ao maior didmetro das
fibras com pectina. Resultado similar ao encontrado neste trabalho, em que houve o

aumento da espessura das fibras de PCL quando em conjunto com a PEC.
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FIGURA 4.18 - Resultados do ensaio mecanico de tracdo, realizado utilizando o
DMA, para as fibras de PCL, PCL:PEC e PCL:PEC:FAU.

J& ao observar o perfil de deformacao para a fibora com PCL:PEC:FAU
(Figura 4.18) é possivel notar que a incorporacdo da zedlita na fibra aumentou em 5
vezes a tensdo necessaria para romper o material quando comparado a fibra de
PCL:PEC. Este resultado da presenca da zedlita em fibras de PCL na resposta
mecanica é o esperado de acordo com a literatura®®. No trabalho de Rusli et al.14
foram comparadas as propriedades mecénicas de fibras de PCL e PCL com zedlita
na concentracao de 20%. Foi observado que a incorporacdo da ceramica diminuiu a
flexibilidade da membrana em 20% e manteve a tensdo a fratura em cerca de 1,9
MPa. Comparado com este trabalho, a fibora de PCL:PEC:FAU apresentada na

Figura 4.18, possui uma tenséo de fratura 5 vezes maior que a fibra de PCL puro,
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perdendo apenas 30% da capacidade de elongacédo, ou seja 0 ganho na tensao
compensou a pequena perda de na elongacdo. Com esse resultado, ha a
possibilidade de que a presenca da pectina na matriz, e a forte interagcdo desse
componente com a zedlita, possibilitou maior reforco da fibra. Dessa forma a
presenca da FAU aumentou a resisténcia do material a fratura, possibilitando um uso
mais seguro como curativos, ja que que permite uma maior resisténcia ao impacto

durante o manuseio, promovendo 0 menor risco de rompimento.

4.4. Imobilizag&o da cloxacilina nas fibras

A fim de avaliar o efeito do farmaco cloxacilina nas fibras, este
antibiético foi inserido nas matrizes de PCL, PCL:PEC e PCL:PEC:FAU, sendo
realizada a analise de MEV para estudar as formas das membranas. As imagens de
microscopia obtidas apds andlise estdo apresentadas na Figura 4.19.

Ao comparar as imagens de microscopia e distribuicdo de espessuras
das fibras com cloxacilina (Figura 4.19) com as fibras de mesma composi¢cdo sem
cloxacilina nas Figuras 4.7 (a), 4.7 (b) e 4.15 (a) é possivel notar que houve uma
reducdo da quantidade de beads no material com um pequeno alargamento da
distribuicdo e aumento da espessura média sugerida no trabalho referenciado pode
ser empregada nesse caso. Matabola e Moutloali'*®> obtiveram resultados parecidos
ao aumentar a concentracdo de NaCl na solucédo polimérica para obtencéo de fibras
de fluoreto de polivinilideno. Tais pesquisadores explicam que o aumento da
concentragdo de ions em solugdo, implica em uma maior carga no jato que sai na
ponta da agulha. Por esse jato possuir uma carga mais elevada, ele sofre maior
alongamento durante o percurso até o coletor, e consequentemente reduz a
formacao de beads. Considerando que o volume de solucéo que € ejetado da agulha
permanece 0 mesmo, o volume de solugcéo que formaria a bead se distribui ao longo
do jato, promovendo o aumento da espessura do mesmo, resultando em fibras mais
grossas.Tendo em vista que a cloxacilina € composta por uma estrutura organica
negativa compensada por um cation Na*, € sugerido a respectiva hipotese do

aumento do diametro das fibras na presenca do farmaco.
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FIGURA 4.19 - Imagens de MEYV e distribuicdo de espessura das fibras com 20% de
cloxacilinade (a) PCL, (b) PCL:PEC e (c) PCL:PEC:FAU.

Para verificar a presenca do farmaco e de possiveis contaminantes, foi
realizada analise de FTIR. Os espectros obtidos para as fibras de PCL, PCL:PEC e
PCL:PEC:FAU, todas com 20% cloxacilina, estdo apresentados na Figura 4.20.

No espectro referente a cloxacilina na Figura 4.20 (a) é possivel notar a
presenca de bandas relativas a estrutura do farmaco. Em 3519 cm h4 a presenca
de uma banda referente a moléculas de agua, ja a banda em 3370 cm™ refere-se ao
estiramento da ligacdo N-H. As bandas presentes em 2968 e 2931 cm™ estdo

associadas as deformacfes simétricas e assimétricas da ligacdo Csp3-H. A banda em
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1770 cm? é relativa a carbonila da beta-lactama, enquanto a carbonila da amida
secundaria absorve em 1669 cm. As bandas em 1619 e 750 cm™! sédo referentes ao
anel aromatico, enquanto as bandas em 1604, 1414 e 1338 cm™! estdo associadas
com o ion carboxilato. As ligacdes C=N, N-O, N-C e C-O sdao representadas pelas
bandas em respectivamente 1498 cm, 1294 cm™, 1213 cm? e 1128 cm?. O
espectro esta de acordo com a literatural2>165.166,

Ja os espectros disponiveis na Figura 4.20 (b-d) possuem as bandas
referentes ao PCL, como j& apresentado na Figura 4.9 (a), entretantondo ha bandas
aparentes da PEC e FAU nos espectros em 4.20 (b-d), assim como ja foi discutido
nas secoes 4.2 e 4.3. Além disso, também é possivel notar em todos esses
espectros a presenca de vibracdes caracteristicas da cloxacilina, como as bandas
em 1660, 1600 e 1520 cm™. Como sdo observadas apenas bandas relativas ao PCL
e a cloxacilina, é possivel inferir que de fato esse antibiotico foi incorporado as fibras

e que ndo ha presenca de contaminantes.
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FIGURA 4.20 - Espectro de FTIR da (a) cloxacilina e das fiboras com 20% cloxacilina
de (b) PCL, (c) PCL:PEC e (d) PCL:PEC:FAU.
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Para verificar a atividade antimicrobiana das membranas contendo o
farmaco, foi realizado o ensaio bactericida para a bactéria S. aureus. Os resultados
obtidos nesse ensaio, para as fibras sem e com o farmaco estdo apresentados na
Figura 4.21. E possivel observar a formacdo de halos de inibicdo para as fibras na
presenca do farmaco, indicando a inibicdo do crescimento da bactéria.

Como esperado, 0s materiais que nao possuem o farmaco nao
apresentaram atividade bactericida, o que pode ser inferido pela auséncia de halo
nas Figuras 4.21 (a-c). O ensaio com o antibidtico puro foi realizado apenas com o
intuito de mostrar a elevada atividade antimicrobiana desse composto, o que pode
ser observado pelo halo de inibicdo apresentado na Figura 4.21 (d). Com esse
resultado, espera-se que as fibras contendo o antibiético também sejam capazes de
inibir o crescimento das bactérias. Assim como previsto, as fibras de PCL e
PCL:PEC:FAU contendo cloxacilina apresentaram atividade bactericida, ja que os
halos de inibicdo apresentaram diametros médios respectivos de 39 e 28 mm,

mostrados na Figura 4.21 (e) e (f).

(a) FAU (b) PCL (c) PCL:PEC:FAU

(d) Cloxacilina (e) PCL+Clox  (f) PCL:PEC:FAU+Clox

FIGURA 4.21 - Zona de inibicdo de crescimento da bactéria S. aureus no meio
contendo (a) FAU, (b) PCL, (c) PCL:PEC:FAU, (d) Cloxacilina, (e) PCL+Clox, (g)
PCL:PEC:FAU+Clox.

Tendo em vista que o didametro médio do halo de inibicao da fibra de
PCL+Clox foi de 39 mm, enquanto o da fibra de PCL:PEC:FAU+Clox foi de 28 mm, a
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presenca da FAU pode ter promovido o maior controle de difusdo do farmaco no
meio, retendo mais o antibiético no sistema interno da matriz. Esta correlacdo é
possivel, uma vez que o mesmo teor de cloxacilina foi aplicado em ambos sistemas.
E possivel que neste sistema, a presenca de componentes hidrofilicos, PEC e FAU
estejam interagindo com o farmaco, auxiliando a prolongar a disponibilizacdo do
medicamento no meio. Assim, este sistema podera, a partir desta hipétese,
promovera inibicdo do crescimento de bactérias de modo mais prolongado com o
tempo, 0 que torna o curativo efetivo por um maior periodo de tempo. De qualquer
forma, as duas fibras se mostraram efetivas no tratamento antimicrobiano, pois
ambas sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias S. aureus.

Com o objetivo de investigar a atividade bactericida, foi realizada a
liberacdo da fibra de PCL com cloxacilina durante 72 h. Para estudar a presenca do
farmaco realizou-se a andlise de FTIR das fibras antes e ap6s o periodo de

liberacdo. Os espectros dessas amostras estéo disponiveis na Figura 4.22.
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FIGURA 4.22 - Espectros da fibra dxe PCL com cloxacilina (a) antes e (b) apés 72 h
de imersao em tampéao fosfato pH 5,5 a 36°C e 150 rpm.

Apds comparar os espectros de FTIR da Figuras 4.22, pode-se perceber que
apos a imersao da fibra de PCL com cloxacilina no tampéo fosfato (pH 5,5) por 72 h,
as bandas referentes aos grupos funcionais da cloxacilina ndo estdo mais presentes
de forma significativa, sendo que a area das bandas referentes ao antibiético

sofreram uma reducdo de 98%. Essa andlise indica que apds esse periodo,
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praticamente toda a cloxacilina foi liberada da membrana para o meio aquoso. Esse
estudo inicial sugere que a atividade bactericida da fibra ocorre por meio da
liberacé@o do antibidtico no meio de cultura e consequentemente essa molécula inibe
0 crescimento dos microrganismos na regido em que o farmaco se difundiu pelo
agar.

Essa forma de atuacéo é sugerida por trabalhos da literatura, como no caso
do trabalho de Malafatti et al.’1, no qual sdo desenvolvidas fibras compésitas de
acido polilaticoe hidréxido duplo lamelar contendo sulfadiazina de prata como agente
antimicrobiano. Nesse artigo, os autores verificam a atividade bactericida do material
e concluem que a inibicdo dos microrganismos ocorre por conta da liberagcdo do
farmaco para o meio de cultura. No trabalho de Schneider'?®> foram obtidas fibras da
blenda de poli(butileno adipato-co-tereftalato) com poli(acido lactico) (Ecovio)
acondicionadas com cloxacilina. Nesse estudo, foi avaliada a atividade bactericida
do sistema, sendo verificada a capacidade de inibicdo do crescimento da bactéria S.
aureus. Também foi avaliada a atividade bactericida da membrana de Ecovio com
cloxacilina submetida a 72 h de liberagdo, a qual ndo apresentou atividade
antimicrobiana. O autor sugeriu que a atividade bactericida do material apds a
liberacdo é perdida porque ja ocorreu a difusdo farmaco para o meio externo ecom
isso, ndo ha mais antibidtico para se difundir e inibir o crescimento dos
microrganismos. Desta forma, propde-se a partir dos resultados observados e de
acordo com a literatura o0 seguinte mecanismo sugerido, o qual esta apresentado de
forma esquematica na Figura 4.23.

Na Figura 4.23 (a) o farmaco presente na membrana de PCL:PEC:FAU,
representado como o circulo rosa, encontra-se incorporado a membrana enquanto
as bactérias conseguem se proliferar ao redor do material. Ja na Figura 4.23 (b)
ocorre a liberacdo e difusdo do antibiético e inibicdo o crescimento dos
microrganismo, como o ocorrido pela fibra de PCL. Representando assim, o
mecanismo de agdo antimicrobiana da membrana, de acordo com o resultado

observado pelo ensaio de halo de inibicdo, Figura 4.21 (e).
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FIGURA 4.23 - Esquema do mecanismo sugerido de atuacéo da fibra bactericida.

No esquema da Figura 4.23 (c-d) é sugerido um segundo mecanismo para a
fibora de PCL:PEC:FAU+Clox, o qual esta de acordo comos resultados observados
na analise do halo de inibicho das membranas compdsita e de PCL puro. Nesse
mecanismo, ocorre a difusdo parcial do farmaco cloxacilina, sendo que parte
permanece retida no sistema PCL:PEC:FAU. Essa fracdo do medicamento é
liberada para o meio posteriormente, devido as interagdes com 0s componentes
hidrofilicos PEC e FAU. Este resultado € esperado tendo em vista que na literatura,
blendas contendo um dos componentes hidrofilico promovem uma liberagéo lenta do
farmaco também hidrofilico, devido a maior interagcdo com a matriz. No trabalho de
Yu et al.’67 foram fabricadas fibras de PCL e polietilenoglicol acondicionadas com
acido salicilico no intuito de avaliar a liberacdo desse farmaco. Os autores

observaram que a fibra de PCL puro liberou mais de 90% do farmaco nas primeiras
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4 h, enquanto a fibra com maior teor de polietilenoglicol liberou 30,3% ao longo de 7
dias. Esse resultado corrobora o que foi evidenciado no ensaio de inibicdo
microbiana, assim como serve de embasamento para 0 mecanismo proposto para
acdo do farmaco acondicionado nas fibras de PCL:PEC:FAU.



59

5. Conclusao

Nesse trabalho foram desenvolvidas fibras compdésitas de
PCL:PEC:FAU por eletrofiacdo, contendo o antibiotico cloxacilina para aplicacéao
como membrana antimicrobiana. A fase pura da zedlita FAU foi obtida por meio da
sintese sol-gel com tratamento hidrotérmico de 3h, tamanhos de particulasde 100 a
2000 nm, elevada éarea superficial especifica e estabilidade em dispersfes. A analise
de TGA mostrou a quantidade maxima de pectina que pode ser inserida na fibra é de
10%, enquanto o angulo de contato mostrou que esse teor de PEC aumentou o
carater hidrofilico da membrana e acelerou o processo de degradacgdo. A insercdo
de 2,5% de FAU nas fibras de PCL:PEC resultou em membranas com melhores
propriedades de resisténcia tracdo. O ensaio bactericida sugeriu que as fibras a
base de PCL contendo cloxacilina sdo capazes de inibir o crescimento da bactéria S.
aureus, o que torna a fibra com atividade bactericida para este microrganismo. Essa
atividade antimicrobiana ocorre por conta da difusdo do farmaco do curativo para o
meio externo, o que foi corroborado pela auséncia do farmaco no FTIR apds ensaio
de liberacdo. Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o sistema
PCL:PEC:FAU na forma de fibras permite o acondicionamento de cloxacilina e um
possivel maior controle na disponibilizacdo do farmaco decorrente da presenca de
componentes hidrofilicos na matriz, permitindo caracteristicas desejaveis para

aplicacdo como membranas antimicrobianas.
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6. Sugestao para etapas futuras

Como perspectivas de trabalhos futuros esta a realizacdo da analise de
permeabilidade ao vapor de agua (WVP) para estudar a influéncia da zeolita FAU
nas propriedades de barreira da fibra compésita. Tal estudo permitira verificar se a
presenca da zedlita permite maior protecdo da ferida a entrada de umidade,
dificultando a proliferacdo de microrganismos. Outra projecdo de trabalho futuro
inclui a otimizacdo dos solventes usados para permitir maior compatibilizacdo dos
dois polimeros (PCL e PEC) nas fibras. Dessa forma, poderaser estudada se essa
compatibilizacdo altera significativamente as propriedades térmicas, hidrofobicas e
mecéanicas das membranas. Visa-se também o desenvolvimento de um método
analitico, tal como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), para quantificacédo
da liberacdo com o intuito de sugerir uma cinética de difusdo do antibiotico a partir
da membrana, e assim comparar com O mecanismo proposto. Ensaios de
citotoxicidade desse material em células bovinas também se mostram importantes,
para verificar se 0 material desenvolvido apresenta algum tipo de toxicidade para o

organismo animal.
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