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O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver filmes nano estruturados
compostos por fibras coaxiais de colageno tipo | / poli(alcool vinilico) (casca) e
policaprolactona (PCL) no ndcleo, utilizando a técnica de eletrofiacdo, visando sua
aplicagéo para regeneracédo da pele. Inicialmente, foi analisada a influéncia do sistema de
solventes, vazdo, voltagem e distancia percorrida na morfologia de fibras monoliticas de
PCL e da mistura Col_1/PVA eletrofiadas separadamente. Em seguida, as melhores
condicGes foram avaliadas para formacdo de nanofibras coaxiais, tendo PCL no nucleo e
Col_1/PVA na casaca. Nanofibras nucleo — casca com diametro médio de 346 nm foram
obtidas com relacdo de vazédo de Col_1/PVA:PCL, de 1:4, distancia percorrida de 12 cm
e voltagem de 16 kV. Nestas condi¢des, a estrutura em tripla hélice caracteristica da
molécula de colageno foi mantida. O filme nanoestruturado apresentou capacidade de
intumescimento, liberacdo de coldgeno, morfologia e ndo citotoxicidade adequados para

aplicacdo na regeneracgéo tecidual, sendo um curativo potencial para lesao de pele.
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The main goal of this work was to develop nano-structured films composed of
coaxial fibers of collagen type I / polyvinyl alcohol (shell) and polycaprolactone (PCL)
in the core, using the electrospinning technique, aiming its application for skin
regeneration. Initially, the influence of solvent system, flow, voltage and distance traveled
on the morphology of PCL and Col_1 / PVA mixture monolithic fibers electrospun
separately were analyzed. The best conditions for the formation of coaxial nanofibers,
having PCL in the core and Col_1 / PVA in the shell were evaluated. Nanofibers core -
shell with mean diameter of 346 nm were obtained with Col_1 / PVA:PCL flow ratio of
1:4, distance needle to collector of 12 cm and voltage of 16 kV. Following these
conditions, the characteristic triple helical structure of the collagen molecule was
maintained. The nanostructured film showed swelling capacity, collagen release,
morphology and non-cytotoxicity suitable for application in tissue regeneration, being a

potential dressing for skin lesion.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

MilhGes de pessoas sofrem com problemas relacionados com a pele, como doencas
cronicas, acidentes decorrentes de trauma, queimaduras ou defeitos entre outros. Tais
lesGes podem gerar feridas graves, provocando a perda das suas fungdes. Essa perda afeta
indiretamente Orgaos internos vitais, o que pode levar a morte do paciente.

A necessidade de novas alternativas para cura e/ou regenerar lesdes de pele
impulsionou o surgimento de novos materiais capazes de mimetizar a forma e as
propriedades da matriz extracelular (MEC) nativa. Estes biomateriais podem ser
utilizados em varias aplicacGes clinicas, dentre outros tipos de feridas.

Os polimeros sintéticos biodegradaveis tem sido uma das alternativas eficazes no
desenvolvimento destes novos materiais, quais em combinacdo com materiais naturais
(Lu et al., 2010) podem criar matrizes com capacidade de se adaptar ao tecido hospedeiro
reduzindo significativamente as possibilidades de rejeicao do implante.

A policaprolactona (PCL) é um dos polimeros sintéticos mais usados para cria¢éo
destas matrizes, mostrando excelente capacidade para ser utilizado como carreador de
farmacos. Além disso, materiais produzidos com o PCL possuem propriedades mecanicas
proximas as da pele (CIPITRIA et al., 2011). No entanto, por ser um polimero
hidrofobico, apresenta dificultade de adesdo com a area lesionada, além de ndo possuir
capacidade de inchamento e consequentemente, a impossibilidade de adsorver o
exsudado.

O colageno é um polimero natural biodegradavel. Por ser a proteina de maior
proporcao nos tecidos de mamiferos, com um teor aproximado de 70% (ZEUGOLIS et
al., 2008), tem sido muito utilizado na producdo de materiais para engenharia tecidual.
Porém, as matrizes utilizadas com colageno puro eletrofiado apresentaram baixa
resisténcia mecénica em comparacao com a pele (POWEL e BOICE, 2009).

A eletrofiacdo tem sido uma das técnicas mais promissorias para fabricacdo de novos
materiais utilizados para regeneracdo da pele. A conformagéo de filmes compostos por
micro ou nanofibras depositadas aleatoriamente, tem mostrado uma proximidade

importante com a MEC da pele, fazendo com que esta técnica tenha grande interesse na



engenharia tecidual. Além disso, a eletrofiagdo permite trabalhar com um grande numero
de polimeros em solugdo, ampliando as possibilidades da sua aplicacdo (LU et al., 2013).

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver filmes nano estruturados
compostos por fibras coaxiais de colageno tipo | / poli(alcool vinilico) (casca) e
policaprolactona (PCL) no nucleo, utilizando a técnica de eletrofiacdo, visando sua
aplicagdo para regeneracdo da pele. Estes filmes foram caracterizados quanto a sua
morfologia, composi¢do quimica, propriedades térmicas, assim como ensaios in vitro

para avaliar a degradacdo do colageno e a citotoxiciade dos filmes.



CAPITULO II

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A presente dissertacdo teve por objetivo produzir fibras nicleo — casca compostas
por policaprolactona (PCL) e poli (alcool vinilico) (PVA) /colageno tipo | (Col 1) para

sua aplicacdo na regeneracdo da pele utilizando a técnica de eletrofiagcdo coaxial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar a influéncia dos solventes, da viscosidade e da condutividade no processo
de eletrofiacdo monolitica de PCL,;

» Obter os parametros para producéo eficaz de nanofibras de PCL e de PVA-
colageno via eletrofiacdo monolitica;

» Auvaliar o recobrimento das fibras com a solugédo de Col_1/PVA,

» Auvaliar a relacdo da concentracdo e da vazdo com a espessura da camada
superficial das fibras nicleo-casca, obtidas no processo de eletrofiacdo coaxial,

» Auvaliar a degradacdo in vitro dos filmes de PCL/PVA-Col_1obtidos;

» Auvaliar a citotoxicidade in vitro dos filmes.



CAPITULO Il

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biologia da ferida

Uma ferida é uma les@o que gera perda da continuidade e na integridade dos tecidos
moles como a pele, os masculos, os tendBes entre outros. De forma geral as lesGes sao
produzidas mediante a interacdo de um agente externo (faca, vidro, etc.). As feridas
podem ser classificadas: em abertas, fechadas, simples e complexas dependendo do
tamanho e da sua profundidade (SALEM et al., 2000).

No momento em que é produzida uma lesdo sobre o tecido tegumentar, uma série
de processos biologicos e bioquimicos sucessivos sdo sobrepostos naturalmente e
temporariamente no local, gerando a chamada “ferida cutinea” (MELKONIAN et
al.,2013). Este tipo de ferida pode aparecer como resposta de um trauma mecanico,
procedimento cirargico, deficiéncias na circulacdo sanguinea, queimaduras ou
envelhecimento. Com o objetivo de reparar o tecido danificado é gerado uma contusédo
conhecida como cicatriz. Estes processos de recuperacdo geram uma série de estagios ou
etapas sequenciais préprios da pele que fornecem fatores que influenciam o processo de
recuperacdo da ferida classificada em trés grupos chamadas de primaria, secundaria e/ou
terciaria, que dependem do tamanho da ferida e das condi¢cGes das mesmas. Diversos
passos tém que ser cumpridos para que este processo seja atingido por completo entre 0s
quais estdo: a eliminacdo do agente gerador da lesdo, irrigacao, nutricdo e oxigenacao do
tecido lesado (ELITA & BANDA, 2013).

3.2 Processo de cicatrizacdo da pele

O processo de cicatrizagdo € um mecanismo comum dado em todas as feridas ou
lesbes consistindo basicamente em uma série de eventos ou processos consecutivos
celulares, moleculares e bioquimicos que formardo um novo tecido. Isto em resposta a
uma descontinuidade gerada por fatores externos que deram passo & formacdo de um
fendmeno irregular conhecido como cicatriz. O resultado da coordenagédo deste processo
sequencial dos eventos espaciais e temporarios forma uma contracdo da ferida que causa
acumulacdo dos fibroblastos que migram até a zona lesada, ou seja, a formacgéo da cicatriz
(HARRISON & MACNEIL, 2008). Desta forma, sdo geradas as condic¢des ideais para



que um tecido possa atingir seu processo de recuperacao e/ou cicatrizagdo causada pela
presenca destes fibroblastos como é apresentado na Figura 1. Assim, consegue-se 0 reparo
do tecido com o alvo de estabelecer a funcionalidade total ou parcial do tecido
melhorando também seu aspecto estético (ISAAC et al., 2010).

INFLAMAGAO REMODELAGAO
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Figura 1. Representacdo grafica do processo natural de cicatrizagdo de uma ferida cutanea
(ISAAC et al.,2010).

Embora cada tecido tenha um conjunto Unico de processos de cicatrizacao, existem
trés etapas comuns durante este processo uma vez que é produzida uma lesdo sobre o
tecido (GUARIN et al., 2013). Este processo comeca imediatamente depois que a lesio
tenha ocorrido dando inicio a fase de coagulacdo com um tempo de duracdo maxima
aproximadamente de até 15 minutos o qual é sinalizado pelo recrutamento de macrofagos
e outras células imunitarias (ISAAC et al, .2010). Uma vez alterada a estrutura do tecido
epitelial, apresenta-se a formacdo de um coagulo, cujo objetivo principal € deter o fluxo
do sangue evitando sua perda mediante o cesse da hemorragia.

O coagulo possui funcBes especificas como ativacdo celular, iteracdo e
carregamento das células que promovem a regeneracdo do tecido afetado, gerando as
condicBes 6timas que promovem o inicio do segundo estagio da cicatrizagdo: 0 processo
inflamatorio (VELNAR et al, 2009). Uma vez gerado o coagulo é iniciado o processo de
inflamacdo que dura aproximadamente 6 dias como resposta de protecdo do tecido
tentando isolar e/ou destruir os agentes de perigo que interferem na formagéo de um
tecido novo. A presenca destes agentes reduz a probabilidade da formacéo deste tecido
pela ativacdo dos queratinocitos e fibroblastos, alcangando as condi¢es necessarias para
a transicdo entre o processo inflamatorio e a etapa de reparagédo do tecido (WOLWACZ
et al., 2000).



A proliferacdo € uma etapa final no estagio de inflamacéo que se inicia no terceiro
dia depois de feita a ferida, com uma duracéo de 15 até 20 dias (VELNAR et al, 2009).
O objetivo desta fase é construir uma barreira protetora com a finalidade de aumentar o0s
processos regenerativos e evitar o ingresso de agentes nocivos que possam gerar infecgoes
no tecido em construcdo. A caracteristica principal é a migracdo dos fibroblastos que
ajudam na formacdo de uma matriz extracelular (MEC) proviséria, proporcionando um
suporte para a contengdo celular do novo tecido até conseguir a maturacdo da MEC
(ZHANG et al., 2016).

Finalmente se da inicio o terceiro e ultimo estagio do processo de cicatrizagdo
conhecido como reparacdo. Esta fase € de maturacéo ou re-epitelizacdo envolvendo um
conjunto complexo de fatores de crescimento de citosinas e moléculas de adeséo celular
que sinalizam celulas sob controle espacial conduzindo a regeneracdo satisfatoria do
tecido danificado (RICE et al., 2012). A caracteristica principal é dada pela formacao,
reorganizacao e resisténcia do tecido formador da sintese da MEC devida a contragéo da
ferida gerada pelos fibroblastos e o coldgeno, dando inicio a cicatriz na fase do
crescimento com um tempo de duracao prolongada em relacao as anteriores.

No entanto, como foi descrito por WOLWACZ et al., (2000), este processo €
susceptivel a interrupcdes por diversos fatores presentes em algum dos estagios
dificultando o processo natural de recuperacdo e criando cicatrizes cronicas. Por outro
lado, a proliferacdo exagerada de fibroblastos pode acarretar a formacdo de tecidos
descontinuos conhecidas como cicatrizes queloides e/ou cicatrizes hipertréficas,
desenvolvendo-se como resultado de um acumulo excessivo de colageno sobre a ferida.
Além disso, existem diversos fatores de ordem geral que afetam o processo natural da
cicatrizacdo assim como sua constituicdo e funcionalidade como, por exemplo: a idade
do paciente, doencas arteriais, diabetes, tabaquismo, infec¢des etc. (RICE et al.,2012).

OSPINA et al., (2014) descreveram a existéncia de aproximadamente 1000 doencas
envolvidas a pele, citadas como exemplo: as infeccdes, as reacBes alérgicas a
medicamentos e doencas como a psoriase, eczema, urticaria, cancer de pele entre outras.
Segundo a organizacdo mundial da saude (OMS), os ferimentos da pele tém requerido
grandes investimentos provenientes das organiza¢0es governamentais com o objetivo de
atingir a quantidade de casos presentes tentando recuperar a qualidade de vida dos
pacientes.

E evidente que os processos usados em clinica para conseguir superar esta

problematica tém mostrado grandes faléncias. Como foi citado anteriormente, a



replicacéo dos estagios naturais da pele pode ndo acontecer de forma natural fazendo com
que muitas pessoas apresentam dificuldades fisicas de produzir uma cicatrizacdo de
maneira natural. Alternativas tém se desenvolvido para atingir o este processo, com a
ajuda de enxertos implantados em cirurgia para recobrir a ferida com substitutos de pele
ajudando seu reparo usando pele natural, tais como Xxenoenxertos, aloenxertos e
autoenxertos. No entanto, estes substitutos de pele possuem grandes limitacfes devido as
deficiéncias no que diz respeito aos doadores, além do alto risco de infec¢bes assim como
uma cicatrizacéo lenta entre outros fatores (PRICE et al., 2008).

Como ajuda na melhora dos processos de cicatrizacdo surge a necessidade de criar
materiais que promovam, ajudem e busquem contornar uma via ao processo de
cicatrizagdo criando a formagdo de um tecido uniforme eliminado a descontinuidade
criada na ferida. Como nascimento da engenharia tecidual, criou-se esta nova alternativa
que relaciona os diversos materiais existentes com as ciéncias da satude. Promovendo o
desenvolvimento e o crescimento dos tecidos atingindo a necessidade da populagéo

mundial mediante avangos cientificos.

3.3 Engenharia Tecidual

A engenharia tecidual é a ciéncia que estuda a criacdo de substitutos bioldgicos
funcionais com a capacidade de manter, restaurar ou melhorar a fungdo de tecidos
danificados ou o6rgaos completos (NAD: National Institute Biomedical Imaging and
Bioengineering, 2013). Esta ciéncia surgiu como uma alternativa promissora para suprir
a necessidade de implementar enxertos de tecidos vivos em pacientes devido ao nimero
limitado de doadores e de possiveis rejeicdes por parte do tecido hospedeiro (TIMOTHY
etal., 2014).

Uma das estratégias da engenharia tecidual envolve a utilizacdo de arcaboucgos
porosos (suportes, matrizes, scaffolds), que podem ser combinados ou ndo com fatores de
crescimento especificos e células. Estes arcaboucos, além de serem biocompativeis com
o tecido alvo, sdo projetados para suprir as necessidades nutricionais e bioldgicas das
células envolvidas na formagdo e/ou crescimento do novo tecido, considerando trés
fatores importantes: a seguranca do paciente, a eficacia clinica e a conveniéncia de uso,
com o objetivo de eliminar qualquer probabilidade de rejeicdo por parte do tecido receptor
(HUANG et al., 2015).



3.4 Caracteristicas gerais da pele

A Sociedade Brasileira de Dermatologia define a pele como o 6rgdo sensorial
primario mais externo do corpo humano que recobre e protege os diversos 6rgédos e
tecidos que compdem um sistema Vvivo, evitando que sejam expostos a fatores ambientais
tais como o ar, a &gua, o sol etc. € um dos 6rgdos mais importantes do corpo humano,
com uma extensdo aproximada de 2 m? em um adulto comum (CLARK et al., 2007).

Uma pele saudavel além de oferecer protecdo para o funcionamento normal do
organismo Vivo, servindo como uma barreira protetora contra fatores externos, também
oferece uma variedade de fungbes importantes como (GROEBER et al., 2011;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013):

Proteger o organismo de lesdes, infeccdes, desidratacdo e dos raios ultravioletas;

e Perceber estimulos relacionados com o meio ambiente como: a temperatura, 0
tato, a presséo e a dor;

e Permitir a excrecdo das diversas substancias corpoéreas;

e Auxiliar o metabolismo dos lipidios por meio do tecido adiposo localizado na
camada subcutanea;

e Intervir na imunologia do organismo;

e Reservatorio de sangue (a derme possui extensas redes capilares que transportam
de 8 — 10% do fluxo sanguineo total de um corpo no repouso);

e Promover a sintese da vitamina D;

e E fundamental na regulacio da temperatura corporea.

A Epiderme é a camada mais externa da pele e sua principal funcdo € formar uma
barreira protetora contra os danos externos, assim como também regular a troca dos
fluidos corpéreos impedindo a saida de agua e a entrada de substancias e/ou de
microrganismos nocivos para corpo. E composta principalmente por queratindcitos que
constroem uma barreira impermeavel com espessura média de 1 mm. No entanto, esta
espessura depende basicamente da localizacdo, sendo as mais finas as presentes nas
palpebras e as mais espessas as encontradas nas maos e solas dos pés. Também, na
epiderme sdo encontradas as células que produzem a melanina, que é o pigmento que da
cor a pele (MACNEIL, 2007).

A derme é definida como uma camada localizada imediatamente embaixo da

epiderme. Possui uma espessura aproximada na faixa de 0,5 —5,0 mm, que também varia



dependendo da sua localizagdo no corpo, encontrando-se as maiores espessuras na pele
localizada nas costas. E formada basicamente por uma malha constituida por fibras de
colageno, elastina, reticulina, fibronectina e outros componentes coloidais, que dao a
tonicidade e a elasticidade da pele (LAI-CHEONG & MCGRATH, 2017). A derme
possui duas subdivis@es principais conhecidas como derme papilar e derme reticular. Esta
camada contém uma grande quantidade de vasos sanguineos e terminagdes nervosas que
recebem estimulos do meio ambiente e sdo transmitidos ao cérebro atraves do sistema
nervoso. Estes estimulos sdo traduzidos em sensacdes, como dor, frio, calor, pressao,
vibracdo, cocegas, dentre outros. Além disso, na derme estdo localizados os foliculos
pilosos e as glandulas (sebaceas e sudoriparas) responsaveis pelo suor que ajuda na troca
de liquidos corpéreos e na regulacdo da temperatura. As diversas camadas da pele estdo

ilustradas na Figura 2.
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Figura 2. Terminais sensoriais da pele. Adaptada: BEAR 2002.

A terceira e ultima camada da pele é conhecida como camada subcutanea ou
hipoderme. O nome faz referéncia a sua estrutura que é constituida basicamente por
células de gordura. A espessura da camada na pele varia dependendo principalmente da
constituicdo fisica da pessoa, assim como do lugar da sua localizagdo. A hipoderme é
guem suporta e une as duas camadas localizadas sobre ela (a epiderme e a derme) ao resto
do corpo, ajudando na regulacdo e/ou manutencdo da temperatura corpérea e acumulando
a energia necessaria para o desempenho das funcdes bioldgicas (ABRAHAM, 2012).

Como a pele é um recobrimento e orgdo vital do corpo, ela é mais susceptivel a
sofrer ferimentos provocados pela sua exposi¢do aos multiplos fatores do entorno, como
0 atrito, o calor etc., o que faz com que sofra diversas agressoes, que gerardo lesdes e que,

por conseguinte podem originar problemas e/ou doengas.



3.4.1 Estrutura e caracteristica dos arcaboucos para regeneracao de pele

Pesquisas sobre regeneracgéo da pele tém sido desenvolvidas com diversos tipos de
materiais com o objetivo de obter matrizes (scaffolds ou arcaboucos) capazes de replicar
as condigdes e as propriedades do tecido danificado (BOCCACCINI et al., 2005). Estes
arcaboucos sdo principalmente estruturas tridimensionais que mimetizam as
caracteristicas naturais do tecido hospedeiro servindo como suporte para a reconstrugdo
do tecido. No entanto, para que isto aconteca, o biomaterial deve oferecer condic¢des
estruturais, biolégicas e mecanicas similares com as de sua matriz extracelular nativa
(MEC) (MORRIS et al., 2017).

A MEC da pele possui uma estrutura complexa que dificulta a imitagcdo exata do
tecido alvo. No entanto, diversos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de criar
materiais com a arquitetura semelhante & da MEC e taxa de degradacéo proxima ao tempo
de crescimento do tecido danificado (CHAN & LEON, 2008).

Estes estudos também mostram a necessidade de uso de biomateriais com altos
niveis de porosidade, a fim de favorecer a troca de nutrientes e a eliminacgéo dos residuos
provenientes do processo metabdlico celular etc. (MA P. X., 2008). Uma forma de
mimetizar a MEC da pele é a utilizacdo de biomateriais poliméricos nanoestruturados.

As técnicas mais usadas na obtencdo destes materiais sdo: secagem por
pulverizacdo, separacdo de fases, deposicdo de vapor quimico, nano-imprinting e o
eletrofiacdo. A técnica de eletrofiacdo é a mais usada para o desenvolvimento de nano
fibras continuas e com area superficial maior que a area das estruturas fibrosas obtidas
por processos convencionais de fiacdo (RUTLEDGE e FRIDRIKH, 2007).

3.5 Eletrofiacéo (electrospinning)

A eletrofiacdo foi descrita pela primeira vez no ano de 1897 por Rayleigh. No
entanto, a técnica foi patenteada por Formhals em 1934, usada para a producéo de filmes
ou membranas compostas por fibras finas de longo comprimento (BHARDWAJ e
KUNDU, 2010). Esta caracteristica € baseada na relacdo do comprimento das fibras com
seu diametro, pelo qual sdo chamadas de fibras continuas. Uma das caracteristicas
principais no processamento de eletrofiacdo é a grande area superficial das fibras
produzidas (NISTA et al, 2012). Segundo HUANG et al., (2015), esta técnica atraiu
maior interesse ap0s da década de 80, devido ao crescente desenvolvimento dos materiais

focados na area da nanotecnologia. Para esse proposito ela se encaixa perfeitamente, pois
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os filmes produzidos sdo compostos pela adi¢do de fibras que possuem diametros na
escala nano ou micrométrica, motivo pelo qual sdéo comumente denominados por filmes
nano estruturados aleatorio ou ndo tecido (RAMAKRISHNA et al., 2005).

A diferenciacdo significativa das propriedades referentes aos materiais usados
originalmente séo geradas pelo somatorio de diversas propriedades ou caracteristicas que
fazem com que estes filmes possam ser usados em uma grande variedade de aplica¢des
como as mostradas na Figura 3, sendo usados desde o ramo da engenharia como é na
construcdo de filmes ou membranas de filtracdo, energia, assim como na area medica
incluindo sistemas de liberacdo de farmacos, biosensores e imobilizadores de enzimas
(BHARDWAJ & KUNDU, 2010).

Figura 3. Aplicacdes usadas nas membranas produzidas por eletrofiacdo. Fonte: proprio autor.

A eletrofiacdo é uma técnica que usa uma solucdo polimérica submetida a um campo
elétrico de alta voltagem. Jatos poliméricos sdo ejetados devido as cargas elétricas,
produzindo fios finos que sdo depositados em um coletor. Estas estruturas fibrosas podem
ser criadas usando um grande nimero de polimeros puros ou misturas. Existe também a
possibilidade de incorporar diversos tipos de materiais como cerdmicos e/ou metais
usando uma matriz polimérica como suporte, com o propésito de gerar variacdes
significativas nas propriedades fisico-quimicas ou mecanicas dos materiais finais (BAEK
etal., 2015).

Segundo GAMBOA, MANTILLA e CASTILO (2007), o processamento por
eletrofiacdo consiste basicamente em colocar dentro da seringa uma solucao ou polimero
fundido, que é forcada a sair atraves de uma agulha metélica com uma velocidade
constante mediante o uso de uma bomba impulsora (Figura 3). O processo é submetido a

um campo elétrico, fazendo com que as cargas da massa fluida situada na ponta da agulha
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interajam atraves de forcas de atracdo e repulsdo com a carga presente no coletor. Isto faz
com que a tensdo superficial da gota crie uma instabilidade, rompendo num jato que
percorre uma distancia efetiva com uma trajetoria conica, formando o chamado cone de
Taylor. Este processo gera as condi¢cdes necessarias para que os solventes presentes na
solucéo sejam evaporados, permitindo a deposicao das fibras do polimero completamente
secas sobre um coletor ligado ao fio terra (DUQUE, RODRIGUEZ e LOPEZ, 2013).

Na atualidade, o processo de eletrofiacdo conta com duas configuracdes padroes de
trabalho. Dependendo da orientacdo ou da disposicdo da seringa que ejeta a solucéo
polimérica, o sistema pode ter configuracdo vertical ou horizontal. Na Figura 4, é
representado um sistema de eletrofiacdo em escala do laboratério com orientacdo
horizontal. Este processamento é composto de uma seringa com agulha metélica, uma
bomba reguladora de fluxo do polimero para de controlar a quantidade de material
ejetado, uma fonte de alta tensdo e um dispositivo coletor o qual pode variar de uma placa

plana a um cilindro rotatério dentre outras possibilidades (MITCHELL e DAVIS, 2011).

Cono de Taylor

Agulha K
e bt \

Bomba impulsora \ [ Coletor

Fontedealta
voltagem

Figura 4. Representagéo do sistema horizontal de eletrofiagdo. Fonte: préprio autor

Para obter fibras finas pelo processamento de eletrofiacdo, estas devem possuir
caracteristicas ideais como: a formacdo de fibras continuas que possuam superficies livres
de defeitos ou defeitos controlaveis, além de possuir uma morfologia e didmetros estaveis
(CERBINO, 2013). Para gerar estas caracteristicas, devem ser controladas diversas
variaveis ou parametros que influenciam diretamente a morfologia das fibras. Segundo
RAMAKRISHNA (2005), estes parametros séo divididos em trés grupos principais: 1)
parametros alusivos a solugcdo polimérica, 2) relacionados ao equipamento e 3)
parametros ambientais. O entendimento da importancia de cada um deles e sua influéncia

na eletrofiacdo serdo descritos separadamente.
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3.5.1 Parametros referentes a solugdo

As propriedades dos polimeros em solucdo correspondem ao parametro que mais
influencia o processo de eletrofiacdo e a morfologia das fibras resultantes.

3.5.1.1 Peso molecular:

O peso molecular do polimero representa o tamanho da sua cadeia polimérica,
afetando a viscosidade da solucao preparada e influenciando diretamente na conformacéo
e morfologia das fibras produzidas. O peso molecular do polimero influencia diretamente
as condi¢des de emaranhamento e a movimentacao das cadeias no solvente. Para obtencédo
de fios com melhor qualidade, ou seja, com pouca formag¢ao de “contas” e com pouca
ruptura das fibras eletrofiadas, é preciso utilizar uma solucdo com viscosidade efetiva
capaz de promover o alinhamento e orientacdo das cadeias poliméricas durante 0 processo
de eletrofiacdo (GIL-CASTELL et al., 2017).

3.56.1.2 Concentragéo:

Segundo HUANG et al, (2015) uma concentracdo de solucdo polimérica deve estar
relacionada a quantidade de polimero dissolvido num solvente, o0 que é necessario para
solvatar (cercar e afastar) as cadeias que compdem o polimero. Esta relacdo entre
polimero solubilizado e solvente gerara uma das condicdes principais da eletrofiacdo, sua
concentracdo. Esta variavel é de grande importancia no processo de eletrofiacdo, pois
influencia diretamente a viscosidade da solucdo. Se uma solucdo polimérica vai ser
eletrofiada, e possui uma concentracdo baixa, 0 processo gerara descontinuidades nas
fibras formadas. Sendo assim, pode se dize que quanto menor a concentragdo na solucao,
maior sera a formacéo de defeitos nas fibras (DIAS E BARTOLO., 2013).

3.5.1.3 Viscosidade da solucéo:

Como se tem citado, a viscosidade de uma solucdo polimérica depende
principalmente da sua concentracdo e do peso molecular do polimero. Segundo
CERBINO PEDRO (2013), altas viscosidades na solucéo usada para a eletrofiacdo gerara
um aumento no didmetro na fibra formada, em comparacdo com didmetros obtidos pela
eletrofiacéo de solugbes mais diluidas. Uma das principais problematicas referentes a alta
viscosidade € que, neste caso, a solucdo pode secar na ponta da agulha antes de ser

eletrofiada. Valores de viscosidade inferiores a requerida para o processamento gerardo
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formacéo de defeitos ao longo das fibras devido a baixa presenca do polimero na solucdo,
aumentando a influéncia da tensdo superficial do solvente no jato.

Além disso, no processo de eletrofiacdo pode se produzir também um jato secundario
que ocorre a partir do jato principal (NISTA et al., 2012). Este jato ndo é estavel o
suficiente gerando defeitos na producao de fibras com pequenos didametros para uma dada
viscosidade. Se a solugcdo possui uma viscosidade suficiente, a formacdo do segundo jato
é pouco provavel, sendo apenas o jato principal que ird contribuir para uma fibra com

maior diametro.

3.5.1.4 Tensao superficial:

A tensdo superficial num fluido tem o efeito de diminuir sua &rea da superficie por
unidade de massa fundida. Para dar inicio no processo de eletrofiacdo é preciso que esta
massa polimérica situada na ponta da agulha seja carregada com o proposito de vencer a
tensdo superficial presente na gota da solucdo. No entanto, a variacdo da viscosidade
favorecera a interacdo entre as moléculas do polimero e o solvente. Quando a solucéo é
esticada sob a influéncia das cargas submetidas, o solvente tendera a se espalhar sobre as
moléculas emaranhadas do polimero que ndo conseguirdo se agregar, reduzindo assim a
influéncia da tensdo superficial. Em outras palavras, teremos uma maior interacéo entre
as moléculas evitando a formacdo da instabilidade do jato (ZHU et al., 2017). Caso
ocorrera a instabilidade havera o fendBmeno denominado electrospray onde a solucéo se
agregara em gotas, ou ocorrera a formacéao da nano fibra com a presenca de contas (Figura
5).

B) combinagdo de contas e fibras. C) fibras continuas. Fonte: proprio autor.

3.5.1.5 Condutividade:
A condutividade da solucgdo polimérica pode ser aumentada pela adi¢do de ions ou

pela adicdo de pequena quantidade de sais ou polieletrolitos na solucdo. O aumento da
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carga pode gerar um estiramento da fibra, eliminado a probabilidade de formacdo de
contas, além da diminuigdo do didmetro das fibras produzidas (BARAKAT et al., 2009).
Assim, a voltagem critica para ocorrer a eletrofiacdo diminui; entretanto, existe um limite
para areducdo no diametro das fibras, fazendo com que estas rompam em goticulas. Outro
efeito importante do aumento das cargas € a criacdo de instabilidade na largura do cone
de Taylor, e como resultados ocorre um aumento na area de deposicdo das fibras
(LEVITT et al., 2018).

Solucbes preparadas com solventes com condutividade efetiva para diversos
polimeros, geralmente dao origem a fibras continuas livre de contas, enquanto que nao
havera formacdo de fibras utilizando solventes ndo condutores. Na Tabela 1, séo
mostrados solventes comumente usados em eletrofiagdo com seus respetivos valores de

condutividade.

Tabela 1. Viscosidade e tenséo superficial de diferentes solu¢Ges usados na formacéo de fibras
(adaptada: Ramakrishna, 2005)

Polimero Peso Solvente condicdo limite da viscosidade par(z::rL:wtertcﬁ)s e
molecular e tensédo superficial fiac
iacdo
Fibras uniformes:
Agua/etanol: (69:31 ~59:41) Concentracio de
Viscosidade: 1129 ~1179 cPs olimero: %% em
Oxido de \ou | Tenséo superficial: 55~51 mN/m. BESO' ’
- _ Agua/Etano S
po(l:)eg(l)e)no Mw = 900000 | 100:1~59:41) Fibras com contas: \égfggsir:j 2111 I;V
Agua/etanol: (100:0 ~79:21) om B
Viscosidade: (402 ~889 cPs) '
Tensdo superficial: 76~60 mN/m.
Fibras uniformes:
DM/DMF: (100:0~75:25)
Poli(p- Viscosidade: 125, 175 cPs Concentracéo de
dioxano-L- . Tensdo superficial: 39,35 mN/m. | polimero: 20%
latico)- B Diclorometano em peso;
bloco- Mw = 42,000 1((%%)12(')\/'6% Fibras com contas: Voltagem: 15kV
poli(etileno (100: -60) Agua/etanol: (100:0 ~79:21) Distancia: 11 cm.
glicol) Viscosidade: (402 ~889 cPs)
Tensdo superficial: 76~60 mN/m.
Fibras uniformes:
THF/DMEF: (50:50) Concentracéo de
Poliestileno Tetraidrofurano | Viscosidade: 45 cPs polimero: 13%
(PS) Mw = 140,000 (THF)/DMF em peso;
(100:0~0:100) | Fibras com contas: Voltagem: 15kV
Agua/etanol: (100:0~0:100) Distancia: 12 cm.
Viscosidade: 42, 48 cPs
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3.5.2 Condigdes do processamento

3.5.2.1 Voltagem aplicada:

Um elemento de vital importancia no processamento de eletrofiacdo € a aplicagdo de
uma voltagem na solugdo. A alta voltagem induz as cargas necessarias na solucéo
polimérica e associada ao campo elétrico externo favorece a distribuicao das forcas de
atracdo e repulsdo na gota situada na ponta da agulha. O processo de eletrofiagdo tem
inicio no instante em que estas forcas eletrostaticas superam a tensdo superficial da
solugédo. Geralmente, voltagens (positivas ou negativas) maiores que 6 kV promovem
energia suficiente para deformar a gota e romper em fios formando o cone de Taylor. O
efeito da voltagem nédo é somente responsavel pela morfologia da fibra, mas também pela
sua cristalinidade. O campo elétrico formado pode causar ordenacdo das moléculas do
polimero, durante a eletrofiacdo, induzindo assim, uma maior cristalinidade (SUN et al.,
2015; RAMAKRISHNA et al., 2005).

A influéncia da voltagem na conformacéo das fibras pode ser visualizada em trés
regides separadamente (Figura 6). Uma voltagem aplicada inferior a requerida no
processamento gerard a formacgdo de gotas da solucdo polimérica (Figura 6a e 6b).
Quando a voltagem usada na eletrofiacdo ultrapassa o seu limite (Figura 6c), ocorrera

uma desorganizacdo no empacotamento das fibras no tecido produzido (Figura 6d e 6e).

Baixa Voltagem Alta Voltagem

Figura 6. Representagdo grafica da influéncia da voltagem nas fibras. Adaptado de Huang et al.
(2015)

Se a voltagem aplicada no processamento for alta, maior quantidade de cargas
provocara uma aceleracdo do jato, que ira produzir um maior estiramento das fibras
devido as forgas de Coulomb, diminuindo assim o didmetro das fibras e garantindo a
evaporacdo completa dos solventes usados de forma mais rapida. N&o obstante, a
aplicacdo de uma voltagem muito elevada podera gerar a formacgédo de defeitos, isto é
atribuido a instabilidade do jato (HUANG et al, 2015).
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3.5.2.2 Vazéo:

A vazdo é a variavel do processamento que estd diretamente ligada a quantidade de
material a ser usado na conformagcéo das fibras. Existe uma quantidade efetiva da solucdo
polimérica para uma dada voltagem que mantera a estabilidade do cone de Taylor. Com
um aumento da quantidade de material na ponta da agulha, o jato gerado requerera maior
tempo para secar e o solvente depositado na fibra podera néo ter tempo suficiente para
evaporar totalmente, mantendo residuos dos solventes dentro das fibras. Estes solventes
residuais podem fazer com que as fibras coletadas se unam, criando uma malha com
aspecto de rede. Por isso, é desejavel manter uma vazdo menor, dando o tempo necessario
para que os solventes iniciem sua evaporacao desde a ponta da agulha. Também, quando
a vazdo € aumentada, existe um aumento correspondente no didmetro da fibra ou pode
ocorrer a formacao de defeitos (BHARDQARJ E KUNDU, 2010).

3.5.2.3 Coletor:

As caracteristicas do coletor assim como propriedades do material e formato,
influenciam o filme produzido. Uma destas caracteristicas € a condutividade do material.
O coletor pode ser feito de um material condutor, assim como aluminio, conectado a um
fio terra, 0 que criara uma diferenca de potencial entre a fonte e o coletor. Se um coletor
condutor € usado, as cargas serdo dissipadas de tal forma que possibilitard maior
deposicdo de fibras no coletor e um melhor empacotamento entre as fibras, o que
significara ter filmes com densidades maiores. Se pelo contrario, o coletor for formado
por um material ndo condutor, as cargas fornecidas serdo acumuladas nele, gerando uma

menor quantidade de fibras depositadas.

3.5.2.4 Distancia percorrida:

A distancia percorrida corresponde a distancia existente entre a ponta da agulha e o
coletor. Esta tera uma influéncia significativa entre o tempo de saida da solucdo até sua
chegada ao coletor. Esta distancia percorrida influenciara na evaporacdo dos solventes
presentes. Desta forma, teremos fibras completamente secas se a distancia for
suficientemente grande permitir a evaporacdo do solvente. Do contrario, as fibras se
depositardo no coletor contendo uma umidade residual, 0 que causard a sua compactacao.
No entanto, se a distancia for muito grande, as fibras poderdo se romper devido ao seu
proprio peso, especialmente, se o didmetro for muito pequeno. Se a distancia for muito

reduzida, o efeito do campo elétrico tera um incremento, 0 que podera gerar uma
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instabilidade do jato, propiciando a formacdo de contas ao longo das fibras, além da

obten¢édo de uma geometria planar em forma de fitas nas fibras (HAIDER et al., 2015).
Segundo DUQUE et al., (2013) a maioria dos estudos realizados na eletrofiacéo

concordam que uma distancia maior, permitird um maior alongamento das fibras antes de

serem depositadas no coletor.

3.5.3 Parametros referentes ao ambiente

A umidade do ambiente pode ter influéncia significativa na solucdo do polimero
durante a eletrofiacdo, ja que influenciard diretamente na velocidade de evaporacdo do
solvente da solucdo. Umidade excessiva podera originar a presenca de poros circulares
sobre a superficie das fibras. No entanto, a obtencdo destes poros na superficie pode
favorecer a transferéncia de diversos materiais como proteinas facilitando sua aplicacédo
na engenharia tecidual. Igualmente uma umidade elevada promovera condensacgdo da
agua presente no meio sobre a superficie das fibras, apresentando variages na morfologia

das fibras produzidas principalmente em solvente volateis. (DUQUE et al, 2013).
3.6 Eletrofiacio coaxial

Novos avan¢os tém sido realizados na producao de biomateriais usando eletrofiacao,
como € o caso da fiacdo coaxial. Nela se aborda uma nova alternativa de tratamento de
materiais que ndo podem ser eletrofiados através de configuracdes padrdes anteriormente
citadas. A eletrofiacdo coaxial € uma modificacdo da eletrofiacdo tradicional na qual, duas
ou mais solucdes sdo alimentadas usando duas bombas impulsoras através de um capilar

coaxial para produzir nanofibras com uma estrutura nucleo — casca (Figura 7).

Suprimento de
alta tensio DC

-—3

« Folha de
aluminio

Figura 7. Representacéo de eletrofiacio coaxial. Modificada de REZAEI et al., 2005.
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LOSCERTALES et al., (2001) criaram jatos usando dois liquidos com baixa
miscibilidade e conseguiram depositar goticulas micrométricas com estrutura coaxial
compostas no nucleo por um dos liquidos usados com uma envoltura ou casca com outro
liquido. No entanto, s6 um ano depois, eles conseguiram estabilizar o jato usando o
mesmo sistema e assim obtiveram fibras com didmetros nano ou micrométricos com
estrutura do tipo ndcleo — casca (core — Shell).

O numero de estudos usando a eletrofiacdo coaxial tem crescido nos Gltimos anos,
como se observa na Figura 8. Esta nova tecnologia para producao de mantas fibrilares
pode ser usada para diversas aplicacfes, assim como sensores, membranas de filtracéo,
biomateriais aplicdveis a engenharia tecidual, veiculos para liberacdo de farmacos,
sistemas contendo moléculas de fécil desnaturacdo ou degradacéo etc. (NAEIMIRAD et
al., 2018; HU et al., 2014).
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Figura 8. PublicacOes registradas para os termos electrospinning e coaxial. Base de dados web
of Science.

Na eletrofiacdo coaxial, por ser uma variante da eletrofiagdo convencional, os
principios operacionais também podem ser aplicados e descritos como na eletrofiacéo
monolitica (item 3.3). No entanto, por ter duas ou mais solu¢bes que formem fios
concéntricos nucleo — casca, devem se manter relacdo significativa entre os parametros
tais como a voltagem de forma tal que esta forneca um campo elétrico eficaz para a
geracdo das fibras utilizando as solucdes envolvidas (KHAJAVI e ABBASIPOUR,
2012). Campos elétricos baixos permitiram a acumulac¢do do material gerando gotejo das

solucBes, enquanto que cargas altas criaram desestabilizagdes no cone criando fibras
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descontinuas ou mesmo a separac¢éo das solugdes criando dos jatos simultaneos (HUANG
etal., 2017).

Quando o polimero em solugdo é carregado, o acumulo das cargas de atracao e
repulsdo predominam sobre solucdo da casca fazendo com que as tensfes geradas nesta
promovam o cisalhamento da solu¢do do nucleo fazendo com que as forcgas de atrito e

arraste viscoso entre as duas camadas das solugdes sejam deformados e expulsados um

jato cénico como e mostrado na Figura 9.

+

+

A B Cc

Figura 9. Distribuicdo das cargas elétricas na formagdo do jato ndcleo — casca. NAEIMIRAD
etal., 2018.

Uma vazdo alta da solucdo que gera o nlcleo favorece a formacgédo de contas dentro
da outra fibra (casca), enquanto que vazBes menores geram descontinuidades no nucleo
(Figura 10). Por outra parte, a vazdo da casca esta diretamente relacionada com a
espessura da mesma, vazdes maiores criaram espessuras maiores. Sendo assim para obter
fibras nucleo — casca eficazes deve seguir uma relacéo de vazdes de forma tal que a vazdo

do nucleo sempre serd menor que a vazédo da casca (GOLCALVES, 2015).

Relagio baixa da vazdo Relagdo efetiva da vazdo Relagéo elevada da vazdo
nlcleo — casca nucleo - casca ntcleo - casca

Figura 10. Razdo da vazdo da solucéo que forma o nicleo em relacéo a solugdo que forma a
casca (GOLCALVES ET AL., 2015)

Outra variavel a ser estuda no processamento coaxial, é a viscosidade das solucdes.
Deve-se utilizar uma solucdo da casca com viscosidade efetiva que permita a formacao
do cone de Taylor junto com a estrutura nucleo — casca. Por outro lado, a viscosidade do
nacleo deve ter um valor minimo para que permita a sua fiacdo continua ao longo do fio

formado pela solucdo da casca (L1 et al., 2010).

A natureza quimica dos solventes usados também deve ser levada em consideragao
a fim que uma das solucGes ndo desestabilize a outra, causando a sua precipitacao e
afetando, assim, a formacdo do jato, alem de criar possiveis obstrucGes na agulha.

Também é importante garantir que o solvente usado no ndcleo nao possua pressao de
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vapor elevada de forma a evitar a separacdo do nucleo da casca devido a formacao de
uma camada de vapor entre o nucleo e a camada da casca (NAEIMIRAD et al., 2018).

XIONG et al., (2005) demonstraram que a eletrofiacdo de dois capilares coaxiais
poderia ser usada na geracgdo de fibras nucleo — casca constituido por dois liquidos nédo
misciveis. No entanto, a ruptura deste jato eletrificado levou a formacéo de particulas
isoladas dos nucleos, assim como a formac&o de fibras compostas por diferentes tipos de
polimeros. Por isso que foi estudado este problema, foi encontrada a possivel solugdo
com a implementacdo de duas solugdes imisciveis, facilitadas pela reticulacdo e assim
estabilizacdo da casca. Desta maneira foram produzidas nanofibras de nucleo — casca com
diversidade nos didmetros, assim como uma variedade nas espessuras da casca e didmetro
do nucleo que poderiam ser fabricadas usando esta configuragéo.

ZHAO et al., 2007. Combinaram as propriedades do PCL e da gelatina, usando a
conformacao dos fios nucleo-casca elaborados por eletrofiacdo coaxial. Para a formacéo
das fibras ndcleo — casca, foi usado como solvente o tri-fluoroetanol (TFE). Usando
concentracéo para cada uma das solugdes eletrofiadas como PCL/TFE e gelatina/TFE de
14,3% p/v e 17% plv respetivamente. Onde, as melhores fibras obtidas foram usando uma
vazdo do nucleo aproximada de 8,0 mL/h,

Utilizando no centro das fibras o PCL que aporta nas fibras resisténcia mecanica e
estabilidade. Enquanto que a adicdo da gelatina na camada externa como casca,
favorecera a adesdo, o crescimento e a proliferacdo celular no arcabouco. Foi usado com
além do aproveitamento da bioatividade dos dois materiais, criardo filmes com
caracteristicas proximas do tecido natural com boas condi¢es de crescimento e
proliferacdo, o que o converte em uma alternativa 6tima na aplicacdo na regeneracao de

tecido dérmico.
3.7 Biomateriais para regeneracao de pele

Os materiais comumente usados na regeneracdo da pele sdo polimeros naturais
obtidos a partir de diferentes fontes principalmente de animais, residuos agricolas (amido
etc.) e mesmo até da producgdo industrial, assim como também da sua combinacao.
Fibrina, albumina e colageno sdo exemplos de proteinas utilizadas.

Além dos materiais de origem natural também sdo usados materiais poliméricos
sintéeticos biodegradaveis como o PCL, PHB, PVA etc. Neste trabalho se fara referéncia
ao colageno tipo | como o material de fonte natural, biodegradavel que promove a

regeneracdo de feridas da pele diminuindo a possibilidade de rejeicdo do biomaterial,
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devido a sua presenca na MEC da pele. No entanto, o processo de eletrofiacdo do
colageno puro produz fibras com baixas propriedades mecanicas comparadas com as da
pele, sendo necessario a incorporacao de um material polimérico biodegradavel que ao
ser misturado com o colageno aumente as ditas propriedades, melhorando as condicdes

de manuseio dos filmes produzidos.

3.7.1 Colageno tipo I

O coléageno é uma proteina fibrosa de origem animal, considerada como a proteina
principal que compde os tecidos dos animais vertebrados. E principalmente encontrada
nos tecidos conjuntivos, como a pele, cartilagem, o0ssos, tenddes, dentes, vasos
sanguineos, intestinos etc. E formada por cadeias peptidicas (denominadas o) dos
aminocidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina. Essas cadeias
sdo organizadas de forma paralela a um eixo, formando as fibras de colageno, que
proporcionam resisténcia e elasticidade a estrutura (FRATZL, P. 2008). Existe uma
grande variedade de tipos de colagenos, na qual sua classificacdo principal é dada pela
caracteristica macromolecular da tripla hélice, no entanto, s6 alguns sdo usados para
produzir biomateriais como é registrado no Quadro 1 (VON DER WEID e MEDINA,

2016) dentre os mais nomeados estdo o tipo I, I1, 11 e V.

Quadro 1.Composicdo e distribuicdo dos diversos tipos de colageno. VON DER WEID e MEDINA.

TIPO COMPOSICAO DISTRIBUICAOQ
I [aq ()]s (1) Pele, tendio, ossos, comea.
IT [aq (11)]5 Cartilagem, humor vitreo.

III las (11D)]2 Vasos sanguineos, trato

gastrointestinal
IV Loy (IV)] 2o (V) Membrana basal

A principal fungdo do colégeno é contribuir com a integridade estrutural da MEC,
além de auxiliar na fixacdo de células a matriz.

Formando fibras finas e longas com valores estimados em 500 um de cumprimento
e 500 nm de didmetro. Como o colageno € o principal componente da pele,
correspondendo num 60-80% de seu peso seco sem contar com a gordura que a compde,
ele tem sido muito estudado e aplicado para tratamento de pele (ZEUGOLIS et al., 2008).

O colageno tipo | contém entre 31 — 38 residuos da lisina em cada cadeia de
colageno. Possui uma estrutura helicoidal de trés hélices feita por trés cadeias
polipeptidicas (Figura 11) que podem ser facilmente reconstituidas numa matriz fibrilar

com o incremento do pH e a temperatura da solugédo precursora do colageno acido. Uma
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vantagem chave dos hidrogéis do colageno ¢ a capacidade de suportar a adeséo de células
e de espalhamento, uma vez que o coldgeno tipo | tem uma variedade de dominios que
sdo ligados aos receptores da superficie celular e a outras proteinas de MEC, como a
fibronectina entre outras. (ORGEL et al., 2005).

1
I

_—

Molacula do _ L

Fibra da colsgeno

Figura 11. Representacdo da estrutura do Colageno tipo |. Adaptada de ORGEL et al.,2005.

Outra caracteristica do colageno é que o nimero e locais de residuos da lisina em
uma molécula de colageno séo altamente conservados entre 0s humanos, os ratos, e varias
espécies de bovinos. Esta diferenca na composicdo dos aminoacidos entre diferentes
espécies resulta em uma imunogenicidade clinica minima para aplicagdes medicas,
incluindo enchimentos dérmicos, estéticos e curativos para cicatrizagcdo. Atualmente,
existem trés tipos de aplicacdes referentes aos substitutos dérmicos de forma natural os
quais sdo classificados pela obtencdo. A primeira forma de obter o colageno é pela derme
derivada da pele a qual é doada para os bancos de pele retirada principalmente da
Allodermis de humanos, outra forma de obter colageno, é mediante a extracdo da derme
suina ou bovina, a terceira forma de obtencdo do colageno tipo | é pela extracdo das
caudas de ratos.

Estudos tém sido desenvolvidos com diversos materiais compostos por colageno
para curativos usados na regeneracdo de tecidos como foi citado na revisao feita por
CIPITRIA, et al., (2011) e mostrado no Quadro 2.
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Quadro 2. Aplicagdes em arcaboucos de Colageno

Estudo

Resultados obtidos

Referéncias

Observation of Triple
Helix Motif on
Electrospun  Collagen
Nanofibers and its
Effect on the Physical
and Structural
Properties

A avaliacéo da estrutura helicoidal do colageno foi avaliada neste
trabalho ap6s a eletrofiacdo. Foi usada solucédo de &cido acético
0,5 M e etanol com relagdo volumétrica 1:1. Foi observado que a
cadeia principal do colageno sofreu desnaturagdo no
processamento na eletrofiagdo quanto na solubilizacdo. No
entanto, foi possivel identificar a estrutura tripla hélice prépria do
colageno em algumas regides das fibras eletrofiadas usando
MEYV e MET.

BURCH et
al., 2017.

Electrospun Collagen:
A Tissue Engineering
Scaffold with Unique
Functional Properties in
a Wide Variety of
Applications

Filmes de fibras na escala micro ou nanométrica de colageno tipo
I (esC) foram produzidas por eletrofiacdo e comparados com
filmes fibrilares eletrofiados produzidos de gelatina (colageno
desnaturado). Estes ensaios mostraram que a gelatina eletrofiada
(esG) ndo possuia as cadeias o intactas do colageno tipo I, sendo
composta por fragmentos de peptidos proinflamatérios. Foi
observado que os filmes de coladgeno | mantiveram as cadeias a
intactas e enriquecidas com a unidade a, 0 que pareceu definir
as diversas propriedades bioldgicas e funcionais dos filmes
produzidos pelos dois materiais.

JHA et al.,
2011.

Electrospinning of
collagen nanofibers.

Foram produzidas nanofibras de colageno tipo | (pele de bezerro)
usando 1,1,1,3,3,3 hexafloruro-2-propanol (HFP) como solvente.
As medicGes dos diametros das fibras foram de 67 nm, valor
caracteristico do colageno nativo. Foi possivel adaptar as
propriedades mecénicas da matriz controlando a orientagdo das
fibras com o uso de um coletor cilindrico rotatorio. As fibras de
colageno eletrofiadas promoveram o crescimento celular e a
penetracdo de células na matriz produzida. Desta forma, os
autores consideraram que estes filmes seriam um arcabouco
quase ideal para engenharia tecidual.

MATTHEWS
et al., 2002.

A baixa resisténcia mecanica dos filmes produzidos a base de colageno puro tém

sugerido a mistura com materiais poliméricos sintéticos para a obtencdo de compdsitos

que apresentem melhoria nesta propriedade, além de modificar morfolégica e

biologicamente os filmes. Dentre os materiais mais usados para formar compositos com

colageno encontra-se a hidroxiapatita, Policaprolactona (PCL), poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) (PHBV) e poli(acido glicolico) (PGA).

3.7.2 Policaprolactona (PCL)

O PCL é um poliéster termoplastico, linear, semicristalino que apresenta uma

estrutura flexivel e alta hidrofobicidade. Possui boa solubilidade em uma ampla gama de

solventes dentre os quais se encontram: cloroférmio, diclorometano, tolueno, benzeno
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etc. As caracteristicas especiais que descrevem o PCL sdo variadas como baixo ponto de
fusdo e temperatura de transicao vitrea. Estas e outras propriedades do PCL s&o mostradas
no Quadro 3.

Quadro 3. Propriedades da policaprolactona (MARCK J, Polymer Data Handbook.)

PROPRIEDADES VALOR UNIDADES |CONDICOES
Peso molecular por unidade 114 g/mol -

Peso molecular médio 74.000 g/mol GPC
Viscosidade Intrinseca 0,9 cm/g Viscometria de

solucdo diluida

Termodinamica de polimerizagdo a 25°C e 1 atm.

Cristalinidade 69 % DSC
Elongacéo 700 % -

Temp. de transi¢do vitrea (Tg) -72 °C DSC
Temp. de Fusédo (Tm) 58 °C DSC
Calor de Fuséo 8,9 KJ/mol DSC

Devido a sua propriedade de biodegradacao, o uso do PCL na area medica tem
aumentado nos ultimos anos, sendo usado na fabricacdo de arcaboucos para engenharia
tecidual, sistemas na liberacdo de farmacos e embalagens etc.

Em particular, na aplicacdo para regeneracdo de pele além de proporcionar
condicdes proprias para o crescimento do tecido entre a sua estrutura, arcaboucos de PCL
podem servir como agente carregador de substancias que ajudam o processo de cura
mediante um sistema de liberacdo de um material ativo ou farmaco. O perfil de liberacdo
controlada do farmaco pode ser ajustado para atender uma aplicacdo clinica especifica,
modulando uma variedade de pardmetros, tais como a razdo entre fA&rmaco e polimero,
diametro, morfologia e/ou porosidade da fibra. Os arcaboucos de nanofibras eletrofiadas
podem se ajustar para uma libertacdo controlada com tempos longos antes da sua
degradacdo, isto diminui a frequéncia de aplicacdo tdpica para aumentar a adesdo do
paciente. Os arcaboucos de nanofibras sdo maleaveis, tornando-os adequados para
aplicacdes de administracdo topica de farmacos.

Estudos realizados por Li et al. (2007) exploraram a fabricacdo de matrizes
nanofibrosas biodegradaveis alinhadas obtidas via eletrofiagdo usando um coletor
rotatorio. Suas propriedades mecéanicas foram caracterizadas em fungédo dos parametros
de producgédo. Mostrou-se que a organizacdo da nanofibra dependia da velocidade de
rotacdo do alvo; As fibras orientadas aleatoriamente (33% de alinhamento de fibras)
foram produzidas em um eixo estacionario, enquanto que fibras altamente orientadas

(94% de alinhamento de fibras) foram produzidas quando a velocidade de rotacdo foi
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aumentada para 9,3 m/s. Os filmes ndo alinhados tinham um mdédulo de elasticidade em
tracdo isotrépico de 2,1 + 0,4 MPa, em comparacdo com as matrizes altamente
anisotrdpicas, cujo modulo era de 11,6 + 3,1 MPa na direcdo da fibra produzida,
sugerindo que o alinhamento das fibras tem um efeito significativo nas propriedades
mecanicas dos arcaboucos. A anisotropia mecanica foi mais evidenciada para velocidades
de rotacdo maiores, apresentado um aumento de 33 vezes do modulo de Young na direcéo
da fibra, em comparacdo com a direcéo perpendicular, a uma velocidade de rotacdo de 8
m/s.

Outro estudo registrado na literatura demostrou a possibilidade de fiacdo do PCL
com adicdo de extratos naturais como agente ativo para sua liberacdo.
HOSSEINKAZEMI et al. (2015), eletrofiaram PCL usando cloroformio e
dimetilformamida (1:1) como solventes. Foi agregado extrato hidro alcodlico de
Calendula officinalis, incrementando a concentracdo em 5, 10 e 20%, observando que
apresentou aumento no didmetro meio das fibras 381 (PCL) e 726 nm (PCL/C. oficinalis)
com o incremento do extrato na solucéo de PCL. Por outro lado, foi observado diminuigéo
do angulo de contato ao aumentar a concentracdo do extrato mostrando diferenca de 100°
entre o filme obtido com PCL puro e o filme de PCL + 30% de C. officinalis. Favorecendo
amostra que também mostrou melhoras na citotoxicidade mostrando favorecimento na
proliferacdo de células no filme avaliado, o que demostrou incremento na

biocompatibilidade do filme com o aumento do extrato.

3.8 Filmes de colageno/PCL produzidos por eletrofiacdo

Varios esforcos tém sido desenvolvidos para melhorar as propriedades mecanicas
dos filmes eletrofiados de colageno. Uma das alternativas tem sido a introducdo de
polimeros sintéticos biodegradaveis, como o PCL, em matrizes de colageno, com o
objetivo de atingir as condi¢des requeridas que favorecam o crescimento e a regeneragédo
da pele. Alguns destes estudos sé&o citados na Quadro 4.
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Quadro 4. Trabalhos desenvolvidos sobre fibras eletrofiadas de colageno/PCL para tratamento em pele.

Titulo dos artigos

Estudos realizados

Referéncias

Novel approach
towards aligned
PCL-Collagen

Fabricacdo de nanofibras alinhadas de policaprolactona-colageno
(PCL-Coll) por eletrofiagdo monolitica usando como solvente
acido acético diluido (AcOH) e diametros na faixa de 100 — 200
nm. Foi aumentada a solubilidade do PCL no AcOH usando

nanofibrous tratamento ultra-sonico. AcOH foi diluido para 90%, concentragéo szgg E et
constructs from a ideal para eletrofiacdo. As solugdes finais foram centrifugadas em ”
benign solvent varias condicBes e coletadas com diferentes configuracdes de
system coletor para determinar condi¢des de processamento ideais para a
fabricacdo de nanofibras altamente alinhadas.
Collagen coated
electrospun
polycaprolactone Avaliacéo da biocompatibilidade das mantas eletrofiadas de PCL
(PCL) with titanium | recobertas com colageno. Este recobrimento foi realizado por
dioxide (TiO,) from | imerséo das fibras em uma solucéo de colageno. Para confirmar a | GHOSAL et
an environmentally impregnacdo do colageno, observou-se a redugdo no valor do al., 2014.
benign solvent: angulo de contato em comparacéo com as mantas de PCL sem o
preliminary physico- | recobrimento..
chemical studies for
skin substitute
Obten¢do de nanofibras por eletrofiacdo de colageno e PCL. A
Engineered Human utilizacdo de uma solugdo composta de PCL com colageno para a
Skin Fabricated formacdo de matrizes ndo apresentou risco de perda de
Using Electrospun biocompatibilidade. Foi conseguido um aumento consideravel nas
Collagen — PCL propriedades mecénicas para sua aplicabilidade na engenharia POWELL E
Blends: tecidual da pele. Os filmes de fibra de colageno/PCL foram BOYCE. 2009
Morphogenesis and | cultivados com queratindcitos epidérmicos humanos e fibroblastos ’
Mechanical dérmicos, que promoveram a formagdo da epiderme e derme bem
Properties estratificada com camadas de células basais continuas e membrana
basal.
N Foram produzidos filmes nanoestruturados via eletrofiacdo coaxial
Characterization of , . .
compostos por PCL no nucleo e colageno tipo | na casca, como
the Surface . . . x
. - solventes foram usados HFIP e TFE. Foi avaliada a proliferacéo
Biocompatibility of . .. . .
de fibroblastos humanos sobre a superficie das fibras aproveitando | ZHANG et al.,
the Electrospun . - . .
PCL-Collagen a biocompatibilidade oferecida pelo colageno. Ouve um aumento 2005.
. g . na proliferacdo e morfologia das células dérmicas cultivadas nos
Nanofibers Using . ) L . N
Fibroblasts filmes de PCL/colageno nos primeiros 6 dias em comparagdo com

os filmes de nanofibras de PCL.
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CAPITULO IV

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Para a confeccao dos filmes foram usados trés materiais poliméricos: Colageno tipo
I, poli (&lcool vinilico) e policaprolactona adquiridos comercialmente e usados como
recebidos. Suas caracteristicas estéo listadas a seguir:

- Colageno tipo | obtido de tendao bovino (Col). Procedéncia: Sigma — Aldrich;
Caodigo: C9879, lote # 061M7015;

- Policaprolactona (PCL), Procedéncia: Sigma — Aldrich, Mx: 70,000 — 90,000 g/mol;
grau de hidrolise: 98%, Cddigo: 1001419114, lote # MKBK2903V;

- Poli (alcool vinilico) (PVA), procedéncia: Sigma — Aldrich, Mn: 85000 — 124000
g/mol, grau de hidrdlise: 99%, lote # MKCC6452.

Para a producédo das fibras por eletrofiacdo foram testados varios solventes para
solubilizar o PCL, assim como também para a mistura de PVA/Colageno. Foram usados

solventes reportados na literatura como os listados na Tabela 2 (DULNIK et al., (2016);

Tabela 2. Caracteristicas dos Solventes utilizados na eletrofiagdo

. Tensao Temp.
Condutividade . ~ .
Solvente (us/cm) superficial | evaporagéo Fabricante
(mN/m) (°C)
Acido acético 6,2 26,9 118 Vetec Quimica Fina LTDA
Acido formico 58 37,0 101 Vetec Quimica Fina LTDA
Cloroférmio 4,8 26,5 61 Vetec Quimica Fina LTDA
Dimetilformamida 38,3 37,1 153 Vetec Quimica Fina LTDA
Diclorometano 9,1 21,2 40 Wako Industrias

4.2 Metodologia

A producao das fibras monoliticas de PCL e de Colageno por eletrofiacdo envolveu
diversas atividades relacionadas com a preparacdo das solugdes a serem eletrofiadas.
Inicialmente foi feito o estudo da concentracdo, mais adequada para obtencdo de
nanofibras. Em seguida foi verificada a influéncia dos solventes utilizados na

eletrofiacdo, na morfologia das fibras obtidas. Finalmente, os filmes foram avaliados
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quanto a composicao, morfologia e estabilidade térmica. Esta etapas sdo resumidas na

Figura 12.

1“ Etapa

Solugio PCL
5%, 8% e 10%

2° Etapa

I Selugdo PVA/Col _1
1:1;:1:2.

- BOACIAF ‘ I |
I S IR
| TOCLO/AC ‘ | ﬁhﬁ(‘ AQ |

TODCM/DMEF

Eletrofiagao_| L Eletrofiacio: J
MOHOI itica N Fazdo, voltagem, distancia pevcorrida, Tenipo: "
15 minnitos
Morfologia
l - por MEV
DSC, TGA, FTIR-ATR, Eletrofiagdo:
GPC, Viscosidade. Melhores condicdes, mmp DSC, FTIR-ATR.
Tempo: 5 horas
a
3“Etapa
— -
| Solugio PCL [ | Solugiio PVA/Col I |
Tempo: 20 minutos
L Eletrofiagdo: J
Vazdo, voltagem, distancia percorrida
Eletrofiacao
. _— e
Coaxial Morfologia |
por MEV |
DSC, MET, FTIR-ATR,
Eletrofiacio: Melhores condigdes. angulo de contato,
Tempo: 9 horas ensaio “In vitro” de
liberagio

—

Figura 12. Esquema simplificado da metodologia e caracterizagoes.

4.3 Preparo das solugoes.

A obtengdo de filmes com fibras continuas e diametro homogéneo foi possivel
somente apos a obtencdo dos pardmetros ideais para cada material. Para isso foi realizado
a eletrofiacdo monolitica inicialmente do PCL e do colageno tipol + PVA separadamente.
As variaveis estudadas no sistema foram: voltagem, vazéo, concentracdo e um sistema de

solventes, bem como a viscosidade e a condutividade da solucdo. Para a eletrofiagdo do
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PCL puro foi possivel obter os parametros ideais, mas para o colageno puro nao foram

obtidas fibras. Desta forma, foi adicionado PVA ao colageno.

4.3.1 Solubilizacédo do PCL.

4.3.1.1 Acido Acético/Acido Formico (AC/AF)

Na obtencdo de um sistema de solventes foram usados o acido acético (AC) e 0
acido férmico (AF) na relacdo volumétrica de 9:1 (90AC/AF), segundo DULNIK et al.,
(2016). Usando este sistema de solventes foi estudada a concentracdo ideal para a
eletrofiacdo monolitica. Posteriormente, foi utilizada uma segunda relacéo de solvente de
7:3 (T0AC:AF) para analisar a influéncia do acido acético na solubilidade do polimero.

No estudo da concentracdo foram preparadas trés solugdes de PCL com 5, 8 e 10
% (massa/volume) e colocadas sob agitacdo magnética por 12 horas a temperatura
ambiente, utilizando como solvente o sistema composto pela relacdo volumétrica
90AC/AF (90% de AC). Posteriormente, foi preparada uma solugdo de 10% m/v usando
o sistema de solvente 70AC/AF com iguais condi¢des de preparo que o primeiro sistema
descrito.

4.3.1.2 Cloroférmio/acido Acético (CLO/AC)

Um segundo sistema de solventes foi utilizado neste trabalho com o objetivo de
avaliar a incorporacéo do acido acético (AC) no cloroférmio (CLO) e sua influéncia como
sistema de solventes para o processo de eletrofiacdo, tendo em consideracdo que 0
cloroférmio é o solvente mais utilizado para o solubilizar o PCL. Preparou-se uma
solucdo com 10% (m/v) usando uma relacdo volumétrica de 7:3 de CLO:AC. Esta solucgédo
foi submetida a agitacdo magnética por 12 horas a temperatura ambiente. O PCL foi
solubilizado em CLO por 10 horas. Em seguida, foi adicionado o &cido acético
completando assim a relacdo volumétrica. A solucdo foi agitada por mais 2 horas.

4.3.1.3 Dimetilformamida/Diclorometano (DCM/DMF)

O terceiro sistema de solventes utilizado DCM/DMF baseou-se no reportado na
literatura. O diclorometano, também é um solvente muito usados para solubilizar o PCL.
Porém, ele ndo possui uma distribuicdo de cargas elétricas favoraveis para a produgéo de
fibras polimericas eletrofiadas. Assim, foi necessaria a incorporacgéo de dimetilformamida

como um potencializador na distribuicdo de cargas na eletrofiacdo. Este sistema de

30



solventes foi preparado utilizando uma relacdo volumétrica de 7:3 (DCM/DMF). O PCL
foi solubilizado (10% m/v) no DCM sub agitacdo magnética por 11 horas. Em seguida,
foi adicionado DMF continuando a agitagdo por mais uma hora a temperatura ambiente,
segundo o descrito por GONCALVES. (2015).

4.3.2 Solubilizacdo do PVA/Colageno I.

Como é reportado na literatura, o acido acético (AC) é um dos agentes quimicos
usados nos processos de extragdo do coldgeno tipo | das suas fontes naturais
(ALEXANDRE et al., 2017). Por isso, decidiu-se usar este solvente para solubilizar o
colageno neste estudo. Na tentativa de evitar uma possivel degradacdo e/ou quebra da
triple hélice caracteristica do coladgeno tipo | causada por outros solventes durante a
eletrofiacdo do colageno.

Foi estudada a solubilidade do colageno tipo | em um sistema de solventes baseado
em uma mistura composta por Acido acético (AC) glacial e &gua MiliQ (AQ). Foi variada
a relacdo volumétrica dos solventes em 9:1, 7:3, 5:5 de AC:AQ. A solucdo foi submetida
a agitacdo magnética constante a uma temperatura de 80°C por um tempo de 8 horas. Foi
fixada a concentracdo do colageno em 4% (m/v), enquanto que a concentracdo de PVA

foi variada usando 0%, 2% e 4% (m/v).

4.4  Processo de eletrofiacdo monolitica

Neste trabalho, foi utilizado o equipamento de eletrofiagdo do Laboratério de
Catalises para Polimerizacdo, Reciclagem e Polimeros Biodegradaveis (LCPRB) do
Instituto de Macromoléculas professora Eloisa Mano IMA-UFRJ, mostrado na Figura 13.
Este sistema conta com uma fonte de alta voltagem modelo PS/FC 60p02.0-1, uma bomba
injetora para seringa KDS serie 100 e uma placa coletora de aluminio aterrada a qual foi
forrada com papel aluminio para facilitar a retirada dos filmes. O sistema de eletrofiagdo
encontra-se isolado dentro de caixas de acrilico para seguranca de operacéo.

Foram realizados testes para o processamento de eletrofiacdo monolitica do PCL e
para o sistema composto por PVA/colageno tipo I. Foi usado equipamento com
montagem horizontal realizando variagcbes na concentracdo, voltagem e vazdo. As
condi¢des ambientais trabalhadas para este processamento foram: temperatura média de

operacdo igual a 28°C e umidade relativa de aproximadamente 47%.
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b P IO
Figura 13. Sistema de eletrofiacdo do LCPRB do IMA-UFRJ. Fonte: Proprio autor.

4.4.1 Eletrofiagéo do PCL.

Para a eletrofiacdo monolitica do PCL, colocaram-se 5 mL de cada uma das solugdes
poliméricas numa seringa pléastica com agulha metalica de 24 G com didmetro interno de
0,5 um. A distancia percorrida utilizada foi variada na faixa de 10 — 20 cm, as amostras
foram coletadas apds de 20 min de eletrofiacdo com o objetivo de avaliar a morfologia
das fibras obtidas. Variou-se a voltagem, a concentracdo e a vaz&o para cada sistema de
solventes. As faixas das condicdes trabalhadas foram registradas na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros utilizados na eletrofiacdo monolitica do PCL.

Solugéo Concentragéo Voltagem | Distancia Vazdo

(% m/v) (kV) (cm) (mL/h)
5%
90AC/AF 8%
10%

70ACIAF 10% 10,0-20,0 15 05-10
CLO/AC 10%
DCM/DMF 10%

A morfologia das fibras foi avaliada usando microscopia eletronica de varredura
(MEV) para cada um dos filmes obtidos com as varia¢Ges descritas na Tabela 3. Foram
consideradas como melhores condi¢Bes experimentais para cada sistema de solventes as
que possibilitaram a formacao de fibras com didmetros homogéneos, assim como a menor
presenca de contas e/ou defeitos. Estas condi¢des foram utilizadas para cada um dos
sistemas de solventes e as solucfes foram eletrofiadas por 5 horas. Com a finalidade de
realizar as caracterizagdes térmica (TGA, DSC) e quimica (FTIR) assim como para
avaliar a influéncia dos solventes na formacao das fibras e na cristalinidade do PCL.
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4.4.2 Eletrofiagdo do PVA/Colageno I.

Foram eletrofiadas 4 amostras de colageno tipo | (Col 1) e poli(alcool vinilico)
(PVA). A concentracdo do colageno foi fixada em 4% (m/v), enquanto que a concentragao
de PVA na solucéo foi variada para cada uma das amostras (0, 2 e 4 % m/v). As condicdes
de processamento para estas solucbes foram: distancia percorrida de 12 cm, voltagens

usadas na faixa de 15 — 20 kV e vazéo de processamento entre 0,06 — 0,8 mL/h.

4.5 Processo de eletrofiacdo coaxial

Uma vez encontradas as condicdes de eletrofiacdo para as fibras monoliticas de PCL
e Col_1/PVA. Foi dado inicio para a formac&o do processo de eletrofiacdo coaxial usando
um sistema vertical, com o objetivo de favorecer a obtencéo de fibras tipo nicleo — casca.

Foi usado dispositivo para este sistema (agulha coaxial) de forma que o ndcleo das
fibras fosse composto por PCL e recobertas pela mistura de Col_1/PVA formasse a casca
(Figura 14).

2!
2. Agulha interna

1. Estrutura da casca

Figura 14. Dispositivo usado na formag&o da fibra coaxial, com as partes que a compdem. 1)
Solucéo de Col_1/PVA; 2) Solucédo de PCL. Fonte: proprio autor.

Para obter os valores das variaveis requeridas para formar este tipo de fibras, foram
testados os seguintes parametros: voltagem na faixa de 15 a 20 kV, distancia percorrida
entre 10 — 15 cm, vazdes para o nucleo (PCL) entre 0,05 e 0,08 mL/h e vazdes para a
formacédo da casca (Col_1/PVA) entre 0,2 — 1,0 mL/h.

Ap0s os ensaios preliminares, as solugdes foram submetidas a eletrofiacdo coaxial
por 9 horas, usando as seguintes condi¢Ges de processamento: vazdo de Col_1/PVA: 0,2
mL/h, vazdo do PCL: 0,07 mL/h, voltagem aplicada: 19 kV, distancia percorrida: 12 cm.
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4.6 Técnicas de caracterizacao

4.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos filmes e das fibras de PVA/Colageno tipo I, PCL puro,
assim como das fibras nucleo/casca de PCL — Col_1/PVA foram avaliadas com auxilio
de um Microscopio Eletronico de Varredura Tescan VEGA3 — Republica Checa, usando
uma aceleragdo de 15 KV do nudcleo multiusuario de microscopia do
PEMM/COPPE/UFRJ. As amostras usadas foram recobertas com ouro na hora de fazer
a andlise. Os diametros das fibras que formam os filmes foram medidos realizando
tratamento das imagens pelo software Sizer Meter 1.1. Para quantificar o diametro médio

das fibras foram tomadas 50 medidas de cada amostra.

4.6.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A morfologia das fibras nicleo — casca foi avaliada com auxilio do microscopio
eletronico de transmissédo MORGANI — FEI Company 80KV, do Centro Nacional
Estrutural e Bioimagem (CENABIO) — UFRJ. Com o objetivo de comprovar que as fibras
produzidas estavam recobertas pelo colageno e que o nucleo de PCL das fibras possuia
continuidade ao longo do material. A eletrofiacdo foi feita diretamente no porta amostra.
Os diametros dos fios produzidos foram medidos usando o software Size Meter 1.1, com

o qual foi possivel obter o didmetro interno (ndcleo) e a espessura da casca das fibras.

4.6.3 Microscopia de Fluorescéncia

O recobrimento das fibras nucleo — casca também foi avaliado usando microscépio
optico com fluorescéncia LEICA DFC-310 FX do Laboratério de Biomateriais e
Bioengenharia do PEMM/COPPE. As amostras foram eletrofiadas sobre uma lamina de
vidro, depositando uma camada fina. Foi adicionado 25 pL/ml de rodamina na solucéo
de Col_1/PVA antes da eletrofiagdo com o objetivo de fornecer um agente capaz criar
ligacbes com as estruturas do colageno, gerando uma coloracdo verde vistosa, 0 que

demarcaria a sua presenca.

4.6.4 Analise termogravimetrica (TGA)

Com objetivo de avaliar a estabilidade térmica e a perda de massa dos filmes
eletrofiados para as amostras de PCL com os solventes (90AC/AF, 70AC/AF, 70CLO/AC

e 70DCM/DMF), foi realizado a varredura térmica usando o equipamento Shimadzu
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TGA-50 do Laboratério Multiusudrio de Caraterizacdo de materiais do
PEMM/COPPE/UFRJ). As analises foram realizadas na faixa de 25 — 700°C, com taxa
de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de No.

4.6.5 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O comportamento térmico dos filmes eletrofiados e do polimero puro, foi avaliado
pela analise de DSC, usando um equipamento Hitachi — DSC 7020 Thermal Analysis
system do Laboratério de Catalises para Polimerizacdo, Reciclagem e Polimeros
Biodegradaveis (LCPRB) do Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano (IMA
— UFRJ).

Nesta andlise, usou-se aproximadamente 7 mg dos filmes obtidos apds de 5 horas
de eletrofiagdo com cada um dos solventes estudados. Foram realizados dois ciclos de
aquecimento e um de resfriamento com taxa de 10°C/min e em atmosfera de nitrogénio
com uma taxa de 50mL/min. O primeiro ciclo de aquecimento foi conduzido de 25°C até
90°C, seguido por um ciclo de resfriamento até 0°C e posterior aquecimento de 0°C a
90°C.

O grau de cristalinidade relativo do material (Xc) foi calculado pela Equagé&o 1:

AH:
T AHY,

X (Equacéo 1)

Onde AHr é a medida da entalpia de fusdo que corresponde a area do pico
endotérmico da curva de DSC no 2° aquecimento. AH% é a entalpia de fusdo para uma
amostra de PCL com grau de cristalinidade de 100% considerou-se AH% igual a151,7 J/g
(DULNIK et al., 2016).

4.6.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica e estrutural dos filmes foi analisada por FTIR. Para a
obtencdo dos espectros foi utilizado o equipamento Spectrum 100 (Perkin-Elmer) do
Laboratério multiusuario de caracterizacdo de Materiais de PEMM/COPPE, usando
cristal de ZnSe e refletancia total atenuada (ATR). As analises foram conduzidas na faixa
de 4000 — 550 cm™® com uma resolucéo de 4 cm™ e 32 varreduras por amostra.

A avaliagdo da intensidade relativa da cristalinidade do PCL foi obtida por
determinacédo das areas dos espectros referentes a vibragdo das ligagdes C-O e C-C da
fase cristalina (A12escm™) € das vibragdes e do grupo carboxila (A1724 cm™) de acordo com
a Equacdo 2.
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A12950m_1

Intensidade relativa de cristalinidade do PCL = (Equacéo 2)

1724cm=1
Para calcular a estimativa da estrutura tripla hélice caracteristica do colageno tipo |,
foi avaliada usando o somatorio das intensidades (area das bandas) referentes as amidas
do colageno nativo em relacdo com o somatoério das amidas das fibras eletrofiadas de

Col_1/PVA, como é mostrado na Equacdo 3.

Y(Area das amidas)col nativo
Y(Arera da amidas) fipras coly/PVA (Equacao 3)

% da tipla helice =

4.6.7 Analise de angulo de contato

A avaliagdo do recobrimento das fibras do PCL com o Col_1 produzidas por
eletrofiacéo coaxial foi realizada por meio da medida de angulo de contato sob atmosfera
de ar e a temperatura ambiente. Foi utilizado um gonidmetro Ramé-Hart NRL A 100-00
do Laboratério de Superficies Poliméricas e Asfalticas do PEMM/COPPE. Uma gota de
agua (2uL) foi depositada na superficie de uma amostra de 1cm x 4 cm dos trés filmes
(PCL, COL_1/PVA, filme coaxial). As medidas foram feitas em 3 pontos diferentes das

amostras.

4.6.8 Cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

A massa molar média, a massa ponderal média e a polidispercdo foram medidas
usando equipamento Shimadzu LCSolution. Para a analise foram pesadas 2 mg de cada
um dos filmes eletrofiados usando método de cloroférmio com um volume injetado

aproximado de 2 pL.

4.6.9 Viscosimetria

A viscosidade das solucdes de PCL foram avaliadas usando viscosimetro do
Brookfield do Laboratorio de Macromoléculas e Coloides na Industria do Petroleo
(LMCP) do instituto de Macromoléculas Eloisa Mano IMA/UFRJ. Usando temperatura
de 25°C e Spindle de 25 a 60 rpm.

4.6.10 Condutividade Elétrica.

Com o objetivo de avaliar a condutividade elétrica das solugdes e a sua influéncia

no processo de eletrofiacdo, foi utilizado Condutivimetro Digimed DM-32 do Laboratério
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de Eletroquimica Aplicada (LEA) do PEMM/COPPE/UFRYJ, utilizando eletrodo DMc —
100M, K: 10 cm, a sonda foi colocada em 30 mL das 4 solugdes de PCL obtidas.

4.6.11 Ensaios de degradacéo in vitro do filme coaxial.

A degradacdo “in vitro” dos filmes contendo fibras coaxiais foi avaliada por meio
da liberacdo de colageno em soro fisioldgico. Trés amostras do filme foram cortadas,
pesadas e colocadas em 20 mL de soro fisiologico a 37°C por 672 horas. Foram tomadas
8 aliquotas de 2 mL da solugdo para cada uma das amostras nesta faixa de tempo. Foi
retirado o volume da amostra e colocada a mesma quantidade do soro extraido com o
propdsito de manter o volume constante.

A analise de liberagdo foi realizada usando o Micro BCA™ Protein Assay Kit
(Thermo Scientific) para deteccdo de proteina. As medidas do coldgeno foram realizadas
usando espectrofotdbmetro de UV — Vis (Pekin Elmer) Lambda 25 do Laboratério de
Biopolimeros e de Bioengenhariado PEMM/COPPE, usando para a medida comprimento
de onda de 562 nm. A quantidade de colageno liberado, foi determinada utilizando a

Equacéo 4.

v n—-1
Liberacdo COL 1 = (—0> 3
Vo — Vaug (Equacao 4)

Na qual Vo é o volume inicial usado na analise (20 ml) e 0 Vaiiq € 0 volume da aliquota

usada nos ensaios (2 ml), n o numero de amostras usadas (DA SILVA et al., 2016).

4.6.12 Grau de intumescimento

Para avaliar a capacidade que possui o filme com estrutura Nucleo — Casca para
adsorver liquidos, foi realizado ensaio de intumescimento. Fora cortadas e pesadas 3
amostras do filme obtido por eletrofiacdo coaxial de PCL — Col_1/PVA e colocadas em
20 mL de soro fisiologico a 37°C por 29 dias. As amostras foram tiradas do meio secadas
com papel filtro e pesadas nos tempos de 0,5, 2, 24 horas, 2 dias, 7 dias e 29 dias. O grau

de intumescimento (GI) foi calculado usando a equacdo 5.

Ws — W,
Gl = 100x ———— (Equacéo 5)
Wp

Na qual o W;s é a massa da amostra inchada para cada intervalo de tempo e Wp € a massa

da amostra seca inicial.
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4.6.13 Ensaios in vitro de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade dos filmes compostos por fibras nucleo — casca foram
avaliados 2 filmes produzidos com as melhores condicdes de eletrofiacdo coaxial (MAT1
e MAT2). Um filme com o dobro das vazdes usadas mantendo a relacéo entre elas (vazédo
da casca/ vazdo do nucleo) (MAT 4) e uma amostra do filme onde ndo se obteve formacéo
de fibras nucleo — casca (MAT3).

4.6.13.1 - Cultura de células.

Para o analises de cultura celular foram usados fibroblastos L929 com baixo
crescimento DMEM em meio de cultura RPMI 1640, suplementado como 10% de FBS.
Para a viabilidade do ensaio celular foi usado MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2H-tetrazolium bromida adquirida da Sigma Chem. Co., Saint Louis, MO, USA); kit
colorimétrico comercial no radiativo para Citotoxicidade LDH (Promega, Madison, W],
USA); e DMSO (Sigma Aldrich (USA)). A linea celular foi cultivada a 37°C em presenca
de 5% de COa.

4.6.13.2 Ensaio MTT.

A viabilidade celular para diferentes concentracdo de células foi avaliada por
método colorimétrico. As células NCTC clone 929 foram semeadas e estudas apds de
serem expostas por 24 horas ao material. Apos, as células foram lavadas duas vezes com
100 pl de PBS. O meio adicionado o meio completo contendo 0,15 mg/ml de MTT, para
posteriormente as células serem incubadas por 3 horas a 37°C sob atmosfera de 5% de
CO2. O sobrenadante foi descartado e as células foram ho9mogenizdas com 100 ul de
DMSO para lise celular e solubilizagdo da formazan gerada.
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CAPITULO V

5 ANALISE DE RESULTADOS

5.1 Eletrofiacdo monolitica de PCL

Uma das varidveis com maior influéncia no processo de eletrofiacdo é a concentragdo
do polimero na solucdo, que pode ser relacionada diretamente com sua viscosidade.
Sendo estas variaveis as que proporcionam mudancas significativas nas diversas
condi¢cdes de processamento, entre elas: a vazdo e a voltagem, que em conjunto
promovem a disponibilidade do polimero na ponta da agulha que posteriormente formara
a fibras. Se a viscosidade da solucao é muito baixa ndo sera possivel a formacéo de fibras
continuas, criando um alto namero de defeitos. Por outro lado, se a viscosidade é muito
alta, a solucdo polimérica solidificara na ponta da agulha, criando uma obstrucéo na saida
do material polimérico, como foi descrito por CERBINO et al., em 2013. Tendo isto em
mente, comecou-se este trabalho, avaliando a melhor concentragéo para eletrofiar o PCL,
usando quatro sistemas de solventes reportados na literatura. Incialmente foi estudada a
concentracdo do PCL numa solucdo composta por AC:AF com relacdo volumétrica de
9:1. Os parametros utilizados sdo descritos na Tabela 4, as micrografias obtidas com a

variacdo destas varidveis sdo mostradas na Figura 15.

Tabela 4. Condicdes iniciais de eletrofiacdo do PCL com 90AC/AF.

Concentracéao Distancia Voltagem Vazao (ml/h)
(%) (cm) (KV)
5 10 10; 12,5 0,5
8 10 10; 12,5 0,5
10 10 10; 12,5 0,5

Pelas micrografias obtidas por MEV mostradas na Figura 15, observou-se que a
eletrofiagdo com a solucdo de 5% (p/v) de PCL n&o ocorreu a formacéo de fibra para
nenhuma das voltagens utilizadas (10 e 12,5 kV), e sim a formacdo de contas com
diametro médio de 3,8 um através de toda a amostra analisada. Segundo a literatura, isto
pode ser atribuido a uma baixa concentragdo, o que gerou baixa viscosidade da solucao
(LIVERANI e BOCCACCINI, 2016). No entanto, para as amostras com 8 e 10 %pl/v,

observou-se formacéo de fibras com didmetro na escala sub micrométrica, porém um alto
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contetido de contas. Por este motivo, decidiu-se realizar um estudo mais detalhado para o

sistema 90AC/AF para as solugdes com concertagédo de 8 e 10% p/v de PCL.

5%

v A e :
SEM WV 150KV Oot: SE SEM V. 15.0 4V Dot S€

View field: 5.4 pm | SEM MAG: 500 kx ¥ View fleka: 65,4 jm | SEM MAG: 500 hx ¥

Datefen'ary): 1017 | WO: 16.39 mm Dategmialy) 102417 | WD: 1430 mm
2 7 \ =

B A S
L -
,

View fieid 5.4 pm  SEM MAG: 520 kx 10 pm
Date(midly): 10317 WO: 16.47 mem

10%

SEMHV: 1504V Det SE v
View fel 854 pm | SEM MAG: 5.00 kx
Dategmicly): 102417 | WO 13.71 mm

Det SE Liiis
View fleid: 54 m  SEM MAG: 5.00 kx 10 pm
Date(midly): 102417 WO: 14.29 men

Figura 15. Influéncia da concentracdo de PCL na morfologia. Voltagem de 10 kV. {A) 5%, B) 8%,
C)10%}. Para voltagem de 12,5 kV. {D) 5%, E) 8%, F) 10%]}.

As solucdes de 8 e 10 %p/v PCL produzidas com o sistema de solventes AC:AF e

relagdo volumétrica 9:1 foram denominadas com os codigos: 08 90AC/AF e

10_90AC/AF, respetivamente. Foi realizado um estudo da influéncia da vazdo, da

voltagem e da concentragdo do PCL (8 e 10%) no processo de eletrofiacdo, onde a

morfologia das fibras geradas foram avaliadas usando MEV. Os resultados sdo

representados na Figura 16.
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Figura 16. Relacdo dos parametros Vs didmetro das fibras para uma solucéo de PCL 10 % em P/V.

Como observado na Figura 16., os menores diametros foram obtidos para a
concentracdo de 10% p/v de PCL. Além disso, pode-se observar uma diminuicdo
significativa no diametro com uma vazéo de 0,5 mL/h e uma voltagem de 17 kV, com o
qual foram obtidas as fibras com menor diametro (107 nm + 363). Por outro lado,
observou-se que com o0 aumento da voltagem sdo obtidos didmetros menores, o que é
concordante com o reportado por CERVINO et al., (2013), que atribuiu a diminuicao dos
didmetros ao aumento das cargas na solucdo polimérica, fazendo com que as forgas de
atracdo superem com maior facilidade a tencdo superficial da gota localizada na ponta da
agulha, promovendo a formacdo do jato e a evaporacdo rapida dos solventes (HAIDER
etal., 2015).

Utilizando-se a microscopia eletronica de varredura (MEV) e o software Size Meter,
avaliou-se o diametro das fibras, que apresentaram uma diminui¢do do tamanho médio
de 134 nm (£ 391) para 107 nm (x 363 nm) com o aumento da voltagem de 10 para 17
kV. No entanto, também foi observada a formacédo de contas nas fibras eletrofiadas para

o sistema de solvente 90AC/AF, como é mostrado na Figura 17.
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Figura 17. Imagem de MEV (x10.0 kx) para as fibras eletrofiadas de PCL10_90AC/AF com varricGes
na Vazdo (0,5 ml/h; 0,75 mL/h) e na voltagem aplicada (12,5 kV; 17 kV).

Observou-se (Figura 17) que a variagédo da voltagem exerce efeito sobre a morfologia
das fibras, demostrando que com o incremento de 12,5 kV para 17 kV, foi possivel ndo
sO diminuir o didmetro das fibras, mas também diminuir a presenca de contas nas
amostras obtidas com vazéo de 0,5 mL/h. A amostra analisada mostrou formacéo de
contas com tamanho ndo uniformes atribuido & instabilidade no cone de Taylor,
relacionado possivelmente com uma diminuicdo da massa molar do PCL, devido ao
processo de hidrélise que sdo favorecidos pela natureza acida dos solventes utilizados
(GIL-CASTELL et al.,, 2017). Além de que pode também apresentar menores
emaranhamentos nas cadeias poliméricas atribuidas a massa molar menor.

A influéncia da vazdo e da voltagem na morfologia das fibras produzidas foram
estudadas para cada sistema de solventes utilizados neste trabalho, usando concentragdo
de 10% de PCL. As imagens de MEV obtidas sdo mostradas nas Figura 18. e Figura 19.

considerando os quatro sistemas de solventes, para avaliar a influéncia da voltagem no
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processo de eletrofiacdo, fixou-se uma vazéo de 0,5 mL/h, variando a voltagem (15, 17 e
20 kV) (Figura 18).

Observa-se que a morfologia das fibras obtidas com o sistema 70DCM/DMF,
apresentou-se como fibras continuas, livres de contas e/ou defeitos. Além disso,
observou-se que para as voltagens de 15, 17 e 20 kV os diametros das fibras foram de
608 nm (x 227,8 nm), 445.2 nm (£ 166,7 nm) e 344.7 nm (x 68 nm), respetivamente. 1sso
indica que o aumento da voltagem é inversamente proporcional ao diametro gerado, o
que é concordante com o reportado por HAIDER, et al., 2017, onde é relatado a
diminuicdo do diametro da fibra com o aumento da voltagem. Este comportamento é
atribuido ao alongamento da solucdo devido as forcas de repulsdo das cargas dentro do
jato polimérico.

Na Figura 18. , foram feitos registros para as outras trés solucdes (90AC/AF,
70AC/AF e CLO/AC). Foram obtidas fibras homogéneas com grande nimero de defeitos
nas condicdes trabalhadas. Esta variacdo na morfologia foi estudada fazendo referéncia a
influéncia dos solventes utilizados. Observa-se que as amostras eletrofiadas usando
AC/AF como solvente (90AC/AF e 70AC/AF) geraram fibras finas, na escala
nanométrica. No entanto, apresentaram grande quantidade de contas, as quais foram
aumentando em tamanho e nimero com o incremento da voltagem. Esse comportamento
pode ser atribuido a alta condutividade da solugdo, que promove a formacédo de contas,
tornando o processamento de eletrofiacdo similar ao processo conhecido como
“electrospray”.

Esse resultado esta de acordo com os resultados reportado por ENIS et al., que em
2016 relataram que o AF, por ser um &cido com alto poder ibnico, possui alta
condutividade elétrica, o que também pode ser verificado neste trabalho, conforme os
valores registrados na Tabela 6. A tabela mostra que o aumento da concentracdo do AF
de 10% para 30% em volume, gerou um incremento aproximado de 17 vezes da
condutividade elétrica para o sistema AC/AF. Esse fato também pode ser corroborado na
Figura 18, considerando o sistema de solventes AC/AF, nos mesmos valores de vazdo e
voltagem; com o aumento da quantidade de AF na solucdo, foi obtida maior
homogeneidade no diametro das contas, além do seu aumento, e o desaparecimento das
fibras quase que por completo para as voltagens de 17 e 20 kV.

O solvente bicomponente CLO/AC também foi avaliado no processo de
eletrofiacdo. Este estudo foi realizado para avaliar a influéncia da incorporacdo do AC

em CLO e mostrou que se criou uma desestabilizacdo no cone de Taylor, devido ao
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aumento da condutividade elétrica na solucdo. Tal efeito pode ter possivelmente
contribuido para a formagdo de micro contas como € mostrado na Figura 18. Com o
incremento da voltagem (17 kV e 20 kV), observou-se a formagéo de fibras curtas, assim
como também um aumento no tamanho das contas (3,91 um). Isso pode ter ocorrido
devido a instabilidade propria do jato produzida por excesso de cargas relacionadas com

a voltagem mais alta, como relatado por HUANG et al. (2015).
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Figura 18. Imagens de MEV mostrando a influéncia da voltagem em fungéo do solvente na
morfologia das fibras de PCL.
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5.1.1 Influéncia da vazéo na eletrofiacdo do PCL

Segundo a literatura, a vazdo tem significativa influéncia na morfologia das
nanoestruturas obtidas por eletrofiagéo, usando iguais condi¢des de operagédo (voltagem,
distancia percorrida e concentracdo). A Figura 19 mostra imagens de MEV obtidas em
trés diferentes vazdes (0,5 mL/h, 0,75 mL/h, 1,0 mL/h), em funcéo dos solventes usados

no processo de eletrofiacdo, tomando uma voltagem fixa de 17 kV.

0,5 mL/h 0,75 mL/h - 1,0 m/h

90AC/AF
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Flgura 19. Imagens de MEV mostrando a |anuenC|a da vazdo na morfologla das fibras de PCL
eletrofiadas segundo o sistema de solvente. VVoltagem: 17 kV, distancia percorrida: 15 cme
concentracao: 10% (p/v).
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Finalmente, as fibras obtidas foram caracterizadas realizando a medicdo dos
didmetros para cada um dos quatro sistemas de solventes e também realizando avaliacao
qualitativa das fibras, levando em consideracdo caracteristicas como 0S menores
diametros, maior uniformidade das fibras, assim como a menor quantidade de defeitos

(contas e/ou bolas). Os resultados sdo reportados na Tabela 5.

Tabela 5. Pardmetros para eletrofiacdo do PCL em func¢éo do tipo de solvente

SOLVENTE VAZAO (ml/h) VOLTAGEM (kV)
AC/AF (9:1) 0,75 15
ACIAF (7:3) 0,50 17
CLO/AC 0,50 20
DMF/DCM 0,50 17

5.1.2 Efeito do solvente no processo de eletrofiacdo de PCL

Conforme ja mencionado neste trabalho, o processo de eletrofiacdo é uma técnica
usada para producdo de fibras poliméricas com didmetros na escala sub micrométrica. No
entanto, em 2013, KHAJAYV et al., descreveram que a morfologia das fibras fiadas é
altamente influenciada e limitada ndo s6 por fatores relacionados ao processamento, mas
também pelas variaveis relacionadas a solucéo utilizada. Fatores como a viscosidade, a
tenséo superficial, a condutividade, a massa molar do polimero entre outros, influenciam
diretamente na producéo de fibras continuas com diametros uniformes. Por este motivo,
foi estudada na primeira fase deste trabalho, a influéncia dos solventes no processo de
eletrofiacdo monolitica da policaprolactona (PCL).

Para este estudo foi realizada caracterizacdo das solucdes, realizando medicdo da
viscosidade e condutividade elétrica para cada uma das quatro solucdes avaliadas usando
concentracdo fixa de 10% p/v de PCL. Os dados medidos sdo apresentados na Tabela 6 e
serviu para mostrar as variacbes da viscosidade e condutividade nesses sistema de
solventes com base nos resultados discutidos anteriormente, que podem ter influéncia

direta na morfologia das fibras eletrofiadas.

Tabela 6. Viscosidade e condutividade das solugdes de PCL.

Variavel 90AC/AF 70AC/AF 70CLO/AC 70DMF/DCM
Viscosidade (cP) 57,60 19,20 105,60 28,80
Condutividade (uS/cm) 3,45 58,97 - 116,70

A relacdo que apresenta polimero — solvente gera condicdes especiais na solucéo de

forma que o emaranhamento das cadeias polimericas gere variagdes na viscosidade como
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¢ observada na Tabela 6, onde é mostrada que a maior afinidade solvente — PCL foi
apresentado com o sistema de 70 CLO/AC, mostrando um valor da viscosidade elevada
em comparacdo com 0s outros sistemas de solventes utilizados. Porém, o sistema que
gerou a morfologia desejada apresentou baixa viscosidade (28,8 cP) e uma alta
condutividade condi¢des importantes na eletrofiacdo o que mostra condicdes estaveis das
cadeias poliméricas no processo para a formacéo do cine de Taylor.

Por outro lado, obteve-se viscosidade baixa nas soluc¢des obtidas usando AC como
solvente, porém, como tem sido repostado nesta dissertacéo o carater cido dos solventes
poderia estar ligada nesta diminuicdo significativa da viscosidade atribuida a uma
possivel quebra da cadeia do PCL, para analisar se o polimero apresenta dita degradacéo,
foi realizada avaliacdo da massa molar dos filmes fiados usando estas quatro solucdes ja

descritas anteriormente.

5.1.3 Avaliacédo da massa molar do PCL eletrofiado

Como tem sido registrado neste trabalho, as propriedades quimicas dos solventes
mostraram influéncia significativa na morfologia das fibras e/ou estruturas produzidas
por eletrofiacdo, ja que estes interferem nas varidveis do processo, conforme as
propriedades da solucdo como viscosidade e condutividade, para solu¢bes com a mesma
concentracdo polimérica.

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos solventes sobre a massa molar das fibras
eletrofiadas de PCL, as fibras foram analisadas por cromatografia de permeagao em gel
(GPC). Os resultados de massa molar numérica média (Mn), massa molar ponderal média
(Mw) e polidispercdo (Mw/Mn) do PCL apds da eletrofiacéo e seu comparativo com o PCL

que ndo foi submetido ao processo de eletrofiacdo sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Mw, M € Mw/M, do PCL medida por GPC antes (PCL) e ap0s da eletrofiacdo em
diferentes sistemas de solventes.

PCL 90AC/AF  T70AC/AF  70CLO/AC 70DCM/DMF

Mw 229.100 41.500 143.400 201.300 55.600
Mn 141.000 24.100 76.600 118.000 33.400
Mw /Mn 1,63 1,72 1,87 1,71 1,67

De acordo com as micrografias registradas na Figura 19. , ocorreu a formacdo de
fibras longas e livres de contas usando o sistema solvente DCM/DMF, que mostrou uma

diminuicdo de My proxima de 75,7% (de 229.100 para 55.600 g/mol), apos a eletrofiacéo.
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A reducéo de My, em conjunto com a viscosidade da solucdo (28,8 cP) forneceram
as condicBes necessérias para a geracao de fibras continuas com didmetros uniformes e
livres de contas e/ou defeitos. Além disso, observou-se uma diminuicdo evidente da
massa molar do PCL quando este é solubilizado num solvente organico polar como o
acido acético, atribuida principalmente a quebra das ligacdes éster no PCL pela acédo do
acido. A diminuicdo da concentragdo do AC no sistema solvente gerou cadeias mais
longas de PCL apds da eletrofiacdo, aumentando Mw de 41.500 para 143.400 g/mol
qguando a concentracdo de AC passou de 90 a 70%, respetivamente.

A diminuicdo da massa molar parece ter tido uma relacéo direta com a viscosidade
como era de esperar. As solucbes com maiores viscosidades resultaram em polimeros
com maior Mw, 0 que é concordante com os resultados de viscosidade apresentados na

Tabela 6.

5.1.4 Comportamento térmico dos filmes

Para avaliar o comportamento térmico dos filmes obtidos, avaliou-se as perdas de
massa dos quatro filmes eletrofiados por anélise termogravimétrica (TGA), comparando-
0s com o PCL em pellets usado neste trabalho. Os resultados sdo apresentados na Figura

20.
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Figura 20. Curvas de TGA de PCL e de filmes eletrofiados de PCL

Como mostra a Figura 20, a degradacdo ocorre como um so evento de perda de massa,
atribuida a decomposicdo do PCL na faixa de 382 a 409°C, como relatado por
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GONCALVES em 2015. Por outro lado, ndo foram observadas perdas significativas de
massa em temperaturas inferiores aos 320°C, faixa onde os solventes usados apresentam
temperaturas de evaporagdo. Pode-se concluir que os solventes usados nas solugfes
eletrofiadas foram evaporados por completo no processo de eletrofiacdo. Para comprovar
se existe trago dos solventes que nao foram detectadas no TGA, foi realizado como analise

complementar a espectroscopia no infravermelho, apresentada na proxima segao.

5.1.5 Anaélise estrutural dos filmes de PCL

Na Figura 21 sdo apresentados os espectros no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) para o PCL, onde sdo mostradas as bandas caracteristicas para este
polimero, assim como o comparativo delas para as amostras obtidas por eletrofiacdo com

0s quatro sistemas de solventes utilizados.
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Figura 21. Espectros de FTIR-ATR para PCL e fibras eletrofiadas a partir dos diferentes
sistemas solvente

Segundo o reportado por ELZEIN et al. (2004), é possivel identificar com facilidade
no espectro do PCL a banda de absorcéo referente ao estiramento do grupo carbonila
(C=0) em nGmero de onda de aproximadamente 1750 cm™. As outras bandas
significativas para o PCL sdo apresentadas na Tabela 8.

Por outro lado, as bandas de absorcdo observadas sdo caracteristicas para o0 PCL
(Figura 21). Nao foram encontradas bandas referentes aos solventes usados no processo

de eletrofiacdo, sendo possivel afirmar que, se presentes, 0s solventes estdo em muito
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baixa quantidade nas fibras, tendo sido evaporados quase por completo durante o

processamento de eletrofiagéo.

Tabela 8. Bandas de absorcédo caracteristicas no infravermelho para o PCL (ELZEIN et al.)

Namero de onda (cm™)
Literatura  Experimental

Tipo de absorcéo

2949 2948 Vibrages assimétricas do CH>

2865 2861 Vibragdes simétricas do CH>

1727 1724 Vibragdes do grupo carboxila (C=0)

1293 1295 Vibracdo das ligagdes C—O e C—C da fase cristalina
1240 1239 Vibragoes assimétricas do grupo COC

1190 1187 Vibragdes do OC-O

1170 1173 Vibragdes simétricas do COC

1157 1159 Vibracodes das ligacbes C—O e C-C da fase amorfa

A cristalinidade do PCL também pode ser avaliada usando 0s espectros no
infravermelho (FTIR), j& que em amostras cristalinas aparece uma banda referente as
vibracbes da fase cristalina do PCL, como foi descrito por ELZEIN et al. (2004).
Conforme relatam os autores, a banda de absorgdo proxima a 1293 cm™ é atribuida ao
estiramento das ligagdes C-O e C-C na fase cristalina do PCL. A maior banda observada
nos espectros encontra-se em 1727 cm™ e é atribuido as vibragdes do grupo carbonila
(C=0) do PCL. Para avaliar variacGes na cristalinidade geradas pelos solventes, foi
realizada a analise da variacio na area da banda relacionada a fase cristalina (1293 cm™),
como é mostrado na Figura 22. A area desta banda foi normalizada e registradas na Tabela
9.
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Figura 22. Comparativo da cristalinidade por FTIR — ATR para o PCL. A) banda na fase
cristalina, B) banda na fase amorfa.
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Tabela 9. Variag@es da cristalinidade segundo a area na banda cristalina para PCL.

Solvente Fase cristalina Fase amorfa
PCL Pellets 0,39 0,82
90AC/AF 0,43 0,56
70AC/AF 0,60 0,57
70CLO/AC 0,45 0,58
70DCM/DMF 0,35 0,61

Foram avaliadas as bandas da fase cristalinidade e da fase amorfa, as quais foram
normalizadas usando a intensidade da banda referente as vibragdes do grupo carbonila e
registradas na Tabela 9. E possivel notar que a intensidade da banda relacionada a fase
cristalina apresentou diminuicdo significativa da intensidade apds do processo de
eletrofiacdo, quando comparada com a intensidade do PCL em pellets. Essa diminuigédo
da intensidade da banda foi atribuida a rapida solidificagdo do polimero e ao alongamento
das fibras e estiramento das cadeias, ao serem submetidas ao campo elétrico. Isso faz com
que ndo sejam geradas condicBes para que as cadeias poliméricas se organizem na forma

de cristais, gerando uma cristalinidade menor que aquela observada nos pellets.

5.1.6 TransicOes térmicas e cristalinidade das fibras de PCL

As transicOes térmicas e a cristalinidade dos filmes de PCL foram avaliadas usando
calorimetria exploratério diferencial (DSC). As amostras foram eletrofiadas usando cada
um dos sistemas de solventes estudados nesta fase da dissertacdo, analisando o primeiro
ciclo de aquecimento (Figura 23) com o objetivo de avaliar a influéncia do processamento
na cristalinidade das fibras. Também foram estudadas as transi¢6es térmicas do PCL para
um ciclo de resfriamento (Figura 24) e apds o segundo aquecimento (Figura 25). As

transicOes térmicas e grau de cristalinidade dos filmes sdo apresentados na

Tabela 10.

51



70DCM/DMF

PCL_Pelets

70AC/AF

90,

70CLOJAC

Fluxo de calor (J/g)

/

T % T b T ¥ T T T

30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 23. Curvas de DSC do primeiro ciclo de aquecimento a 10°C/min para o PCL 10% plv,
para cada um dos sistemas solvente.
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Figura 24. Curvas de DSC do ciclo de resfriamento para o PCL usando taxa de 10°C/min, para
cada um dos sistemas solvente.
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Figura 25. Curvas de DSC (segundo aquecimento) para o PCL para os filmes de PCL obtidos a

partir de cada um dos sistemas solvente.

Tabela 10. Transi¢Oes térmicas referentes aos ciclos de aquecimento e resfriamento do PCL

para os diferentes sistemas de solventes.

1° aguecimento Resfriamento

2° aguecimento

Amostra Tra AHgt.1 Te (°C) AHc Tr.2 AHr2  Xc (%)
(°C) (J/g) ‘ (Jg)  (°C) (°C)
PCL_pellets 54 23,1 18 21.2 48 13,8 15,2
90AC/AF 53 19,1 16 174 49 13,0 12,6
T7T0AC/AF 57 22,0 26 20.2 49 18,9 14,5
70CLO/AC 57 20,6 28 23.0 48 25,0 13,6
70DCM/DMF 54 19,6 18 17.9 52 15,2 12,9

Na Figura 23 mostra que todas as fibras de PCL apresentam pico endotérmico

atribuido a fuséo cristalina, e que as fibras preparadas com o sistema de solventes AC/AF

apresentaram a menor distribuicdo de tamanho dos cristais, comprovada pelo pico de

fusdo mais estreito e mais intenso.

No primeiro aquecimento, observa-se que o pico de fusdo Tr., para 0 PCL (pellets)

mostra diferencas na fusdo de seus cristais, apresentando pico alargado e com

possibilidade da presenca de trés cristais de diferentes faixas de fusdo. Os picos de fusédo

gerados para as fibras obtidas com solventes de 90AC/AF e 70AC/AF sdo mais estreitos,

sugerindo que o processo de eletrofiagdo produziu cristais mais homogéneos. Esta

diferenca pode estar relacionada com a diminui¢cdo da massa molar do PCL ocorrida

durante o processo o que daria maior liberdade de movimento as cadeias poliméricas. No
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entanto, € observado um deslocamento do pico de fusdo de 53°C para 57°C com o
aumento do AC na solucdo de solvente.

As estruturas geradas usando o sistema de solvente 70CLO/AC gerou pico
bimodal, sugerindo a presenca de dois tipos de cristais com perfeicao cristalina diferentes.
Conforme visto por MEV, as melhores fibras foram obtidas usando o sistema de solventes
70DCM/DMF. Entretanto, estas fibras apresentaram a menor cristalinidade, que pode ser
atribuido ao processo de estiramento do material, quando pode ter ocorrido alta razdo de
evaporacdo dos solventes, o que faz com que os cristais ndo consigam se formar
adequadamente, gerando um material com alto teor de fase amorfa.

A cristalizagdo dos polimeros eletrofiados nos quatro solventes foi estudada no
estagio de resfriamento entre 100°C e 0°C. Observou-se um deslocamento da temperatura
de cristalizacdo (T¢) de 18°C para o PCL em pellets para 28°C para o PCL que havia sido
eletrofiado na solucdo de 70AC/AF. Este deslocamento da T estd relacionado
principalmente com as variagcGes da massa molar do polimero durante a eletrofiacdo, o
que € concordante com o registrado por GIL-CASTELLI et al. (2017) e por SPERANZA
et al. (2014).

5.2 Eletrofiacdo monolitica de Colageno I/PVA

O colageno é uma macromolécula natural presente na maioria dos tecidos do corpo,
0 que o tornou uma alternativa promissora na formulacdo de biomateriais fibrosos
altamente biocompativeis. Porém estes biomateriais apresentaram baixas propriedades
mecanicas em comparagdo com as da pele.

Melhorar estas caracteristicas fisico-quimicas e mecénicas das nanofibras de
colageno usadas para regeneracdo tecidual, foi alvo de estudos com o objetivo de
incrementar e/ou melhorar o potencial de adaptacdo e manuseio do biomaterial obtido,
sem afetar a biocompatibilidade, assim como as propriedades bioldgicas do material. Para
isso, neste trabalho o colageno foi utilizado como um segundo biomaterial nas fibras
eletrofiadas.

Por este motivo, foi realizado um estudo usando o coldgeno na obtencdo de um
biomaterial, visando a regeneracao da pele. No entanto, produzir fibras eletrofiadas com
polimeros provenientes de fontes naturais apresenta algumas dificuldades quando

comparado com a fiagdo de polimeros sintéticos. Por esse motivo, foi realizado estudo de
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fiacdo do colageno tipo I, usando como suporte de fiacdo poli(alcool vinilico), avaliando
as variaveis com maior influéncia no processamento como a vazdo, a voltagem, a
distancia de percorrido e a relagdo em massa de Col_1/PVA (LI et al., 2017).

Como foi registrado na literatura, existe uma dificuldade para eletrofiar o coldgeno
puro, que esta relacionado principalmente a sua estrutura e solubilizacdo, o que tem sido
um impedimento para preparagdo de estruturas nanofibrilares contendo apenas colageno
I, sem hidrolisar a sua estrutura (ELAMPARITHI et al.,2015). Como foi registrado em
2015 por PUNNOOSE et al., que realizaram estudo com objetivo de avaliar esta
problematica, listando diversos problemas relacionados a fiacdo desta macromolécula.
Um dos principais problemas da fiacdo do colageno relatado pelos autores baseia-se na
dificuldade da solubilizacéo. Essa dificuldade é atribuida as longas cadeias, além da sua
estrutura helicoidal tripla. Com o propdsito de criar nanofibras de colageno tipo I,
diminuindo a degradacdo e/ou a hidrolise do polimero, foi proposto usar o poli(6xido de
etileno) (PEO) de ultra massa molar, como polimeros coadjuvante de fiacdo proposto para
a producdo de fios com didmetros homogéneos e estaveis livres de defeitos.

No entanto, nesta pesquisa usou-se o poli(alcool vinilico) (PVA), devido ser um
polimero de fécil fiacdo, hidrossolUvel que apresenta excelente biocompatibilidade. Além
disso, foi relatado por LIN et al. em 2012 que as fibras formadas pela mistura de PVA
com o coléageno tipo | promoveu melhoras na proliferagéo dos fibroblastos sobre as fibras,
assim como também nas propriedades mecanicas, quando comparadas com as fibras
fiadas de colageno puro. Esses resultados anteriores mostraram, assim, a viabilidade na
implementacdo do colageno como camada na superficial de fibras de PVA para produzir
um material adequado para a aplicacdo proposta neste trabalho — estruturas porosas para

tratamento dérmico.

5.2.1 Avaliacédo na formulacgéo da solugéo Col_1/PVA.

Inicialmente, foi testado o processo de eletrofiacdo do colageno | puro, com uma
concentracdo de 4%, p/v usando como solvente AC:AQ (1:1). Porém, ndo foi possivel a
eletrofiacéo da solucéo, que apenas gotejava durante o processo. A solucéo foi testada em
eletrofiacdo, variando a voltagem, a distancia percorrida e a vazdo, como mostrado na
Tabela 11.
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Tabela 11. Condices de eletrofiacdo utilizadas para misturas de Col_1/PVA.

Conc. total Razéo Conc. PVA Distancia Voltagem Vazéo
polimero  Colageno:PVA (%) (cm) (kV) (ml/h)
(%)
4:0 0 0,2
4 2:1 2 10-15 10 - 20 0,2,0,5
1:1 4 0,2-0,5

O colageno 1 utilizado neste trabalho se mostrou de dificil de solubilizacdo. Porém
com a solug&o preparada de colageno puro (0% de PVA), observou-se que a solu¢do ndo
conseguiu atingir uma estabilidade duradoura caracteristica, ocorrendo separacao de fases
uma vez deixada em repouso ap0s mistura por agitacdo magnética, como é mostrada na
Figura 26. A solucéo apresentou aglomeracdes do colageno solubilizado apés de 12 horas
de repouso a temperatura aproximada de 4°C. Para esta solucdo, ndo foi possivel
conseguir as condicgdes para a formacdo do cone de Taylor e, consequentemente a
eletrofiacdo das solucdes. A impossibilidade de eletrofiar o coldgeno puro foi atribuida a
impossibilidade em obter solu¢cGes homogéneas deste colageno, ja que as solucdes obtidas
foram instaveis de tal forma, que apresentaram separacao de fases uma vez deixadas no

repouso apos da mistura.

100AC/AQ 75AC/AQ

Aglomerado:
“— ol 14PVA

Figura 26. Imagens da solucdo de colageno tipo | em AC glacial e dgua ultrapura (AQ) com
relacdo volumétrica. A) solucao ap6s da solubilizacdo. B) Solucéo de 75Col_1/PVA apo6s de 12
horas em repouso a 4°C.
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A solucdo 2% Col_1/PVA e 4% Col_1/PVA foram levadas a eletrofiacdo, variando
a vazdo e a voltagem. No entanto, s6 foi possivel eletrofiar e obter fibras com diametros

homogéneos como foi observado no item seguinte.

5.2.2 Avaliacdo morfoldgica das fibras de Col_1/PVA.

Para as concentracdes de 2% de Col_1/PVA foram formadas fibras com dois
diferentes didmetros. Para uma vazdo de 0,2 ml/h, foram encontradas fibras na escala
nanométrica com didmetro médio de 132 nm e outras fibras com didmetro de 1.113 nm.
Esta diferenca nos didmetros pode ser atribuida a instabilidade da solugdo, criando jatos
duplos, assim como uma possivel separacdo do PVA do colageno, como foi descrito por
GOLCALVES em 2015, que relatou que o PVA possui a caracteristica de formar fibras
finas na escala nanométrica (121 nm). O valor de didmetro encontrados pelo autor é
proximo ao diametro encontrado para PVA neste trabalho.

Por outro lado, observa-se na Figura 27 que com o incremento da vazdo, criou-se
maior instabilidade no jato, promovendo deposicdes grosseiras na base do papel aluminio
usado como alvo e uma camada de microfibras sobrepostas compostas possivelmente de
PVA, gerando fibras com diametros maiores (243 nm). Tal fato poderia ser esperado, ja
gue com o incremento da vazdo, a quantidade do polimero disposta na ponta da agulha
aumenta, gerando fibras com didmetros maiores em relacdo as fibras obtidas na vazéo de
0,2 ml/h.

Para dar continuidade ao trabalho, foi aumentada a concentragéo do PVA na solucéo
de 2% para 4%, obtendo uma relacdo volumétrica 1:1 (4%Col_1/PVA). Com esta nova
solucdo foi possivel encontrar fibras com diametros mais homogéneos. Também nao se
observou a separacdo dos componentes da solugdo na hora de fiagéo e a formacao de um
segundo jato. Por este motivo, foi realizado estudo mais detalhado das fibras obtidas com
esta formulacéo.

Foi preparada solucdo de colageno tipo | em conjunto com o PVA (4%Col_1/PVA),
na razdo 1:1 em massa. Esta solucéo foi empregada no processo de eletrofiacdo por um
tempo de 20 minutos em diferentes voltagens, para cada amostra para investigar o efeito
da voltagem sobre a morfologia das fibras. Na Figura 27 s@o mostradas as imagens de
MEYV de fibras obtidas nas seguintes condi¢fes de processamento: distancia percorrida,
16 cm; e voltagem, 17,5 kV. Essas condi¢6es foram usadas com o objetivo de manter a
estabilidade do cone de Taylor durante o processo de eletrofiacéo.
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Figura 27. Imagens de MEV das fibras eletrofiadas das solu¢6es de 4% de Coladgeno com
variagdo da concentracdo de PVA com voltagem fixa de 17 kV e com variacao da vazdo: 0,2
ml/h; 0,3 ml/h e 0,5 ml/h.

Foi observada que com a solucdo de 4%Col_1/PVA, obteve-se melhor formacao de
fibras para menores vazdes, como mostrado na Figura 27, onde para uma vazao de 0,2
ml/h originou fibras com didmetros mais homogéneos, que foi atribuido a uma maior
estabilidade no cone de Taylor. A estabilidade mencionada parece ser alterada com o
aumento da vazdo, criando maior formagdo de contas e fibras com maior variagdo no
didametro. No entanto, para a vazdo de 0,5 ml/h, foram obtidos dois tipos de fibras com
didmetros completamente diferentes, atribuido & desestabilizacdo do processo, que pode

ter formado jato duplo, sendo um deles responsavel pela diminuicdo significativa de
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fibras, quando comparadas com as amostras obtidas para as duas vazdes menores. O
observado é concordante com o reportado por SHAMIM et al.,, em 2012, que
demostraram que com o aumento da vaz&o cria-se um acréscimo no diametro das fibras
bem como o aumento no numero de defeitos (fibras grosas com fibras menores),
encontrando até mesmo fibras ramificadas. Defeito, como coalescéncia, foi atribuido ha
um tempo de voo menor ou inadequado para permitir a evaporacdo completa dos

solventes usados no processo de fiaco.

5.2.3 Analise estrutural das fibras eletrofiadas de Col_1/PVA.

O objetivo de este estudo, foi obter um biomaterial com melhoria na
biocompatibilidade com a pele, mostrando condi¢des de adsorcao similares com as do
tecido hospedeiro. Para isto, implementou-se o uso do colageno na formulacdo destas
fibras. Neste ponto do trabalho, foi considerado relevante verificar a presenca da estrutura
tipica que diferencia o colageno tipo I, para corroborar que o colageno ndo sofreu
hidrolise ou degradacdo completa em nenhum dos estagios que envolve o processo de
eletrofiacdo. Isto devido a que dita estrutura representa a presenca do colageno que a pele
tem, a perda de esta estrutura tripla hélice representaria a degradacdo ou hidrolise do
colageno convertendo-o em outra proteina a gelatina.

A estrutura helicoidal carateristica do colageno tipo I, foi estudada usando FTIR-
ATR. As andlises foram feitas na faixa de 400 a 4000 cm™, com o objetivo de avaliar a
composic¢do quimica e estrutural dos trés materiais utilizados nesta parte do trabalho,
avaliando a preservacdo da estrutura da hélice tripla que compde o colageno tipo I. Assim,
as fibras obtidas com a solucdo de 4%Col_1/PVA foram analisadas e o0s espectros foram
comparados com 0s espectros obtidos do colageno nativo (Col_1) e do PVA em pellets
(Figura 28). A comparacdo das bandas relatadas na literatura e aquelas obtidas
experimentalmente sdo apresentadas na Tabela 12, onde foram registradas as bandas
caracteristicas para o colageno tipo | nativo, assim como para o0 PVA reportadas na
literatura e comparadas com as bandas encontradas nas fibras eletrofiadas de Col_1/PVA,
assim como o0s materiais usados para o desenvolvimento destes filmes, avaliando a

estrutura desta blenda, como foi mostrado por ZHANG et al., 2016.
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Tabela 12. Comparacdo entre as bandas encontradas na amostra 4%PVC/Col_1 e as bandas
caracteristicas no espectro de infravermelho (FTIR-ATR) para o Colageno tipo | (Col_1)eo
poli(alcool vinilico)

NUmero de onda (cm™)
Literatura  Experimental

Tipo de vibracgédo

3312 3292 Vibragdes do grupo N-H, O—H (amida A)
3086 3083 Vibragdes de elongagéo C — H da Amida B
1652 1643 Vibracdes de elongacdo da Amida I (C=0)
1550 1548 Vibracdes de elongagédo da N-H e C-N (amida I1)
1240 1239 Vibragdes complexas C—N, N-H, CH> Amida I11
1093 1064 Vibragdes de elongagdo do C-O-H
: 1238
120 - Amida Il
110 T
o L PVA pellets
100 : A , . W e .
= 80 [/ WA | 5
£ | b 'ﬁ (W | [ |PVALCol
) = o of
§ 70 W N 1/ |
': } \ -‘ IE; i | i ’J‘I | 1 | \
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N 3296 Amida Bi | ‘ ( ) ? L] ..'|
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Figura 28. Espectros de FTIR-ATR comparativo para as fibras eletrofiadas de PVA-Col_1,
colageno tipo | e pellets de PVA na faixa entre 4000 e 500 cm™.

A Figura 28. apresenta bandas representativas no espectro de infravermelho,
referentes ao colageno tipo I, ao poli(alcool vinilico), assim como para as fibras
eletrofiadas das misturas destes dois materiais, mostrando as bandas tipicas do colageno
tipo 1. Foi observado que a banda em 3296 cm™, representa as vibragdes de alongamento
da ligacdo N-H referente & amida A presente no coladgeno. A banda é também observada

para 0 PVA. No entanto, € importante ressaltar que a banda mostrada para as fibras
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eletrofiadas da solucdo de 4%Col_1/PVA apresentou a mesma banda nesse nimero de
onda, 0 que é concordante com o relatado por ZHANG et al., que atribuiu a presenca
desta banda como evidéncia da ndo desnaturacdo total das cadeias micro fibrilares do
colageno tipo I em nenhum dos estagios do processamento de eletrofiacéo.

Por outro lado, foi observado que os solventes acidos usados ndo influenciaram de
forma significativa a hidrolise do colageno, segundo o reportado em 2018 por XUESHI,
et al. Os autores relataram um deslocamento da banda referente a amida A de 3312 cm
para 3278 cm™ para 0 colageno nativo, comparado com as fibras de colageno |
eletrofiadas, atribuindo a uma destruicdo significativa das cadeias microfibrilares do
colageno, devido a forgas polares do solvente usado (HFIP) e as forgas eletrostaticas
submetidas durante a eletrofiacéo.

Neste trabalho, observou-se a presenca da banda de absorgio em 3083 cm™ referente
a Amida B no colageno puro. N&o foi encontrada essa banda no espectro obtido para as
fibras eletrofiadas de 4%Col_1/PVA. O fato foi atribuido ao enfraquecimento das
ligacGes de hidrogénio intermoleculares. Além disso, observou-se (Figura 29) uma
diminuicdo da intensidade da banda tipica do colageno relacionada com a estrutura
helicoidal da hélice tripla em 1548 cm™, o que demostrou alteragdes significativas na

estrutura do colageno, que pode estar relacionada a perdas na sua estrutura secundaria.
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Figura 29. Regido de 1000 a 1600 cm-1 dos espectros de FTIR -ATR comparativo para a banda
de 1548 referente a estrutura helicoidal do colageno | e apds da eletrofiacéo.
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A evidente a diminuicio da intensidade da banda localizada em 1548 cm™,
relacionada a amida Il no espectro das fibras de Col_1/PVA quando comparada com o
espectro do coldgeno | nativo, é ressaltada na Figura 29. Essa diminui¢do pode ser
atribuida a desnaturacdo do coldgeno no processo de eletrofiacdo, ja que esta banda
representa a presenca da estrutura helicoidal da hélice tripla, caracteristica do colageno
tipo 1 (KUMAR E FREUD, 2015). A quantificacdo desta hidrélise do colageno foi
avaliada pela intensidade das bandas referentes a amida B e especialmente pela banda de
amida Il (1548 cm™) mostrada na Figura 29. Estas intensidades foram medidas usando
estudo das areas destas bandas obtidas para as fibras de 4%Col_1/PVA, e por relagédo
direta foi encontrado que apds o processo de eletrofiacdo, o colageno apresentou
aproximadamente 45% de hidrolise na cadeia helicoidal. No entanto, ndo é possivel
afirmar que esta degradacdo ocorreu somente na eletrofiacdo, pois pode ter ocorrido
também durante solubilizac¢do do colageno, devido ao uso do aguecimento para melhorar
a solubilizacdo, tanto do PVA quanto do colageno. Para estudar esta degradacdo, foi
realizada a analise térmica das fibras, com o objetivo de avaliar como essa macromolécula

natural apresenta-se na fibra.

5.2.4 Anaélise térmica das fibras.

Na Figura 30. , observa-se um pico endotérmico préxima a 60°C, atribuido ao processo
de desnaturacdo do colageno, mostrando que o colageno utilizado possuia um indice médio
de hidratacdo. Segundo SAMOUILLAN et al. (2011), que reportou que a temperatura de
desnaturacdo do colageno tipo | pode iniciar em 36°C e chegar a 200°C para colagenos
completamente hidratado e completamente desidratado, respetivamente. Além disso, foi
confirmada a desnaturacdo do coldgeno como observado na curva de DSC da Figura 30. , 0

segundo aquecimento mostrado na ndo apresentou variagdes significativas para o colageno.
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Figura 30. Curvas de DSC do primeiro aquecimento na faixa de 0°C -250°C com fluxo de calor
de 10°C/min. Avalicdo térmica por DSC para as fibras de 4%PVA/Col, o Colageno | e a PVA.

Exo

Fluxo de calor (J/g)

k
PVA Pellets

4%PVAI/Col_1

=

Colageno |

Endo

1
50 100 200

Temperatura (°C)

150

Figura 31. Curvas de DSC do Segundo aquecimento para as fibras de 4% Col_1/PVA, PVA e

colageno I, na faixa de 0°C até 200°C.

Também foi observado nas curvas de DSC apresentadas nas Figura 30. e Figura 31.

, que representam as transi¢Oes térmicas para o colageno e para as fibras de Col_1/PVA,
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que ndo sdo mostrados deslocamentos dos picos principais atribuidos ao processo de
hidrélise da estrutura helicoidal do coldgeno tipo I. No entanto, o pico referente as fibras
eletrofiadas mostraram um pico mais estreito e com maior intensidade, quando
comparado com o pico gerado para o colageno puro. Esse comportamento pode estar
relacionado a presenca de cristais mais definidos nas fibras, devido a presenca do PVA
nas fibras eletrofiadas, que favoreceu o rearranjo das cadeias do colageno no processo de
fiac&o.

Por outro lado, foi observado que o segundo aquecimento (Figura 31) ndo
apresentou pico caracteristico de degradacao do colageno, esperado ocorrer em torno de
50°C (Tq), 0 que demonstrou que a degradacdo do colageno ocorreu por completo no
primeiro aquecimento, conforme relatado por ASRAM et al., em 2010.

5.3 Eletrofiacéo de fibras nacleo—casca de PCL — Col_1/PVA

A obtencdo de um biomaterial com estruturas similares as da MEC e capaz de
promover a reconstituicdo da pele, usando materiais poliméricos com propriedades de
compatibilidade com o tecido epitelial foi o foco principal deste trabalho. Para atingir este
objetivo, procurou-se utilizar o coldgeno para melhorar as condi¢bes de
biocompatibilidade do biomaterial produzido ao entrar em contato com o tecido
lesionado. No entanto, estudos desenvolvidos para a fiacdo do coldgeno puro, mostraram
uma grande dificuldade, atribuida a sua estrutura complexa (MILLAN, 2016).

Em trabalho publicado anteriormente na literatura, é relatado sucesso na obtencéo de
nanofibras de colageno por eletrofiacdo, mas é registrado que as fibras possuiam baixa
propriedade mecénica de tracdo quando comparadas com as propriedades mecéanicas da
pele (BURCH, et al., 2017).

Por outro lado, outros estudos realizados para tratamento de feridas, usaram o PCL
para obter mantas fibrilares com condicgdes eficazes para este tipo de problemas, devido
a biocompatibilidade, além de boas propriedades mecanicas de tracdo, o que faz deste
tipo de manta fibrilar um promissor material para aplicagdo como curativos funcionais
(VENUGOPAL et al., 2006; DIAS et al., 2016).

Com base nos estudos mencionados, foi proposto neste trabalho criar estruturas
fibrilares formadas por coldgeno e PCL, que possuam caracteristicas de
biocompatibilidade e adesé&o celular que o colageno oferece ao biomaterial, mas com as
propriedades mecanicas do PCL. Essa estrutura poderia permitir que o curativo produzido

contasse com caracteristicas eficazes para a regeneracdo da pele, contando com
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propriedades mecanicas, fisicas, quimicas e estruturais proprias da MEC da pele. Porém,
a mistura do colageno com o PCL apresenta uma dificuldade relacionada com
caracteristicas quimicas destes polimeros, ja que o PCL é um polimero altamente
hidrofobico, enquanto que o colageno apresenta caracteristicas hidrofilicas. Para
solucionar este tipo de problematica, foi implementada a preparacao de fibras por meio
da eletrofiacdo coaxial, com o objetivo de obter fibras com estrutura ndcleo — casca.
Assim, objetivou-se a obtencéo de fibras que fossem constituidas por nucleo formado por
PCL para favorecer a melhora nas propriedades mecanicas da fibra, e uma casca composta
por uma blenda de PVA e colageno para promover melhoras na biocompatibilidade.

Para a obtencdo deste tipo de fibra realizou-se o estudo das variaveis que influenciam
0 processo de eletrofiagdo, tomando como ponto de partida as condic¢des estudadas na
eletrofiacdo monolitica destes materiais descritas no capitulo anterior. Para esta
finalidade, foram testadas diferentes condicdes do processo de eletrofiacdo coaxial, com
0 objetivo de estudar a influéncia dessas variaveis na morfologia das fibras obtidas.

Com base nos estudos realizados para a eletrofiacdo monolitica, foram escolhidas para
desenvolver esta fase da pesquisa as duas solucGes dos dois diferentes polimeros
constituintes da fibra nacleo-casca desejada. Para eletrofiar o colageno, foi escolhida a
solucdo 4%Col_1/PVA com relacdo em massa de 1:1, no sistema de solvente AC-agua
(1:1). Para o PCL, foi usada solu¢do com concentracdo de 10% de polimero, no sistema
de solvente 70DMF/DCF.

Para a obtencéo das fibras nucleo — casca, as solugdes foram dispostas de tal forma
que a casca fosse formada pela mistura de PVA/colageno, enquanto que o nucleo fosse
formado por PCL. As solucGes foram eletrofiadas usando um dispositivo com agulhas
coaxiais desenvolvido no Laboratério de Catalise para Polimerizacdo, Reciclagem e
Polimeros Biodegradaveis (LCPRB) do IMA-UFRJ. Este estudo foi desenvolvido usando
a influéncia de varidveis como: a vazao, a voltagem e a distancia de percorrido sobre a
morfologia das fibras produzidas. A avaliacdo morfoldgica foi realizada usando anélises

de MEV, como sera descrito a seguir.

5.3.1 Influéncia da VVazéo nas fibras nucleo — casca.

Como observado na eletrofiacdo monolitica, a vazdo é uma das varidveis com maior
influéncia na morfologia das fibras, motivo pelo qual o estudo de condigdes 6timas para

0 processo de eletrofiacdo coaxial foi desenvolvido. Devido ao uso de duas solucgdes
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simultaneas neste processo, estas variacdes influenciam significativamente a formacéo
das fibras com estrutura ndcleo — casca.

Primeiramente, foi estudada a influéncia da vazéo da casca no processo. Para isto, foi
fixada a vazao do nucleo (solucdo de PCL) com valor de 0,05 ml/h, variando somente a
vazdo da solucdo da casca (4%Col_1/PVA). Os resultados obtidos encontram-se nas
micrografias da Figura 32., onde é apresentado um comparativo da morfologia das fibras
obtidas com duas vazdes diferentes da solugéo que gerou a casca das fibras coaxiais, 0,3
e 0,2 ml/h. Como observado Figura 32.A para a vazdo de 0,3 ml/h, obteve-se fibras
aleatérias com diametros de aproximadamente 3,9 um. Entretanto, estas fibras nédo
possuem uniformidade no didmetro, mostrando diametros muito maiores que 0s
didmetros encontrados para a vazdo de 0,2 ml/h (167,7; + 70,4nm). Esse resultado é
concordante com os resultados relatados por DA SILVA (2017), que obteve um
incremento no didmetro das fibras obtidas por eletrofiacdo coaxial ao aumentar a vazao
da casca. O autor atribuiu 0 aumento no diametro da fibra a uma elevada quantidade de
solucdo polimérica que gerou corddes como resultado da desestabilidade do cone de

Taylor.

il
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View fleld: 20.8 ym = SEM MAG: 10.0kx | 5 pm View fleld: 208 pm  SEM
Date(midly): 03/16/18 WD: 11.84 mm COPPE/UFRJ Diste{mudiy): D306/18 WOD: 16.34 mm COPPE/UFRJ

Figura 32. Imagens de MEV mostrando a influéncia da vazao da casca na morfolégica do
sistema coaxial de Col_1/PVA — PCL, usando 17 kV e 10 cm de distancia percorrida. A) vazédo
casca: 0,3 ml/h. B) vazéo casca: 0,2 mi/h.

Ap0s do estudo da influéncia da vaz&o da casca na formacdo das fibras coaxiais,
foi realizado um estudo do efeito da vazdo da solugdo formadora do nucleo das fibras,
tomado como fixa uma vazéo da casca de 0,2 ml/h, distancia de percorrido de 10 cm e
voltagem de 17 kV, conforme havia sido estabelecido nos estudos de eletrofiagio

monolitica.
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Foi variada a vazao da solucdo de PCL em trés diferentes valores com o objetivo
de estudar a influéncia desta na eletrofiacdo coaxial. Isto foi feito considerando que é
importante fornecer uma quantidade de material interno de tal forma que seja possivel
formar uma fibra interna fina e continua. Como foi registrado na literatura, para a
formacdo do cone de Taylor na eletrofiacdo coaxial, € importante manter uma relacéo
entre as vazoes interna e externa de forma tal que seja mantido um jato concéntrico das
duas solucdes, evitando deformacdes e/ou defeitos, assim como o gotejo das solucgdes
sobre o coletor. Os resultados do estudo desenvolvido para avaliar a influéncia da vazéo
interna da solucéo de PCL (0,05, 0,06 e 0,07 mi/h) sobre a morfologia das fibras € mostrada

na Figura 33.

|
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SEM 20,0 KV . Det: SE | VEGA3 TESCAN V i | VEGA3Z TESCAN
Miew fleld: 20.8 pm | SEM MAG: 10.00 kx | 5 pm %

Date{mid/y]: 03/2818|  WD; 12.05 mm COFPEIUFRJ COPPEUFRJ

Figura 33. Imagens de MEV das fibras nicleo — casca covarlaga vazdo do nucleo (PCL)
usando 17 kV e 10 cm de distancia percorrida: A) 0,05 mi/h. B) 0,06 mi/h. C) 0,07 mi/h.

67



Na Figura 33, € visto que a vazdo interna influencia diretamente a formacéo de fibras
homogéneas, que é atribuida a estabilidade do cone de Taylor, devida a baixa razdo entre
as duas vazdes usadas no processo de eletrofiacdo (2,86) para a vazdo de 0,07 ml/h.
Também se observa aglomerados nas fibras produzidas, o que foi atribuido ao
gotejamento apresentado nesta vazao.

Por outro lado, a diminuicdo da vazéao da solucéo de PCL interna resultou na reducao
do didmetro médio da fibra, como observado na Figura 33. De acordo com as micrografias
mostradas na Figura 33.A e 33.B, foi encontrado para a vazdo de PCL de 0,05 mi/h um
diametro de 278,5 nm (£ 98,2), e para a vazao de 0,06 ml/h um diametro médio de 430
nm (£ 231). Esses resultados mostram que a vazdo interna influencia diretamente a
morfologia das fibras fiadas, concordando com o reportado por ELAHI et al. (2010), que
observaram que, se a vazao interna é muito baixa, sdo observadas descontinuidades no
nacleo da fibra obtida. No entanto, se a vazdo é muito alta, serd criada uma
desestabilidade no cone de Taylor, fazendo com que os dois jatos eletrofiados se separem,

criando fios com composicdes diferentes, ndo confinados.

5.3.2 Influéncia da voltagem nas fibras.

Realizou-se estudo da influéncia da voltagem usada no processo de eletrofiacéo
na formagdo das fibras com morfologia ndcleo — casca. Para isto, foi variada a
voltagem, considerando as melhores condi¢des de vazdo encontradas para as duas
solucdes usadas, objetivando otimizar a melhor voltagem capaz de produzir fibras
nicleo — casca continuas, sem contas ou perolas, e com diametros relativamente
uniformes.

Nesta etapa da pesquisa, foi analisada a voltagem na faixa compreendida entre 15
— 20 kV, valores obtidos na eletrofiacdo monolitica para cada um dos materiais
estudados. Os resultados do estudo sobre a influéncia da voltagem na morfologia das

fibras sdo apresentados nas imagens de MEV da Figura 34.
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Figura 34. Imagens de MEV mostrando a influéncia da voltagem na morfologia das fibras
nacleo — casca obtidas com o sistema de PCL-Col_1/PVA com 10 cm de distancia percorrida:
A) 15kV, B) 16 kV, C) 17 kV e D) 19 kV.

Pela Figura 34. , foi possivel observar a formacdo de fibras homogéneas,
mostrando que as quatro tensdes aplicadas se encontravam dentro do intervalo
necessario para superar a tensao superficial das solugdes poliméricas utilizadas. No
entanto, para a variagdo da voltagem de 15 para 16 kV, observou-se diminuic¢éo do
didmetro médio de 323,1 nm (£91,6) para 345,9 nm (+171,4), respectivamente. O
resultado observado pode ser atribuido as forcas eletrostaticas que atuam nas
solucBes, permitindo maior aceleracdo do jato durante a formacdo da fibra, o que
resulta em diametros menores. Porém, quando a tensdo é mais alta (17 e 19 kV), ha a
formacao de fibras colapsadas, devido a alta velocidade do jato formador da fibra, que
ndo permite a evaporagdo completa dos solventes (VELLAYAPPAN et al., 2016).

Para as micrografias apresentadas na Figura 34C e 34D de fibras obtidas com

tensbes de 17 e 19 kV foi observada fuséo das fibras formadas, além da presenca de
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contas para a voltagem de 19 kV. A presenca desses defeitos foi atribuida a uma
voltagem excessiva para as solugdes dos polimeros utilizados, em concordancia com
o que foi mencionado no paragrafo anterior.

Uma vez estudada a influéncia da voltagem, foram fixadas as condicGes de
operacdo da eletrofiacdo coaxial, tendo-se a vazéo do nucleo e da casca, assim como
a voltagem que gerou as melhores fibras. Com essas condicdes ja definidas, se
realizou um estudo para encontrar a melhor distancia entre a agulha e o coletor, que

sera discutido a seguir.

5.3.3 Influéncia da distancia percorrida.

Como foi descrito para a eletrofiagdo monolitica, a distancia percorrida pelas fibras
fornecera as condigdes necessarias para que 0s solventes usados sejam evaporados,
permitindo a deposicdo das fibras secas, evitando assim a coalescéncia entre elas. Porém,
na eletrofiacdo coaxial, por se tratar de duas solugdes diferentes, é importante avaliar a
evaporacdo dos solventes, considerando as diferencas quimicas existentes entre eles.

Para este sistema de eletrofiacdo coaxial foram usadas quatro diferentes distancias
percorridas (10, 12, 14 e 16 cm). As micrografias obtidas para cada uma das distancias
usadas sdo mostradas na Figura 35.

Como pode ser observado na micrografia gerada pela eletrofiacdo coaxial com uma
distancia de 10 cm, as fibras apresentaram aglomeracéo, o que indicou que a distancia
ndo permitiu a evaporagdo completa dos solventes. Concluiu-se que, mesmo que fossem
geradas fibras, elas se fundiriam conforme fossem depositadas no alvo, diminuindo ou
eliminando os espagos vazios entre as fibras.

Por outro lado, nas micrografias geradas a partir de fibras obtidas com as outras trés
distancias geraram fibras sem aglomeracdes. Entretanto, para as distancias de 14 e 16 cm,
foram encontrados contas e defeitos que aumentaram em tamanho com o aumento da
distdncia, além de fibras com variacdes significativas no diametro, atribuido
possivelmente a distancias percorrida promover leves desestabilizagbes no cone de

Taylor.
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Figura 35. Imagens de MEV mostrando a influéncia da distancia percorrida na morfologia das
fibras nucleo-casca obtidas por eletrofiagdo coaxial. A) 10 cm, B) 12 cm, C) 14 cm e D) 16 cm.

Finalmente foi observada na Figura 35. B fibras com didametros mais homogéneos
(346,6 nm; £ 179,3), demonstrando que 12 cm parece ser a distancia mais adequada para
a fiacdo, j& que parece ter permitido a evaporagdo completa dos solventes usados nas duas
solucBes poliméricas.

Apbs serem avaliadas a influéncia das variaveis vazdo, voltagem e distancia
percorrida na eletrofiacdo coaxial sobre a morfologia, foram escolhidos os melhores

valores para obter estruturas fibrilares com fibras nicleo — casca (Tabela 13).

Tabela 13. Valores usados para a obtencdo de amostras nuicleo — casca.

Variavel Valor Unidades
Vazédo PVA/Col 1 0,2 mi/h
Vazao PCL 0,05 mi/h
Voltagem 16 kv
Distancia de percorrido 12 cm
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Uma vez preparadas, as amostras de fibras foram caracterizadas com o objetivo de
avaliar a formacdo da estrutura nucleo — casca. Entre as técnicas de caracterizagéo,
avaliou-se a superficies das fibras por microscopia de fluorescéncia, &ngulo de contato e
FTIR-ATR. Foi realizado ainda um estudo in vitro da degradacdo do coldgeno com o
intuito de avaliar a cinética de entrega de ativo que o filme teria para ser usado como

curativo para pele.

5.3.4 Microscopia de fluorescéncia

Foi realizado estudo do recobrimento das fibras pela mistura de Col_1/PVA usando
microscopia de fluorescéncia. Para isto, foi usada a Rodamina, a qual foi adicionada na
solucdo antes da eletrofiacdo com o objetivo de fixa-la nas cadeias do colageno.

A Rodamina presente na solugdo externa das fibras permitiu identificar as fibras
cuja superficie estivesse sido formada pela solugdo de 4%Col_1/PVA, ja que ao ser
submetidas ao feixe de luz de fluorescéncia, estas apresentariam uma coloracdo verde
brilhosa. Os resultados deste estudo sdo mostrados na Figura 36. .

Na Figura 36A, sdo mostradas fibras eletrofiadas de PCL com rodamina. Observa-
se que as fibras apresentaram contraste com o fundo verde dada pela coloragdo da
lampada. Porém, as fibras ndo mostraram nenhum indicio de adesdo da rodamina nas
cadeias do polimero. Também foi possivel observar que as fibras produzidas com o
sistema de agulhas coaxiais (fibras ndcleo — casca) mostraram uma coloragdo verde
brilhante na superficie delas mostrando com que as fibras contam com uma camada
superficial de Col _1/PVA. Esses resultados sugeriram a possivel obtencdo de fibras
nacleo-casca.

Outra forma de corroborar se as fibras obtidas nesta pesquisa possuem uma estrutura
de ndcleo — casca, se baseou no aproveitamento da diferenca na hidrofobicidade existente
entre o PCL e a solucdo de Col_1/PVA. Para alcancar este objetivo, foi realizado medicédo

do angulo de contato entre os trés filmes produzidos e estudados neste trabalho.
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Figura 36. Micrografias de fluorescéncia para: A) sistema nucleo-casca composta por PCL no
nucleo e PVA/Col 1 na casca. B) fibras monoliticas de PCL.

5.3.5 Molhabilidade dos filmes

Com base na hidrofobicidade das fibras de PCL, foi realizada a analise de &ngulo
de contato com o objetivo de avaliar o recobrimento das fibras com a blenda de
COL_1/PVA. Considerando que tanto o colageno como o PVA sdo materiais altamente
hidrofilicos, o que indicaria que a sua presenca na superficie das fibras geraria angulos
menores, devido a capacidade de molhabilidade e espalhamento da gota sobre a superficie
do filme.
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A Figura 37. mostra a gota depositadas sobre a superficie dos trés filmes
produzidos e estudados, com o propdsito de avaliar a formacéo das fibras nucleo — casca.
A figura mostra a gota sobre a filme de PCL (A), sobre o filme do COL_1/PVA (B) e
sobre um filme de fibras coaxiais (C). Foram medidos os angulos externos formados entre

a gota depositada e a superficie do filme analisado.

115,72° 32,70° 35,85°

Figura 37. Medida do angulo de contato para as fibras eletrofiadas. A) Fibras de PCL, B) Fibras
de PVA/COL 1, e C) fibras nlcleo — casca de PCL — PVA/COL 1.

Como mostra a Figura 37, o angulo medido para o filme de fibras nucleo-casca
(35,85°), encontra-se muito préximos aos angulos medidos para as fibras monoliticas de
COL_1/PVA (32,70°), com uma diferenca aproximada de 10% entre os filmes destas
fibras. Para a superficie do filme de PCL, foi observado um angulo da gota alto (115,72°),
compativel com materiais altamente hidrofébicos. Esse valor € relativamente distante ao
encontrado para o filme de fibras nlcleo-casca, indicando que a superficie do filme obtido
por eletrofiacdo coaxial apresenta uma cobertura de Col_1/PVA como era o esperado.

No entanto foi decidido realizar uma andlise estrutural das fibras usando FTIR —
ATR, com o objetivo de avaliar mais detalhadamente se o PCL foi recoberto por completo

ou se ainda se encontra fragfes na superficie.

5.3.6 Microscopia eletrdnica de transmissao

A formacdo de fibras com estrutura nucleo-casca foi também investigada por meio
da microscopia eletronica de transmissao (MET), quando tentou-se confirmar a referida
estrutura, avaliando a interface presente entre o ndcleo e a casca das fibras. Para tal,
aproveitou-se da diferenca de densidade entre as duas fases. Para avaliar a influéncia das
variaveis de eletrofiacdo sobre a espessura da casca e o diametro do nucleo, foi
investigada principalmente a influéncia da vazdo na casca e no nucleo. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Figura 39 e 39.
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Figura 38. I\/'Iicroscop'ia de Transmissdo das fibras nlcleo — casca obtidas para o sistema de
PCL — Col_1/PVA

Como observado na Figura 39. , foram geradas fibras nicleo — casca, onde o nucleo
das fibras apresentou continuidade em todo o seu comprimento. Porém, as fibras
apresentaram espessura da casca muito fina comparada com o diametro da fibra interna.
Isto atribuida a uma baixa relagdo entre as duas vazdes (vazédo do nucleo / vazao da casca).
Além disso, pode se observar (Figura 38A) a formacao de contas na fibra que compde o
nucleo das fibras o que corrobora uma vazao do nucleo elevada para o sistema trabalhado.
A morfologia das fibras foi estudada variando a vazao da solugédo da casca e a voltagem

aplicada. Porém, estas apresentaram diametros aleatérios (Figura 39. A), atribuidos a
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cargas excessivas geradas pela alta voltagem aplicada. Os diametros foram medidos com
0 objetivo de avaliar estas variacdes e a influéncia das condi¢cBes do processo na
morfologia é apresentada na Tabela 14.

VOLTAGEM (kV)

17,5

15

"\-‘|U=J|I’.‘a»

:'\.'lklu|l'_‘»|u

>
0,2 0,5 VAZAO (mL/h)

Figura 39. Microscopia de Transmissdo das fibras nucleo — casca com variagdo da vazdo e a
voltagem.
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Tabela 14 mostra que ha um incremento de aproximadamente 250% na espessura da

casca das fibras com o aumento da vazéo de 0,2 para 0,5 ml/h (aumenta de 14,11 para

34,98 nm), devido a maior quantidade de material disponivel para a formacao das fibras.

Tabela 14. Medidas de diametro das fibras nucleo — casca obtidas para as condi¢des analisadas,
Vazdo no nucleo: 0,05 mi/h.

Variaveis

Diametros
(nm)

Amostra A

Vazdo: 0,2 ml/h
Voltagem: 17,5kV.

Dint: 68,50
Dnuc: 41,83
Decasc: 13,33

Amostra B

Vazdo: 0,5 mi/h
Voltagem: 17,5 kV.

Dint: 101,76
Dnuc: 67,26
Deasc: 17,25

Amostra C

Vazdo: 0,2 ml/h
Voltagem: 15 kV.

Dint: 134,84
Dnuc: 106,62
Deasc: 14,11

Amostra D

Vazdo: 0,5 mi/h
Voltagem: 15 kV.

Dint: 162,26
Dnuc: 92,28
Dcasc: 34,98

Como pode ser visto, todas as condigdes apresentaram um recobrimento de

Col_1/PVA. No entanto, este recobrimento contou com uma espessura de camada inferior

a esperada, onde a fibra interna € a responsavel principalmente pelo diametro total da

fibra. Como exemplo, tem-se que para uma voltagem de 17 kV, as fibras apresentam uma

razdo diametro do nucleo/espessura da casca de 130%, proximo a metade da variacao

alcancada com voltagem e 15 kV. Além disso, foi visto que o aumento da voltagem

também reduziu o didmetro médio das fibras, passando de 68,50 para 134,84 nm (Tabela

14).

5.3.7 Auvaliacdo da superficie das fibras nucleo -casca.

Como foi descrito anteriormente, o objetivo deste trabalho baseou-se na produgéo

de nanofibras de PCL recobertas de Col_1/PVA pela técnica de eletrofiacdo coaxial. Por
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esse motivo foram realizadas analises para avaliar o recobrimento das fibras,
aproveitando a diferenga quimica existente entre os materiais usados, avaliando-o pela
hidrofobicidade da solucéo de Col_1/PVA, além do aproveitamento que oferece a técnica
de FTIR-ATR para avaliar as interacdes dos polimeros na superficie das amostras.

Com base nisto, realizou-se andlises de FTIR das fibras nicleo — casca obtidas,
que foram comparadas com as fibras ap6s o processo de degradagdo do colageno e seus
comparativos com os espectros do PCL e PVA em pellets. O estudo teve como proposito,
realizar comparativo da composicédo da superficie das fibras apos realizada a degradacao
(Figura 40.). A figura apresenta o espectro do infravermelho na faixa de 500-4000 cm™,
e mostra as bandas caracteristicas para o PVA, o PCL e as fibras nucleo — casca compostas
por PCL — PVA/Col |, obtidas por eletrofiagéo coaxial.

FIBRAS COAXIAL
PCL/PVA_COL

FIBRAS COAXIAL
POS DEGRADACAOQ

Transmitancia

PCL PELLETS

I X I i I ) I 3 1 Y I t I A 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Figura 40. Espectros de FTIR comparativo das fibras nucleo-casca, PVA e Colageno |.

A banda de absorgdo com niimero de onda de 1720 cm™ encontrada no espectro do
PCL, relacionada a vibragdes do grupo carbonila (C=0), é caracteristica de poliéster, e
pode ser vista no espectro do filme tratado apos da degradacdo. No entanto, é possivel
também observar a diminuicdo significativa das bandas em 1650 cm™? e 1545 cm™
referentes a amida | e a amida I, respetivamente nas fibras coaxiais.

Foi também realizado o estudo das bandas caracteristicas do colageno, com o
objetivo de quantificar o teor de colageno utilizando a intensidade das bandas
caracteristicas. Foi encontrada uma razdo aproximada de 40% de colageno nas fibras,
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apos a analise de degradacdo, em comparagdo com a intensidade das bandas referentes as
amidas presentes nas fibras eletrofiadas nlcleo — casca. Para comprovar esta perda de
massa, foi realizada andlise in vitro de degradacdo e de inchamento, que € descrito a

sequir.

5.3.8 Ensaio de Intumescimento dos filmes

Com o objetivo de avaliar a velocidade de entrega de substancias ativas para tecidos
danificados, foi realizada analise de degradacdo do coladgeno presente na casca das fibras
eletrofiadas usando as melhores condi¢fes (Tabela 13). As amostras foram colocadas
numa solucéo de soro fisiologico por 96 horas a 37°C, e foram preparadas trés amostras
do filme eletrofiado, ap6s de 10 horas de processamento. Suas dimensdes e peso foram
registrados antes e depois do ensaio de intumescimento. As amostras foram pesadas antes
e depois do ensaio de liberacdo, assim como as suas dimensfes foram medidas (Figura
41.).

Figura 41. Relacdo das amostras do filme com fibras nlcleo —casca usadas para liberagéo do
colageno. A) amostras para anélise de degradagdo. B) Amostras ap6s 96 h de degradagéo.

Na Figura 41. sdo apresentaram as amostras usadas para o teste de intumescimento
apos de 96 horas. As medidas das dimensbes das amostras foram realizadas usando o
software Size Meter. Dessa forma, avaliou-se o grau de intumescimento das trés amostras
estudadas. Os valores medidos relacionados as dimensdes e ao peso das amostras séo

mostradas na Tabela 15.

Tabela 15. Relacdo de medidas das amostras nicleo-casca antes e depois da liberagédo do

colageno.
Antes da liberagéo Apobs liberacdo e liofilizacdo
Amostra | Largura  Comprimento Massa | Largura Comprimento Massa
(cm) (cm) (mg) (cm) (cm) (mg)
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1 1,58 1,82 44,6 0,86 0,99 8,9

2 1,42 2,21 60,4 0,83 1,14 14,4
3 1,75 1,74 46,4 0,64 0,82 9,5
Media 1,58 1,92 50,5 0,78 0,98 10,9

Como ¢é evidenciado na Tabela 15, observou-se uma diminuicao das dimens@es das
amostras, isto é, na largura e comprimento. No entanto, como pode ser visto na Figura
41, as amostras apresentaram um aumento significativo na espessura, devido a capacidade
de absorcdo do soro usado para a degradacgdo in vitro. Com os resultados medidos no
dimensionamento das amostras foi realizado anéalise de desvio dimensional para as trés
amostras.

A andlise dimensional das amostras apds da analise de degradacdo mostrou perdas
significativas da largura e comprimento de aproximadamente 50%. No entanto, a varia¢do
maior apresentou-se na quantidade de massa das amostras, onde apds do ensaio de
degradacéo, as amostras perderam aproximadamente 78% do seu peso, mostrando que
uma grande parte do material que compde a casca das fibras foi degradado e/ou liberado
ao meio circundante (soro fisioldgico) utilizado nesta analise. A quantificacdo do
colageno liberado, foi realizado por analise in vitro da proteina encontrada na solugédo
usada como meio de simulacéo dos fluidos corpdreos.

Para a andlise de intumescimento, foi realizada a pesagem das amostras durante o
processo de inchamento das trés amostras, analisadas cinco (5) vezes por um periodo de
96 horas, realizando medicdo do peso da amostra inchada e posteriormente o peso dela
seca. Estes resultados s&o mostrados na Tabela 16.

Pelos valores vistos na Tabela 15, pode-se realizar analise da capacidade do filme
eletrofiado de adsorver liquidos. Foi calculada a porcentagem intumescimento
apresentada pelo filme estudado, que é registrado na Figura 42. .

O pico da absorc¢éo do soro fisiologico foi observado no inicio do ensaio (Figura 42)
0 que esta relacionado principalmente a capacidade dada pelas cadeias poliméricas a
entrada do meio (soro fisiol6gico) conseguindo esticar as cadeias até um estado relaxado
no qual dito grau de intumescimento de equilibrio se apresenta quando as forcas de
hidratagdo se igualam com as forcas elasticas de reticulagdo como foi descrito por
OLIVEIRA et al. (2014).
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Figura 42. Grau de intumescimento dos filmes compostos por nanofibras nicleo — casca em

funcdo do tempo de imerséo em soro fisiologico.

Como foi observado na Figura 42. , as amostras estudadas apresentaram o maior
intumescimento nas 2 primeiras horas de analise, mostrando uma estabilidade na
capacidade de absorcdo do liquido. Nas duas primeiras horas, os filmes geraram um
incremento médio aproximadamente de 1850% do seu peso, mostrando uma capacidade
elevada de inchamento relacionada com uma grande capacidade de absorcao de liquidos,
0 que demostra que este tipo de filme nanoestruturado apresenta capacidade especial de
absorcéo dos exudados expelidos pela pele, servindo como um curativo promissor para a
recuperacdo deste tipo de lesdo. Apresentou significativo nivel de inchamento, devido a
absorcdo da solucdo usada para a degradacdo do colageno, demonstrando sua capacidade

de adsorcéo de liquidos.

5.3.9 Ensaio de degradacéo do Colageno.

A gquantidade de colageno presente na solucdo analisada foi representada na Figura
43, onde se mostra ou incremento da concentracdo de colageno na solugdo com o tempo
de exposicéo.

O colageno liberado representa o colageno que degradou no processo de cicatrizacao
da ferida e seria adsorvido pela pele. Segundo mostra a Figura 43. , apés
aproximadamente 160 horas, observa-se diminuicdo da velocidade de liberacédo, tendendo
a uma estabilizacdo do colageno, mostrando uma variacdo de aproximadamente 7
miligramas em um lapso de tempo de 504 horas (168 — 672 horas). Esses resultados
sugerem que a liberacdo do colageno ocorreu principalmente antes dos primeiros 7 dias

da analise.
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Figura 43. Avaliacdo da liberacdo do colageno das fibras por eletrofiacdo coaxial em funcéo do
tempo.

Além da liberacdo apresentada anteriormente, é importante mostrar uma relagdo da
perda de massa do filme estudado. Para isto, as amostras ap6s a imersao por um
determinado periodo de tempo foram liofilizadas com o objetivo de retirar toda a
umidade. O valor das massas inicial e final esta apresentada na Tabela 15.

Considerando a Tabela 15, verifica-se que a massa inicial média dos filmes coaxiais
foi de 50,5 mg. Essa massa corresponde as moléculas de coldgeno, PVA e PCL nas
amostras. Ao final de 29 dias de imersdo em soro fisioldgico, a massa média das amostras
liofilizadas foi de 10,8 mg (Tabela 15). Esta massa corresponde s moléculas de colageno
remanente na amostra, PVA e PCL. De acordo com a Figura 42, apés 29 dias, foi
determinada por espectroscopia de UV — VIS a concentracdo de colageno em solucédo
como 19,2 mg/ml. Considerando aliquotas de 2 mL, a massa de colageno liberada foi de
38,4 mg. No entanto, pela diferenca de massa das amostras antes e depois da liberacéo,
seria esperado 39,7 mg de colageno em solucdo (50,5 — 10,8).

Como o PVA é um polimero hidrossolavel, a diferenga entre as massas de colageno
calculada e tedrica de 1,3 mg pode ser atribuida as moléculas de PVA que foram liberadas

em solucéo.

5.3.10 Analise de citotoxicidade

Para avaliar se os filmes produzidos apresentam toxicidade para o crescimento das
células do tecido (morte, alteracGes na permeabilidade da membrana celular, etc), foi
realizada a analise de citotoxicidade (Figura 44 e 45). Com o objetivo de avaliar a

influéncia das vazbes na formacdo coaxial foram desenvolvidas e foram preparadas 4
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amostras variando a vazdo da solucdo de 4%Col_1/PVA para cada uma delas, sendo:
0,2(MAT3); 0,3(MAT2); 0,5(MAT1) e 1,0 mL/h (MATA4).

Para avaliar a citotoxicidade das amostras foi realizado ensaios colorimétricos
usando dois diferentes testes: 0o MTT e o LDH (lactato desidrogenasse) baseados na
absorcéo dptica. Procurando analisar a diminuicdo da funcao celular, medindo produtos

das enzimas especificas que determinam atividades vitais.

1929 (LDH - 24h)
1.5" /
<@ CTRL24h

o MAT A1

N MAT 2
MAT 3 Vaz nacleo: 0,1 ml/h

@l MAT4

@ CTRL+ (Triton X) 24h

correnres

Vaz casca: 0,4 ml/h

Vaz Casca: 0’2 ml/h VaZ m]cleo: 0,05 ml/h
VaZ n[]cleo: 0,05 mI/h

Figura 44. Analise de citotoxicidade DHL in vitro de fibras coaxiais com varia¢do da vaz&o da
casca.

Como é mostrado na Figura 44, as amostras com as menores vazfes apresentaram
condigdes satisfatorias de crescimento celular, gerando menores niveis de citotoxicidade
comparadas com a amostra padrdo atéxica (CTRL + Triton X). Porém, a amostra MAT4,
apresentou alto nivel de inibicdo ao crescimento celular, gerando condi¢fes toxicas para
as mesmas, isto pode ser atribuido a presenca de solventes &cidos usados no processo de
eletrofiagcédo para esta amostra, o que poderia ser corroborado por MEV, pois esta amostra

apresentou fibras fundidas, com regides compactas (fibras juntas e coalescidas).
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Figura 45. Analise de citotoxicidade MTT in vitro das fibras coaxiais com variacdo da vazdo da
casca.

Também foi feito ensaio in vitro de MTT (Figura 45), com objetivo de avaliar a
atividade enzimatica mitocondrial. Foi observado na Figura 46 que as amostras com as
melhores condicGes de eletrofiacdo coaxial escolhidos neste trabalho (MAT 1 e MAT2)
apresentaram maior presenca de atividade celular o que mostra que ditas células
conseguiram proliferam em maior e melhor quantidade que a mostra padrdo usada como
controle apds de 24 horas de analise, demostrando a viabilidade destes filmes para serem
usados no processo de regeneracdo da pele, no entanto a Amostra na qual foram
duplicadas as vazdes (MAT 4) mostro menor atividade mitocondrial atribuida ao
rompimento desta o que demostro o aumento da morte celular referenciando maior
toxicidade que as trés mostras anteriores concordando com os resultados registrados no
teste de LDH (GALDINO et al. 2014).
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CAPITULO VI

6 Conclusodes

Investigou-se a influéncia da concentracéo do sistema de solvente no processo de

eletrofiacdo monolitica de PCL.

Constatou-se que a massa molar, a viscosidade e a condutividade elétrica dos
solventes possuem influéncia direta na morfologia das fibras. Foi possivel obter
fibras de diametros homogéneos utilizando o sistema de solventes 70DCM/DMF,
que apesar de diminuir a massa molar do polimero durante a eletrofiacéo, gerou a

melhor condi¢éo para a fiagcdo do PCL.

Apesar de ser utilizado por alguns autores como solvente para eletrofiacéo de
PCL, o uso de &cido acético como componente do sistema de solventes, diminuiu
a viscosidade da solucdo e a massa molar do polimero ap6és o processo de
eletrofiacdo, produzindo fibras finas com presenca de micro contas. A
cristalinidade das fibras eletrofiadas variou para os diferentes sistemas de
solventes usados, devido a diminuicdo da massa molar, que permite diferentes

rearranjos das cadeias em cristalitos de diferentes graus de perfeicéo.

O Sistema 90AC/AF produziu fibras com a menor cristalinidade. O uso do &cido
acetico como solvente do PCL degrada o polimero durante a eletrofiagdo. A
concentracdo usada neste trabalho ndo atingiu os valores necessarios para a

formacao das fibras continuas, homogéneas e livres de contas para os sistemas de
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solvente contendo AC (90AC/AF, 70AC/AF e 70CLO/AC), que foi atribuido a
um excesso de cargas na solucdo, devido ao carater &cido do solvente.

Foi conseguida a eletrofiacdo do colégeno tipo | com ajuda da PVA usando 4%
de PVA e colageno (4%Col_1/PVA) com uma relacdo volumeétrica dos solventes
1:1. O PVA fio usado como suporte de fiacdo para a obtencdo das fibras com
diametros na escala nanométrica e uniformidade relevante sem a presenca de

defeitos muito grosseiros.

Com as condigdes utilizadas, em torno de 40% da estrutura de tripla hélice foi
mantida apds a eletrofiagdo monolitica do colageno.

Foi possivel a obtencdo de fibras nlcleo — casca a partir de solucao de Col_1/PVA
para formacdo da casca e de solucdo de PCL para o nucleo. Diferentes valores
para vazdo, voltagem e distancia percorrida foram testadas. Os valores eficazes
para a formacéo do cone de Taylor foram encontrados usando uma relacao de 3:4
entre a vazao da casca e a vazdo do nucleo gerou, além de estabilidade, largura

eficiente para a formacéo de jatos concéntricos que produziram as fibras coaxiais.

Foi comprovado por diferentes técnicas que as fibras coaxiais produzidas
apresentavam um recobrimento composto por a solugéo de Col_1/PVA.

Os filmes compostos pelas nanofibras coaxiais atingiram grau de intumescimento
no equilibrio de 1850% ap6s 160 horas de imersdo em soro fisiologico. Estes
resultados demostraram a capacidade dos filmes de absorcdo dos exudados

expelidos pela ferida sem perder sua integridade fisica.

Apdbs 29 dias de imersdo dos filmes compostos pelas nanofibras coaxiais foi
verificada a perda de aproximadamente 78% de massa, sendo atribuida a liberacdo
das moléculas de colageno no meio e a degradacdo das moléculas de PVA.

Ensaios in vitro mostraram que o filme ndo apresentou citotoxicidade.
Ensaios in vitro de MTT e LDH (lactato desidrogenasse) mostraram que a vazao

da solucéo formadora da casca influenciou a citotoxicidade dos filmes devido a
taxa de evaporacéo do solvente.
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e Os resultados indicaram que filmes compostos por nanofibras nlcleo — casca de
PCL — Col_1/PVA possuem potencial para serem utilizados como curativos de
lesGes da pele.

CAPITULO VII

7 Sugestoes para trabalhos futuros

Tendo presente que a producdo de fibras eletrofiadas tem ampliado suas aplicacdes,
incursionando na engenharia tecidual devido a formacéo de filmes nano estruturados com
alta area superficial, oferecendo melhoras na area de contato com os tecidos se propdem
como sugestdes para proximos trabalhos como melhoras na aplicabilidade como curativo

para pele:

1. Estudar o aumento da concentracdo do PCL usando como sistema de solvente
acido acético e 4cido férmico (9:1), avaliando o diametro das fibras fiadas;

2. Realizar eletrofiagdo do PCL usando cloroférmio puro como solvente com o
objetivo de avaliar a influéncia do &cido acético no processo de eletrofiacao;

3. Realizar estudo de eletrofiacdo do colageno | utilizando um colageno
solubilizado, com o objetivo de diminuir a hidrolise da estrutura triple hélice
caracteristica do colageno;

4. Avaliar propriedades mecénicas dos filmes eletrofiados como resisténcia a tracéo
para as fibras monoliticas de PCL, Col_1/PVA e as fibras nicleo — casca;

5. Realizar estudo com incorporacdo de farmacos propondo cinéticas de liberacao

usando estas estruturas fibrilares de Nucleo — casca;
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6. Realizar ensaio in vitro e in vivo das fibras produzidas em esta pesquisa, avaliando
a resposta na compatibilidade e citotoxicidade das fibras em contato com células
vivas da pele.

7. Realizar o planejamento de experimentos com o objetivo de avaliar o efeito da

interacdo entre as variaveis e obter as condi¢des de processo otimizadas.
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CAPITULO IX

9 ANEXOS: HISTOGRAMAS

1. AMOSTRA COAXIAL: Col_1/PVA —PCL, com vazao externa de 0,02 ml/h; 17
KV; 10 cm.

Diametro 167,7 nm
Desvio + 70,4 nm

SEM 1 Dat: [ R 5 i VEGA3 TESCAN
View i 208 pm | SEM MAG: 100 kx | Spm
Date{midiy): 030618 WOD: 16.34 mm COPPE/UFRJ

2. Fibras nucleo — casca usando vazao interna de 0,05 ml/h

Diametro 278,5 nm
Desvio + 98,2 nm
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3. Fibras ndcleo — casca, usando vazao interna de 0,06 mi/h

4. Fibras nlcleo — casca:
ml/h.

Diametro

430 nm

Desvio

+ 321 nm

25

15 kV, 10 cm e vazdo PCL: 0,05 ml/h; vazdo casca: 0,2

Diametro

323,1 nm

Desvio

+ 91,6 nm
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SEM HV: 20.0 KV Det: SE 0
View field: 20.8 ym = SEM MAG: 10.0 kx 0.85
Date(m/dly): 03/28/18 WD: 11.62 mm P

Fibras nucleo — casca: com 16 kV, 10 cm e vazao PCL: 0,05 ml/h; vazdo casca:
0,2 ml/h.

Diametro 345,9 nm
Desvio +171,4 nm
" 55
12 5
10 25
s >
6 15
. 1
2 05
swmvmow | boise ‘ vears rescn [T - " " - i

View field: 20.8 ym  SEM MAG: 10.0 kx
Date(m/dly): 03/28/18 WD: 11.90 mm COPPE/UFRJ

Fibras nucleo — casca: com 17 kV, 10 cm e vazdo PCL: 0,05 ml/h; vazado casca:
0,2 mi/h.

Diametro 391 nm
Desvio +114,8 nm

35

25

15

05

VEGA3 TESCAN|

: 208 ym  SEM MAG: 10.0 kx
Date(m/diy): 03/28/18 WD: 11.83 mm COPPE/UFRJ

Fibras nucleo — casca: com 19 kV, 10 cm e vazdo PCL: 0,05 ml/h; vazado casca:
0,2 mi/h.
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X
SEM HV: 20.0 kV Det: SE
View field: 20.8 ym  SEM MAG: 10.0 kx  5pm
Date(midiy): 0328118 WD: 11.76 mm

VEGA3 TESCAN|

COPPE/UFRJ

Diametro

377,4 nm

Desvio

+143,8 nm

0.28

038 0.48

0.58 0.68

078

8. Fibras ndcleo — casca com 12 cm de distancia percorrida (vazdo PCL: 0,05 mi/h;

vazdo casca: 0,2 mi/h; V: 16kV)

Det: SE
View fiold: 208y SEM MAG: 10.0kx | 5pm
Date(m/dly): 04/02/18 WD: 12,12 mm

SEM HV: 200 kV

30

Diametro 346,6 nm
Desvio +179,3 nm
[ |

25

15

0.5

9. Fibras nucleo — casca com 14 cm de distancia percorrida (vazdo PCL: 0,05 ml/h; vazéo

casca: 0,2 mil/h; V: 16kV).

Det: SE
View field: 208 pm  SEM MAG: 10.0kx  5pm

SEM HV: 200 kV

Date(m/dly): 0316/18 WD: 11.79 mm

0.1

Diametro 235.5nm
Desvio +118.9 nm

0.7

10. Fibras nucleo — casca com 14 cm de distancia percorrida (vazdo PCL: 0,05 ml/h; vazéo

casca: 0,2 ml/h; V: 16kV).
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| Vi fisiz 208 pm | SEM MAG: 10,00 kn | 5 pm

Diametro

309.8 nm

Desvio

+135.7 nm

0.5

0.6 0.7

0.8

3.5

25

15

0.5
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