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RESUMO

BASSO, Bianca Beatriz. Fabricacdo de membranas a base de policaprolactona
por eletrofiacdo para medicina regenerativa. S8o Paulo: Escola Politécnica da
Universidade de S&o Paulo, 2020.

A medicina regenerativa € um campo interdisciplinar que aplica conceitos de
engenharia e ciéncias biolégicas para promover a regeneracdo de tecidos e 6rgaos
lesionados. Recentemente, dentro deste contexto, o interesse na utilizacdo da
policaprolactona (PCL) como matéria-prima para dispositivos, implantes, e
membranas, vem crescendo. Isso se deve as suas propriedades reoldgicas e
viscoelasticas superiores em comparac¢ao a outros poliésteres alifaticos, o que confere
maior facilidade de manufatura e manipulacdo do material. Neste trabalho foram
produzidas membranas fibrosas em PCL por eletrofiacdo verde, focando na sua
morfologia e propriedades mecanicas necessarias para ser utilizada na regeneracao
tecidual e 6ssea guiada (RTG e ROG, respectivamente). Foram avaliados parametros
relativos a solucdo polimérica, como a sua concentracdo, e ao Seu processamento,
como distancia de trabalho e velocidade de rotagdo do coletor, com o intuito de
encontrar a formulagcdo que apresentasse um melhor grau de alinhamento e menor
diametro médio das fibras, sem a presenca de defeitos. Estas caracteristicas
morfolégicas contribuem para as melhorias nas propriedades mecéanicas das
membranas e mimetizam de forma mais eficiente a matriz extracelular. Encontrados
os parametros de melhor desempenho, foram produzidas mais duas membranas para
verificar a reprodutibilidade da técnica, caracteriza-las e, finalmente, avaliar se atingiu
a finalidade pretendida. Os valores dos parametros da solucdo e da eletrofiacdo que
conduziram aos melhores resultados foram: velocidade de rotagcdo de 2000 rpm,
distancia de trabalho de 18 cm e concentracdo polimérica de 14% m/V. Apesar dos
diametros das fibras estarem dentro dos valores pretendidos, e o seu alinhamento ser
satisfatdrio, as membranas produzidas apresentaram valores de porosidade muito
elevados. A sua caraterizacdo mecanica indicou valores de tensdo de ruptura
adequados a sua aplicacdo como membrana de barreira para RTG e ROG. No
entanto, o mddulo de Young apresenta valores inferiores aquelas comerciais

reabsorviveis.



Palavras-chave: Medicina Regenerativa. Policaprolactona. Membranas. Nanofibras.
Eletrofiacao.



ABSTRACT

BASSO, Bianca Beatriz. Fabricacdo de membranas a base de policaprolactona
por eletrofiacdo para medicina regenerativa. S8o Paulo: Escola Politécnica da
Universidade de S&o Paulo, 2020.

The regenerative medicine is an interdisciplinary field that applies engineering and
biological science concepts to promote the regeneration of injured tissues and organs.
Recently, in this context, the interest in using polycaprolactone (PCL) as raw material
to dispositives, implants and membranes is growing, due to its superior rheological and
viscoelastic properties in comparison with others aliphatic polyesters, which offers
more facility to manufacture and manipulate the material. In this thesis PCL, fibrous
membranes were produced by green electrospinning, focusing on get the right
morphology and mechanical properties to be used as a barrier membrane for guided
tissue and bone regeneration (GTR and GBR, respectively). Solution and processing
parameters, such as polymer concentration, work distance and rotation speed, were
varied with the purpose of finding the formulation that presents the best alignment level
and smallest average fibers diameter, with a lack of defects. Those morphologic
characteristics promote best mechanical properties of the membranes and mimic in a
more efficient way the extracellular matrix. After finding the most appropriate
parameters, two more membranes were produced to evaluate the technique
reproducibility, to do a characterization of the nanofibers and, finally, to evaluate if they
are suitable for the intended aim. The values of the electrospinning parameters that
conducted to the best results were: rotation speed of 2000 rpm, work distance of 18
cm and PCL concentration of 14% m/V. The average fiber diameter and the alignment
of the two membranes produced with the optimized parameters were identical, both of
them showed a desirable value for the rupture strength, but their porosity was too high

and the Young’s Modulus was lower than the ones from the membranes on the market.

Keywords: Regenerative Medicine. Membranes. Nanofibers. Polycaprolactone.

Electrospinning.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, as técnicas de medicina regenerativa, como Regeneracdo Ossea
Guiada (ROG) ou Regeneracao Tecidual Guiada (RTG), sdo cada vez mais eficientes
e bem-sucedidas. Um dos principais fatores deste sucesso € o desenvolvimento de
dispositivos médicos que mimetizam com exceléncia a matriz extracelular (MEC),
conhecida por governar boa parte das atividades celulares do corpo humano
(GHOBEIRA et al., 2018).

Existem diversos métodos conhecidos para producdo de fibras similares a
MEC, porém um deles se destaca devido a rentabilidade, simplicidade de manuseio,
e capacidade de produzir nanofibras continuas em larga escala: a eletrofiacdo
(NAYAK et al.,, 2012; SANTOS, 2015). Esta técnica baseia-se na producédo de
filamentos artificiais a partir do uso de intenso campo elétrico (NAYAK et al., 2012). A
eletrofiacdo também é muito versatil e pode gerar fibras a partir de diferentes materiais
como os poliméricos, ceramicos, ou compositos. Contudo, nem todos materiais séo
adequados para aplicacdo na medicina regenerativa. Assim, para a producdo de
membranas de barreira para ROG e RTG, especificamente, a escolha do material
deve ser baseada em diversas propriedades como: biocompatibilidade,
biodegradabilidade, rigidez necessaria para manutencdo do espaco de regeneragao
do tecido, ocluséo celular, integracdo com o tecido hospedeiro, maneabilidade clinica
e capacidade de absor¢ao pelo corpo humano (WANG et al., 2016).

A policaprolactona (PCL) € um polimero que atende bem as propriedades
necessarias para a producdo das membranas de barreira na ROG.
Consequentemente, ele tem sido amplamente utilizado em biomedicina, medicina
regenerativa, engenharia de tecidos e outras aplicagbes industriais (LIVERANI,
BOCCACCINI, 2016). Como caracteristicas de relevancia apresentadas pelo PCL,
destacam-se as propriedades reolégicas e viscoelasticas favoraveis, taxa de
degradacéo baixa em meios aquosos com a formacao de produtos ndo toxicos, facil
preparacdo e modificacdo das propriedades mecéanicas (ADRIANO, 2014). Outro
ponto positivo do PCL é a boa solubilidade em diversos solventes, sendo que alguns
sdo benignos ou com baixos potenciais toxicos fundamentais na producédo de
dispositivos relacionados a saude e/ou medicina. Van der Schueren et al. (2011)

comprovaram, por exemplo, que a combinacao de acido acético (AA) e acido formico
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(AF) poderia ser uma excelente escolha de solventes para o processo de eletrofiacao
da policaprolactona.

As abordagens de “eletrofiacdo verde”, e 0 uso de solventes benignos, ainda
nao sao significativamente explorados. Entretanto, estas consideracdes vém
ganhando forga na ultima década no que diz respeito ao processamento de polimeros
para a biomedicina, pois apresentam vantagens no quesito seguranca no ambiente
de trabalho e gestéo de residuos (BONGIOVANNI et al., 2019).

No contexto da producdo de membranas para medicina regenerativa por
eletrofiacdo verde, o foco deste trabalho é o desenvolvimento de amostras eletrofiadas
de PCL, o qual foi dissolvido em diferentes propor¢des da mistura binaria de solventes
AA e AF. Além disso, consideraram-se outras variaveis que atuam diretamente no
desempenho do processo de eletrofiacdo, o qual depende diretamente do controle de
fatores que a influenciam os pardametros ambientais, intrinsecos da solucéo, e de
processamento, Tais fatores foram variados, a fim de se encontrar a melhor
combinacgéo para producdo de membranas com estrutura similar a matriz extracelular
humana; também foram testadas pequenas modificacdes no dispositivo coletor. Com
a escolha de tais fatores, pretende-se um perfil de fibras alinhadas, ja que esta
morfologia fornece propriedades mecanicas e bioldgicas anisotropicas, adequadas
para guiar topograficamente as células (XU et al, 2004), com o menor diametro médio
possivel, estrutura constante e sem a presenca de defeitos. Finalmente, apds a
obtencéo da melhor combinacao de fatores, a reprodutibilidade da técnica € analisada,
além da porosidade das membranas formadas, suas propriedades mecénicas e a
presenca ou auséncia de resquicios de solventes por meio da Espectroscopia de

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MEDICINA REGENERATIVA

A perda parcial de 6rgaos e tecidos devido a doengas e lesdes, ou até mesmo
ao desgaste natural causado pelo envelhecimento, serviu como motivacdo para o
desenvolvimento de terapias que tivessem a capacidade de regenera-los. Com essa
premissa, surgiu entdo a medicina regenerativa, um campo interdisciplinar que aplica
conceitos de engenharia e ciéncias biolégicas para promover a regeneracdo de
tecidos e orgaos lesionados, diminuindo, assim, a necessidade de realizacdo de
transplantes (MAO; MOONEY, 2015).

A medicina regenerativa abrange uma gama de estratégias, incluindo o uso de
biomateriais, arcaboucos e células, e suas combinagbes, para promover a
recuperacdo dos tecidos que foram perdidos, de modo a suprir suas funcbes e
contribuir para a sua regeneracao (MAO; MOONEY, 2015).

Para compreender melhor como a medicina regenerativa funciona, é
necessario entender primeiro como ocorre o processo de regeneracéo dos tecidos do
corpo humano. Desta forma, pode-se dizer que a regeneracédo tecidual depende de
trés fatores: do tipo de tecido, da intensidade da lesdo e da manutencéo da estrutura
prévia do tecido (SCHMITT, 2006).

Segundo Schmitt (2006), os tipos de tecidos podem ser identificados e
classificados de acordo com a capacidade que as suas células possuem de
proliferarem durante a vida adulta. As células labeis, como a epiderme, mucosa
intestinal e medula Ossea, apresentam uma alta taxa de mitose e, portanto,
encontram-se sempre em replicagao.

As células estaveis, por sua vez, so proliferam se forem expostas a uma leséo.
Sédo exemplos de tecidos com células estaveis os 6sseos e hepatico. Ja as células
permanentes, representadas pelos neurbnios, por exemplo, ndo apresentam potencial
proliferativo (MIRONOV; VISCONTI; MARKWALD, 2014; SCHMITT, 2006).

Portanto, se um tecido for constituido por células labeis ou estaveis pode haver
regeneracdo, desde que a lesdo tecidual ndo seja muito intensa. No caso de
agressOes mais graves, a sua reparacao deve acontecer por cicatrizagao, assim como
nos tecidos permanentes (SCHMITT, 2006).
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O terceiro fator importante para determinar se a regeneracao é possivel, é a
matriz extracelular, que contribui para a sustentacdo e conexfes da célula com o
tecido conjuntivo (SCHMITT, 2006). Se esta matriz for extensamente lesionada, a
reparacao so se torna possivel por cicatrizacao.

O processo de regeneracéo tecidual pode ser dividido em trés fases principais:
inflamatoria, proliferativa e de remodelamento, ou maturagdo (PIMENTA; OLIVEIRA,
GOMES, 2014). Assim, uma lesdo causa inicialmente danos nos vasos capilares e
hemorragia, entdo, como resposta imediata ao trauma, um coagulo sanguineo é
formado na regido. Este coagulo possui duas funcgdes essenciais: proteger
temporariamente os tecidos danificados e servir como matriz proviséria para migracao
e proliferagdo de células (OSATHANON et al., 2017; POLIMENI; XIROPAIDIS;
WIKESJO, 2006).

A formacdo do codgulo é seguida pela etapa inflamatoria. Nesta fase, as
células de inflamacdo — em sua maioria neutréfilos e mondcitos — atuam na regido,
ajudando na destruicdo bacteriana e eliminacao de tecidos necrosados (POLIMENI,;
XIROPAIDIS; WIKESJO, 2006). Apos aproximadamente trés dias a reacédo
inflamatoria alcanca seu estagio final, os macréfagos migram para a area lesionada e,
caso o tecido seja formado por células labeis ou estaveis, inicia-se a fase de
proliferacao.

Na Figura 1 encontra-se um esquema sobre a diferenca na evolucdo do
processo inflamatorio das células labeis, estaveis e permanentes, segundo gravidade

da lesao.

Figura 1 — Evolugéo do processo inflamatdrio conforme a capacidade de proliferacdo das células.
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Fonte: Schmitt (2006)
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Os macrofagos possuem o papel importante de fagocitar tecidos desvitalizados
e secretar mediadores quimicos com o objetivo de atrair para a area lesionada as
células envolvidas no processo de regeneracdo, como fibroblastos, células endoteliais
e ceélulas musculares lisas, e estimular a proliferacdo destas (POLIMENI;
XIROPAIDIS; WIKESJO, 2006). E nesta fase que ocorre o fechamento da les&o e o
inicio da formacao da cicatriz. O tecido de granulacdo resultante, agora rico em
células, passa para o estagio final de remodelamento ou maturacédo. No periodo de
maturacdo ocorre o deposito de colageno e proteoglicanas, com o intuito de tentar
recuperar a estrutura tecidual normal (PIMENTA; OLIVEIRA; GOMES, 2014).

Como mencionado anteriormente, caso a lesdo do tecido seja muito grave, o
processo de regeneracdo pode ndo acontecer de forma natural, sendo necessaria
uma intervencao cirdrgica. Neste contexto, e no ambito da medicina regenerativa,
procedimentos de regeneracao tecidual guiada (RTG) ou regeneracao 6ssea guiada
(ROG) sao frequentemente realizados para reparar, respectivamente, os tecidos e

0ssos danificados.

2.2 REGENERACAO OSSEA E TECIDUAL GUIADA

A regeneracao tecidual guiada (RTG) foi descrita pela primeira vez na década
de 1950 por Lloyd Hurley (WANG et al., 2016). Seu experimento consistia em separar
fisicamente, por meio de uma membrana de barreira, tecidos moles das areas de
formacdo ativa 6ssea na coluna vertebral (HURLEY et al.; 1959; WANG et al., 2016).

Em meados dos anos 1980, a RTG foi introduzida para regeneracgéo do tecido
periodontal (WANG et al., 2016), que é até hoje uma das mais importantes e
difundidas aplicagfBes para esta técnica. No geral, a RTG providencia espaco para
repopulacéo e regeneracao das células periodontais ao prevenir a invasao de tecidos
gengivais e epitélio na regido afetada (OSATHANON et al., 2017), como mostra a
Figura 2. O controle do tempo especifico para cada tipo de célula diferente poder
migrar para a area do defeito periodontal € um parametro critico para determinar o

sucesso da regeneracédo e cura do tecido em questao.



Figura 2 - Membrana de RTG é posicionada sob o defeito periodontal, de forma a separar tecidos
gengivais e epitélio da area afetada, possibilitando a regeneracao dos tecidos
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Fonte: Osathanon (2017)

Posteriormente, baseado nos mesmos principios da RTG

surgiu o
procedimento de regeneracdo 0ssea guiada, tratamento usado para regenerar novo
0sso em torno de implantes.

Em ambas as técnicas, a utilizacdo de uma membrana especial de barreira é

de extrema importancia para prevenir que tecidos epiteliais, ou outros tecidos
indesejados, migrem para a area lesionada (WANG et al

, 2016). Esta medida
prolonga o tempo disponivel para a regeneracao dos tecidos danificados, aumentando

a probabilidade de uma recuperacéao eficiente

Nos procedimentos de RTG e ROG, a membrana de barreira tem um papel

crucial para recuperacdo adequada da regido afetada. Ela ajuda a prevenir o

crescimento de tecidos moles na érea lesionada, mantendo, assim, espago suficiente
para a regeneracao dos tecidos (LEE; KIM, 2014)

A membrana de barreira ideal deve exibir uma série de propriedades, dentre
elas: biocompatibilidade,

rigidez necesséaria para manutencdo do espaco de
regeneracdo do tecido, oclusao celular

integracdo com o tecido hospedeiro e
maneabilidade clinica (WANG et al., 2016).
Primeiramente, como qualquer outro biomaterial, as membranas para
regeneracao o0ssea e tecidual guiada devem exibir biocompatibilidade, propriedade
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que, segundo Williams (2003), se refere a habilidade de um material em apresentar
uma resposta adequada ao hospedeiro em uma aplicacao especifica.

Em relacdo as propriedades fisicas e mecanicas, é necessario que estas sejam
adequadas para manter o formato da membrana in vivo e permitir 0 manuseio no
momento da aplicagdo — a membrana precisa suportar 0s esforgcos mecanicos aos
quais € exposta durante a cirurgia. A resisténcia mecanica das membranas também
deve ser suficiente para evitar que ela colapse e para cumprir de maneira eficiente a
sua funcdo de barreira (BOTTINO et al., 2012; CARTER; RAHMAN; BHATTARAI,
2016; OSATHANON et al., 2017).

A morfologia da membrana em fibras e sua porosidade, por sua vez, sao
parametros de extrema importancia para o crescimento e proliferacdo celulares
eficientes. A porosidade preferivel é geralmente de 60 a 90%, para garantir uma troca
eficiente de gases e nutrientes. Por outro lado, a estrutura em fibras, e em escala
nanométrica é desejavel porque confere uma influéncia positiva sobre o
comportamento celular, ja que imita de forma eficiente 0 ambiente em que se encontra
(CARTER; RAHMAN; BHATTARAI, 2016). Além do mais, é ideal que a membrana
apresente um perfil de fibras alinhadas, ja que esta morfologia fornece propriedades
mecanicas e biologicas anisotropicas, adequadas para guiar topograficamente as
células (XU et al, 2004).

O colageno € um componente da matriz extracelular (MEC) encontrado em
praticamente todos os tecidos do corpo humano (NORMAN; DESAI, 2006). As classes
de colageno dos tipos |, Il e lll formam uma rede fibrosa que, além de outras funcdes,
providencia apoio estrutural ao tecido e suporta o crescimento das células. Uma fibra
caracteristica de colageno tipo | da MEC apresenta uma faixa de diametro de 50 a 500
nm (NORMAN; DESAI, 2006). Muitos pesquisadores buscam, portanto, imitar a rede
de nanofibras de colageno da melhor maneira possivel, a partir da recriacdo de uma
MEC provisoria com fibras na mesma escala na qual as células seriam expostas
naturalmente, para que estas células possam crescer de forma normal (NORMAN;
DESAI, 2006).

O diametro das fibras e a arquitetura da superficie também apresentam
influéncia significativa quando se trata da adesdo dos fibroblastos. Chen e
colaboradores (CHEN et al., 2007) observaram que a fixagao dos fibroblastos 3T3 em
arcaboucos produzidos com nanofibras de policaprolactona era substancialmente

melhor em fibras com 428 nm de diametro do que em fibras com diametros entre 1,6



27

e 2 pum. Adicionalmente, eles constataram que fibras que apresentam contas ou
pérolas (beads) em sua estrutura resultam na pior taxa de proliferacéo celular.

De acordo com o perfil de degradacdo do material utilizado, € possivel
categorizar as membranas para RTG e ROG em dois grandes grupos: absorviveis e
ndo absorviveis. Ambos os tipos de membranas apresentam resultados clinicos
similares, embora as membranas ndo absorviveis tenham a grande desvantagem de
precisarem ser removidas no final do tratamento por meio de uma nova cirurgia,
resultando em mais gastos financeiros, além de provocar dor e desconforto extra nos
pacientes (BOTTINO et al., 2012; OSATHANON et al., 2017).

As membranas ndo absorviveis mais comuns no mercado sdo aquelas
produzidas com politetrafluoretileno (PTFE), seja ele de alta densidade (d-PTFE),
expandido (e-PTFE) ou reforcado com titanio. Na tabela 1 estdo listadas as
membranas poliméricas ndo absorviveis mais comuns disponiveis comercialmente,

seus fabricantes, material e propriedades.

Tabela 1 - Membranas poliméricas ndo absorviveis disponiveis comercialmente para RTG e ROG

Membranas poliméricas ndo absorviveis disponiveis comercialmente
Nome Comercial Fabricante Material Propriedades

Manuseavel, manuten¢do do espaco

Gore-Tex W.L . Gore and Associates e-PTFE A ) .
eficiente, relativamente rigida

High Density Gore-Tex W.L.Gore and Associates d-PTFE F'c-ros.lda.de menor do que 0.3 mlc’rc.)ns cra
barreira impermeavel contra bactérias

d-PTFE reforgado Malha de titédnio pode ser moldada para criar

Gore-Tex-Ti W.L.Gore and Associates P espaco adicional para crescimento do
com titAnio ]
osso/tecido
Cytoflex Unicare Biomedical PTFE Microporosa, barreira impermeavel contra

bactérias

Malha de titénio pode ser moldada para criar
espaco adicional para crescimento do
ossoftecido, espessura de 0.2 mm

Cytoplast Ti-150 ou Ti-250  Osteogenics Biomedical O 1 = reforgado
com fitanio
Resistente a exposic&o, impermeavel contra
Cytoplast TXT200 Osteogenics Biomedical d-PTFE bactérias, espessura de 0.2 - 0.25 mm, efeito
de barreira prolongado

Microporosa, minimamente invasiva,
Open-Tex Purgo d-PTFE espessura de 0.16 mm, resistente &
exposicao

d-PTFE reforcado  Eficiente manutencao do espaco,

Open-Tex Titatium Reinforced Purgo n . . .
com fitanio impermeavel contra bactérias

Fonte: Adaptado de Bottino et al. (2012); Jiménez Garcia et al. (2017); Lee e Kim (2014) e Wang et al.
(2016)
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Devido ao fato das membranas ndo absorviveis normalmente necessitarem de
uma segunda cirurgia para sua remoc¢ao, e de apresentarem um risco elevado de
exposicdo ao ambiente externo, aumentando a probabilidade de uma infecéo
secundaria, foram desenvolvidas as membranas absorviveis (JIMENEZ GARCIA et
al., 2017; OSATHANON et al., 2017). Tanto polimeros naturais quanto sintéticos foram
testados para este proposito, sendo o colageno e os polimeros alifaticos os mais
estudados (SHEIKH et al., 2017).

Os principais fatores que influenciam a seguranca e a efetividade das
membranas absorviveis sdo o0s seus produtos finais de degradacao, que ndo podem
provocar reacoes inflamatoérias no paciente (OSATHANON et al., 2017; SHEIKH et al.,
2017). Outra caracteristica importante € que o perfil de degradacdo da membrana
deve conciliar com a taxa de formagdo do novo tecido (BOTTINO et al., 2012;
OSATHANON et al., 2017) de modo que haja tempo suficiente para a regeneracao
tecidual completa da &rea em questao.

Atualmente, as membranas absorviveis mais comuns sdo produzidas com
colageno, poli(acido glicélico) e/ou poli(acido latico), como indicadas nas Tabelas 2 e
3.

Tabela 2 - Membranas de colageno absorviveis disponiveis comercialmente para RTG e ROG.

Membranas de colageno absorviveis disponiveis comercialmente

Nome Comercial Fabricante Fonte e Tipo de Colageno  Taxa de Reabsor¢do  Crosslinking

CollaTape / CollaPlug / CollaCote Integra LifeSciences Corp Bovino, tipo | 10-14 dias N&o
Periogen Collagen Corporation Bovino, tipos | el 4-8 semanas NZo
Bio-gide Geistilich Porcino, tipos I e I 2-4 semanas NZo
Tutodent Tutogen Medical GmbH Bovino, tipo | 8-16 semanas NZo

OsseoGuard Zimmer Biomet, Inc. Bovino, tipo | 6-8 meses Sim
OsseoGuard Flex Zimmer Biomet, Inc. Bovino, tipos lell 6-8 meses Sim
Ossix Plus Datum Dental Ltd. Porcino, tipo | 4-6 meses Sim
BioMend Zimmer Biomet, Inc. Bovino, tipo | 8 semanas Sim
BioMendExtend Zimmer Biomet, Inc. Bovino, tipo | 18 semanas Sim
RCMs& ACE Surgical Supply Co. Inc. Bovino, tipo | 26-38 semanas Sim
Mem-Lok BioHorizons IPH, Inc. Bovino, tipo | 26-38 semanas Sim
Neomem Citagenix Inc. Bovino, tipo | 26-38 semanas Sim
OssGuide Bioland Porcino, tipo | 6 meses Sim
Cytoblast RTM collagen Osteogenics Biomedical Porcino, tipos [ el 26-38 semanas NZo
AlloDerm BioHorizons IPH, Inc. Humano 16 semanas NZo

Fonte: Adaptado de Bottino et al. (2012); Lee e Kim (2014) e Wang et al. (2016)
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Uma desvantagem apresentada pelas membranas de barreira biodegradaveis
disponiveis é o fato de que, no geral, elas sdo incapazes de manter o0 espaco ha regiao
afetada, devido a falta de rigidez, especialmente quando expostas aos fluidos orais
ou sangue (SHEIKH et al., 2017). Por este motivo, estas membranas sdo normalmente
usadas em combinacdo com enxertos 0sseos substitutos, que podem ou nao vir

acompanhados de reforgos, suportes ou pinos (SHEIKH et al., 2017).

Tabela 3 - Membranas poliméricas sintéticas absorviveis disponiveis comercialmente para RTG e
ROG.

Membranas poliméricas sintéticas absorviveis disponiveis comercialmente

Nome Comercial Fabricante Material Tempo de Funciocnamento Taxa de Absorgéo

Mistura de poli(d,l - acido
Guidor Sunstar Americas Inc. latico) e poli(l- acido latico) = 6 semanas 13 meses
com citrato de acetilbutil

Poli(l.d - acido latico-co-acido

Resolut Adapt LT W.L. Gore and Associates Lo 8-10 semanas 5-6 meses

glicdlico)

Resolut Adapt LT ~ W.L. Gore and Associates Poli(ld- a:;ﬁi:éllzia;f::)o-co-amdo 16-24 semanas 5-6 meses
Epi-Guide Curasan, Inc. Poli(l,d - acido latico) 20 semanas 6-12 meses
Vivosorb Polyganics Poli(ld - acido latico-co-¢- 10 semanas 24 meses

caprolactona)
Poliglactina 910/Poli(l,d - &cido
Vieryl Ethicon Inc. latico-co-acido glicélico) (9:1, n.d. cerca de 9 meses
wiw)
Poli(l,d - acido latico-co-acido
Atrisorb Atrix Laboratories Inc. glicdlico) e solvente n-metil-2- n.d. 6-12 meses

pirrolidona

Fonte: Adaptado de Bottino et al. (2012) e Wang et al. (2016)

O colageno é o principal polimero utilizado para a fabricacdo das membranas
absorviveis naturais. As vantagens apresentadas por estas sdo: a capacidade de
degradacdo por processos fisiologicos e patoldégicos normais in vivo, boa
biocompatibilidade, seguranca e biodegradabilidade (OSATHANON et al.,, 2017,
WANG et al.,, 2016). Adicionalmente, estas membranas herdam propriedades
bioldgicas que podem induzir ou manter a atividade biolégica das células e tecidos
locais (OSATHANON et al.,, 2017). No entanto, a bioatividade inerente destes
polimeros naturais também apresenta algumas desvantagens, incluindo uma intensa
resposta imunologica associada a maioria dos polimeros naturais, complexidades
associadas ao seu processo de purificagdo e a possibilidade de transmissao de

doencas (WANG et al., 2016). Além disso, existe um grande obstaculo a fabricacéao
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das membranas naturais de colageno: seu processo de degradacao in vivo € intenso,
0 que muitas vezes faz com que o coldgeno por si s6 ndo apresente a integridade
estrutural necessaria para regeneracao de tecidos ou ossos (WANG et al., 2016).

Visando retardar a taxa de degradacdo das membranas reabsorviveis de
coldgeno, processos quimicos, fisicos e enziméticos foram desenvolvidos para
melhorar a sua durabilidade, a partir da promocdo da reticulagdo nas fibras de
colageno existentes (JIMENEZ GARCIA et al., 2017).

As membranas reabsorviveis feitas a partir de materiais sintéticos apresentam
vantagens em diversos aspectos, como a possibilidade de alteragcdo das suas
propriedades fisicas e quimicas por meio de métodos simples, e processos de
fabricacdo acessiveis, de simples manuseio e reprodutiveis (OSATHANON et al.,
2017). Materiais sintéticos para membranas de RTG e ROG incluem: poli(acido
glicolico) (PGA), poli(acido latico) (PLA), polidioxanona (PDO) e policaprolactona
(PCL) (OSATHANON et al., 2017).

2.3 MEMBRANAS DE POLICAPROLACTONA (PCL)

Policaprolactona (PCL) é um poliéster linear alifatico, e biodegradavel, que é
amplamente utilizado em biomedicina, medicina regenerativa, engenharia de tecidos,
e outras aplicacbes industriais (LIVERANI; BOCCACCINI, 2016). Sua formula
estrutural esta representada no Esquema 1.

Esquema 1 - Férmula estrutural da policaprolactona.
O
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Fonte: Autoria propria usando o ChemDraw (2020)

A policaprolactona geralmente apresenta uma taxa de degradacdo baixa em
solugdes aquosas, tendo como produto de sua acdo degradativa acidos carboxilicos
de massa molecular baixa, ndo téxicos, e facilmente excretado e metabolizado pelo
corpo humano (ADRIANO, 2014; LIVERANI; BOCCACCINI, 2016). O PCL também
apresenta boa solubilidade em diversos solventes, ponto de fusédo baixo (59-64°C) e

excelente compatibilidade para a formagéo de misturas poliméricas, motivos estes que
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foram responsaveis por estimular o interesse neste material para aplicacées no campo
da biomedicina (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A vantagem de utilizar o PCL em detrimento a outros polimeros na medicina
regenerativa, além dos motivos ja citados, vem do seu baixo custo de producdo em
comparacdo a outros polimeros alifaticos, e facil preparacdo e modificacdo das
propriedades mecanicas (ADRIANO, 2014). No entanto, é necessario prestar atencéo
ao seu alto grau de hidrofobicidade, que pode dificultar a adeséo e crescimento celular
na regiao.

A fim de corrigir isto, é possivel fazer um pos-tratamento da membrana para
modificar sua superficie sem afetar a estrutura das fibras, a partir de diversos
tratamentos ja reportados na literatura (MARLETTA et al., 2007; TIAW et al., 2005;
ZHU et al., 2015), ou a partir de misturas de PCL com outros polimeros (CHENG;
TEOH, 2004; LI et al., 2008).

Estas alteracbes feitas para melhorar a hidrofilicidade também acabam,
consequentemente, melhorando a biocompatibilidade do PCL no corpo humano, fator
gue deve ser o0 primeiro a ser considerado na hora de escolher um polimero para
aplicacdo em dispositivos médicos. De acordo com Zhang e colaboradores (ZHANG
et al, 2005), embora o PCL suporte a proliferacdo celular, e seja biocompativel, para
que as células crescam mais e apresentem uma melhor interacdo com o tecido
hospedeiro é interessante que o polimero seja, por exemplo, revestido por moléculas
bioativas.

Outro ponto positivo do PCL sao as propriedades reoldgicas e viscoelasticas
superiores em relacdo a muitos dos polimeros reabsorviveis utilizados para a mesma
finalidade na engenharia de tecidos, o que faz com que este seja facil de produzir e
manipular (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). Além do mais, o PCL j& possui
aprovacao do Food and Drug Administration (FDA) para uso em dispositivos, o0 que
facilita sua entrada no mercado (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Apesar de todas as vantagens claras apresentadas, € surpreendente o fato de
que poucos dispositivos, membranas e arcaboucos feitos de PCL sejam
comercializados. Devido a todas as caracteristicas positivas apresentadas pelas
membranas de PCL, especialmente aquelas membranas produzidas com a adi¢ao de
grupos funcionais, ou revestimentos que tornam o material mais hidrofilico, adesivo e
biocompativel, este € um campo muito promissor, que atrai o interesse de muitos

cientistas e tem grandes chances de ser expandido em um futuro préximo.
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2.4 O PROCESSO DE ELETROFIACAO

A eletrofiacdo € uma técnica muito utilizada para producédo de fibras com
diametros reduzidos, na faixa de 0,05 a 5 um (DOSHI; RENEKER, 1995). Isto se deve
a sua rentabilidade, simplicidade de manuseio razoavel e capacidade para gerar fibras
a partir de diferentes materiais como 0s poliméricos, ceramicos ou compositos
(SANTOS, 2015). Alem disso, a eletrofiacdo € uma técnica capaz de produzir
nanofibras continuas em larga escala, o que justifica a sua utilizacdo em ambientes
industriais (NAYAK et al., 2012).

Em se tratando da producdo de biomateriais, mais especificamente da
producdo de membranas para medicina regenerativa que é o interesse deste trabalho,
a capacidade do processo de eletrofiacdo em gerar fibras de escala nanométrica, e
com area de superficie grande, € essencial. Ou seja, este processo permite
desenvolver estruturas com 6timas propriedades superficiais e mimetizam de forma
mais eficiente a estrutura natural da matriz extracelular, alcancando, portanto,
melhores resultados nos quesitos adesao e proliferacdo das células (SOUSA, 2016;
VALENTE, 2011).

O conceito por tras da técnica de eletrofiacdo foi observado pela primeira vez
por Rayleigh no ano de 1897 (SANTOS, 2015); porém, a primeira patente oficial sobre
0 assunto s6 foi depositada por Formhals em 1934. No escopo da patente revelavam-
se informagdes sobre a produgéo de filamentos artificiais a partir do uso de intenso
campo elétrico (NAYAK et al., 2012).

Em seu estudo, Formhals analisou o efeito de forcas eletrostaticas sobre
liguidos e percebeu que, quando um material adequadamente carregado
eletricamente era movido para as proximidades de uma gota de liquido mantida em
um capilar fino, a gota assumia o formato conico e pequenos jatos poderiam ser
expelidos de sua ponta caso a densidade da carga elétrica fosse suficientemente alta
(NAYAK et al., 2012).

2.4.1 O equipamento de eletrofiacdo e o seu principio de funcionamento
O equipamento tradicional para eletrofiagdo € composto pelos seguintes

componentes: fonte de alimentacao de alta tenséo, seringa, bomba de infusdo (para

controlar a vazao na seringa), tubo capilar (agulha de metal sem bisel ou ponta
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quadrada) e dispositivo coletor (VALENTE, 2011). Ele pode ser montado tanto na

posicéo vertical quanto na horizontal, como mostra a Figura 3.

Figura 3 - Representacdo do equipamento de eletrofiacdo em posicdo: a) Vertical, b) Horizontal.
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Fonte: Adaptado de Bhardwaj e Kundu (2010)

No processo de eletrofiacdo, o primeiro passo consiste na insercdo de um
polimero, ja solubilizado em solvente adequado, na seringa. Muito embora a técnica
possa ser utilizada também com polimeros puros aquecidos acima de sua temperatura
de fusédo (fundidos), essa opcao raramente € utilizada, pois trabalhar nestas condi¢ées
adiciona algumas complicacdes, como a preocupacdo com a degradacao térmica do
material (ALCOBIA, 2013; NAYAK et al., 2012).

A seringa é entdo acoplada pelo sistema constituido por um tubo capilar
(agulha) e uma bomba. Em seguida, uma diferenca de potencial € aplicada no fluido
polimérico entre a ponta da agulha e o coletor, criando-se uma separacéo de cargas
no liquido. No momento em que as forgas eletrostaticas resultantes ultrapassam o
valor da tensao superficial do fluido, este é ejetado da seringa formando um jato, que
é submetido a distorg&o e assume o formato de um cone, denominado Cone de Taylor
(SOUSA, 2016).

Uma vez que o jato é altamente carregado, com uma densidade de carga que

aumenta progressivamente devido a evaporacédo do solvente, o caminho em linha reta
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é dificultado, ocorrendo perturbacdes e instabilidade (VALENTE, 2011). Em
consequéncia, o percurso é feito em espiral e a distancia percorrida € ampliada varias
ordens de grandeza em comparacao com a distancia disponivel entre a seringa e o
coletor. O resultado é a producédo de fibras muito longas, com diametro micro ou
nanomeétrico, que serdo coletadas finalmente no dispositivo coletor ligado a terra. As
trés fases do percurso do fluido polimérico durante processo de eletrofiagdo estédo

representadas na Figura 4.

Figura 4 - Representacéo das trés fases geométricas do fluido polimérico durante processo de
eletrofiacdo: Cone de Taylor, jato continuo e regido de instabilidade.
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Fonte: Adaptado de Valente (2011).

Determinadas modificacbes no equipamento tradicional de eletrofiacdo podem
ser feitas a fim de aprimorar a técnica e melhorar o seu desempenho. Uma das
mudangcas mais usuais é a alteracdo na montagem ou geometria do dispositivo
coletor, que originalmente tem formato plano, com o objetivo de ajudar a minimizar
problemas relacionados com a dificuldade de controlar o diametro e/ou alinhamento
das nanofibras durante o processo (SOARES, 2013). Na Figura 5 € possivel observar

algumas destas configuragdes de coletor utilizadas para o processo de eletrofiacéo.
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Figura 5 - Montagens de coletores alternativas para eletrofiagcdo: a) cilindro rotativo, b) elétrodos
paralelos, c) coletor de rotagdo constituido por cilindro de fios, d) laminas em linha, €) conjunto de
contra elétrodos, f) anéis em paralelo, g) cilindro com fio enrolado sobre a superficie, h) disco, i) tubo
rotativo com elétrodos tipo “facas”, j) fios fibrosos em banho de agua e k) mdltiplos capilares.
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Fonte: Soares (2013)

Utilizar um dispositivo coletor rotativo, independentemente do seu formato, é a

maneira mais simples e antiga de se fabricar fibras mais alinhadas, e com diametros
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menores (YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017), duas caracteristicas que sédo imprescindiveis
em membranas de barreira para RTG e ROG.

A velocidade de rotacao adiciona ao sistema uma for¢ca mecéanica que leva ao
estiramento das fibras e, subsequentemente, a sua deposicédo no cilindro coletor de
maneira mais alinhada (GHOBEIRA et al., 2018). O segredo para o alinhamento das
fibras com esta estratégia é, portanto, aumentar a velocidade de rotacdo até que haja
a compatibilizacdo entre a velocidade de coleta das fibras com a velocidade de
deposicao das fibras que estdo sendo formadas.

No entanto, este método ainda esta longe de ser perfeito. Primeiramente,
materiais muito frageis ndo podem ser recolhidos em coletores rotativos, ja que eles
estdo propensos a quebra em velocidades bem menores em comparacédo a materiais
flexiveis ou elasticos (YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017). Segundo, este método consome
muito tempo e, principalmente, energia elétrica (YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017).

Coletores estaticos, por sua vez, também sao diversas vezes modificados com
0 objetivo de controlar a morfologia das fibras. Como a forca motriz que transforma a
solucéo em fibras de pequeno diametro € a tensdo aplicada ao sistema pela fonte de
energia de alta voltagem, cargas eletrostaticas séo distribuidas ao longo do jato de
eletrofiacéo, e, portanto, um campo elétrico externo pode ser usado para controlar a
direcdo deste jato (LONG et al., 2019). Desta forma, configuracbes que possuem
elétrodos auxiliares ou desenhos distintos de coletores vém sendo desenvolvidas

baseadas neste conceito (LONG et al., 2019).

2.4.2 Vantagens e desvantagens da técnica de eletrofiacéo

A eletrofiagdo € considerada um dos melhores métodos para fabricagdo de
fibras poliméricas na escala micro e nanométrica, porém néo € o unico. Técnicas de
processamento como estiramento (drawing), modelo (templating), separacdo de
fases, automontagem (self-assembly), fiacdo por sopro do fundido (meltblowing) ou
outras técnicas convencionais de fiacdo (spinning) também podem ser empregadas
para este fim (NAYAK et al., 2012; SOARES, 2013). Na Tabela 4 apresenta-se uma
comparacdo entre estas técnicas, destacando suas principais vantagens e

desvantagens.
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Tabela 4 - Tabela comparativa entre as principais técnicas de fabricacdo de nanofibras.

Comparagio entre diversas técnicas de fabricagio de nanofibras

Controle das Escopo para

Nome da Tecnica dimensdes das fibras produgio em massa

Vantagens Desvantagens

Fibras longas e continuas,
rentavel, versatil, facil de
manusear, vasta selecédo de
materiais

Condi¢des para recuperacéo de
solventes, instabilidade do jato,
baixa produtividade

Eletrofiacdo (solugdo) Sim Sim

Degradacdo térmica dos
Eletrofiacdo (fundido) Sim Sim Fibras longas e continuas polimeros, complicagfes com
descargas elétricas

Fibras longas e continuas, alta Degradac&o térmica dos
Fia¢&o por sopro do fundido Sim Sim produtividade, possivel polimeros, limitag&o de
recuperacdo de solventes polimeros aptos para a técnica

Alto controle do didmetro e
Modelo Sim N&o comprimento das fibras, vasta
selecdo de materiais

Processo complexo, materiais
de sacrificio

. « Processo descontinuo,
Processo simples, vasta selecdo

Estiramento N&o N&o - dificuldade em produzir fibras
de materiais 2 .
com didmetro consistente
Separacdo de Fases NEo NEo Requer equipamentos simples Trabglho somentg com
polimeros seletivos
x x Facilidade em obter nanofibras
Automontagem N&D N&o Processo complexo
menores
_ . ) ) MN&o sdo utilizadas voltagens Altas temperaturas sdo
Fiacdo por forga centrifuga Sim Sim . i i
muito altas, eco-friendly requeridas

Fonte: Adaptado de Nayak et al. (2012) e Santos (2015)

O processo de eletrofiacdo € de longe o mais utilizado para a producéo de
nanofibras devido a sua simplicidade, versatilidade e acessibilidade (GHOBEIRA et
al., 2018). No entanto, a técnica pode apresentar algumas dificuldades quando o
assunto é a estabilidade do jato, reprodutibilidade, e propriedades das fibras. Isto se
deve aos inameros parametros de processo, suas interacbes complexas e,
frequentemente, condicbes ambientais nao controladas, podem influenciar
diretamente na producéo das fibras (GHOBEIRA et al., 2018).

A técnica de fiacdo por sopro do fundido € um processo no qual os polimeros
no estado fundido sdo transformados em fibras superfinas devido ao contato com ar
guente e de alta velocidade (GUPTA; EDWARDS, 2019). A principal desvantagem
desta técnica € a possibilidade de degradacao dos polimeros, uma vez que eles sao
expostos a temperaturas acima do seu ponto de fusdo, o que ndo acontece no
processo de eletrofiacdo, realizado a temperatura ambiente. Além disso, nem todos
0s materiais podem ser submetidos a esta técnica, apenas aqueles que podem ser
facilmente fundidos (ASMATULU; KHAN, 2019).
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A automontagem conta com o auxilio de moldes rigidos porosos para a
formacdo das nanofibras, tanto sélidas quanto ocas (SOARES, 2013). Neste
processo, as fibras sdo montadas molécula por molécula, tendo como resultado
estruturas muito bem definidas (SOARES, 2013).

Ja no processo de estiramento, o contato entre uma goticula milimétrica de
polimero com uma extremidade pontiaguda forma uma fibra liquida que solidifica por
meio da rapida evaporacdo do solvente devido a grande éarea de superficie
(BAJAKOVA; LUKAS; LACARIN, 2011). No que diz respeito ao método de separacgéo
de fases, a fabricacdo das membranas fibrosas ocorre devido a indugéo na separacao
de uma solucdo polimérica em duas fases, uma com alta e outra com baixa
concentracdo de polimero (KURIMOTO; NIYAMA; EBARA, 2016).

As quatro Ultimas técnicas citadas acima apresentam uma significativa
desvantagem em relacdo ao eletrofiacdo: a producdo de fibras em massa nao é
possivel (NAYAK et al., 2012), o que dificulta a sua utilizacdo em ambientes
industriais.

Por ultimo, a fiagdo por forca centrifuga (forcespinning) surge recentemente
como uma nova técnica para fabricacao de nanofibras, por meio da utilizacao de forca
centrifuga (SARKAR et al., 2010). Este processo apresenta vantagens distintas em
comparacao com as técnicas mais convencionais, pois nao requer altas voltagens ou
materiais com propriedades elétricas especificas, como acontece no eletrofiacéo, e
elimina a necessidade de ar quente em alta velocidade, como na fiacdo por sopro do
fundido (RAGHAVAN; SOTO; LOZANO, 2013). No entanto, como a técnica € deveras
recente, a fiacdo por forca centrifuga ndo é um processo muito acessivel e existe
pouca informagéo disponivel sobre o assunto em comparacdo com 0s demais
métodos.

Devido as razdes citadas acima que a técnica de eletrofiacdo propicia, como a
facilidade no manuseio, baixo custo, capacidade de produzir fibras longas e continuas
em escala industrial, e configuracdo simples, levou a escolha para a produgéao das
membranas de policaprolactona no presente trabalho (NAYAK et al., 2012; SOARES,
2013).
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2.4.3 Andlise do efeito dos parametros no processo de eletrofiagéo

Um bom desempenho do processo de eletrofiacdo depende diretamente do
controle dos parametros que a influenciam. Caso estes ndo sejam adequados, a
formacao das nanofibras pode ser prejudicada (SOARES, 2013).

Quando se fala de nanofibra ideal, obtida por eletrofiacdo, o aspecto principal
consiste na auséncia de contas. Quando se obtém fibras com contas, significa que a
solucdo foi sujeita ndo somente a eletrofiacdo, mas também ao processo de
eletropulverizacédo (electrospray) (REDIGUIERI, 2016).

Obtendo-se as fibras sem a presenca das contas, um segundo aspecto a ser
notado é se as fibras apresentam descontinuidades. E comum que, devido a alta
voltagem ou distancia de trabalho inadequada, por exemplo, as fibras se rompam,
prejudicando as propriedades mecanicas do material (REDIGUIERI, 2016).

Muitos s@o os parametros envolvidos no processo de eletrofiacdo, de forma
gue eles sao frequentemente subdivididos em trés categorias: condi¢cdes ambientais,
tais como temperatura e umidade; propriedades intrinsecas das solucbes, como
viscosidade, concentracdo, condutividade elétrica e tensdo superficial, e parametros
de processamento, nomeadamente tensdo aplicada, distancia entre agulha e
dispositivo coletor, fluxo de injecdo da solucédo e velocidade de rotacdo do anteparo
coletor, caso este seja rotativo (ALCOBIA, 2013).

2.4.3.1 Condi¢des ambientais

As condi¢bes ambientais, especialmente umidade e temperatura, influenciam
de maneira significativa a morfologia e o didametro das nanofibras que séo obtidas
durante o processo de eletrofiacao.

A umidade do ambiente pode impactar de diversas formas no processo de
eletrofiacdo. De Vrieze e colaboradores (DE VRIEZE et al., 2009) em seu estudo sobre
a influéncia da temperatura e da umidade na formagédo de nanofibras de poli(vinil
pirrolidona) (PVP) por eletrofiagdo, chegaram a concluséo que o didmetro médio das
fibras diminui conforme a umidade aumenta. A absor¢cédo da agua adjacente por parte
da solucao faz com que o processo de solidificacdo ocorra de forma mais lenta e,
como consequéncia, 0 jato projeta-se por uma maior distancia e as nanofibras

formadas tém didametros menores. Porém, este mecanismo s6 é valido até um
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determinado teor de umidade. Como a umidade do ambiente ao redor também
determina a taxa de evaporagao do solvente em solugéo, caso esta seja muito elevada
o solvente volatil ndo sera capaz de secar antes de atingir o dispositivo coletor, de
modo que as nanofibras acabam colando (DE VRIEZE et al., 2009; SANTOS, 2015).
Inversamente, caso a umidade esteja demasiadamente baixa, a taxa de evaporacéo
do solvente pode se tornar mais rapida do que a remocao do solvente da ponta da
agulha, causando o entupimento do sistema (SANTOS, 2015).

No que diz respeito a temperatura de trabalho, a sua alteracdo ocasiona dois
efeitos opostos no didmetro médio das nanofibras. O primeiro deles refere-se a
diminuicdo exponencial da taxa de evaporagdo do solvente com a diminuicdo da
temperatura, o que faz com que o jato demore mais para se solidificar, formando fibras
mais finas e alongadas, de alta qualidade (DE VRIEZE et al., 2009; YANG et al., 2017).

Ja o segundo efeito € a maior liberdade de movimentos da cadeia polimérica
em altas temperaturas, resultando em uma menor viscosidade da solucao. Solucdes
menos viscosas sdo mais faceis de serem alongadas pela forca elétrica, e, portanto,
aumentar a temperatura também pode ser benéfico para o sistema até certo ponto
(DE VRIEZE et al., 2009). Entretanto, caso a viscosidade atinja um valor menor do
que a faixa ideal, a continuidade das fibras pode ser prejudicada.

Por causa destes efeitos contrarios, € necesséario encontrar um equilibrio em
relacdo a temperatura do sistema, que ndo pode ser nem muito baixa, nem muito
elevada.

Visto que as condicbes ambientais afetam consideravelmente o
comportamento da solug¢do durante o eletrofiacdo, € recomendado que o processo
seja realizado em um ambiente com condi¢des controladas, com ar condicionado e
desumificador, além de um sistema de exaustdo para aspirar os vapores dos

solventes emanados da solugédo (ALCOBIA, 2013).

2.4.3.2 Propriedades intrinsecas das solugfes

Os parametros relacionados as propriedades intrinsecas das solucgdes,
importantes para o0 processo de eletrofiagdo, s&o: viscosidade (diretamente
relacionada com a concentragdo da solucdo e massa molar do polimero), tensédo

superficial e condutividade elétrica.
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A viscosidade da solucdo depende fortemente da sua concentracéo e da massa
molar do polimero utilizado. Devido a esta correlagdo, a influéncia destes trés
parametros é geralmente discutida em conjunto (SANTOS, 2015). Existe uma faixa de
viscosidade oOtima na qual o processo de eletrofiacdo se torna possivel (SANTOS,
2015). Caso a solucéo seja pouco viscosa, a formacao de fibras continuas é dificultada
(ALCOBIA, 2013; BHARDWAJ; KUNDU, 2010; SANTOS, 2015). A viscosidade muito
baixa pode ser resultado de uma solu¢cao muito diluta (concentracdo insuficiente) ou
a utilizacdo de um polimero com massa molar muito baixa, o que faz com que ndo
haja material suficiente no jato para que uma fibra continua se forme (ALCOBIA,
2013).

Aumentar a viscosidade da solucdo resulta em maiores tempos de relaxacao
de tenséo, o que pode prevenir a ruptura das fibras ejetadas durante o eletrofiacao
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Por outro lado, quando a viscosidade é muito alta,
torna-se dificil a ejecdo dos jatos da solugéo polimérica e, consequentemente, ha um
menor alongamento da solucdo, resultando em fibras com maiores diametros
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010) ou até mesmo no entupimento da agulha do sistema
em casos mais extremos. Para contornar o problema de viscosidade extrema,
utilizam-se menores concentrac6es do polimero na solugédo ou adota-se uma matéria-
prima com menor massa molar.

Fong e colaboradores (FONG et al., 1999) ao trabalharem com fibras
eletrofiadas de poli(6xido de etileno) (PEO), com viscosidades entre 1 e 20 Poise,
também observaram que as contas sdo menos provaveis de serem formados
naquelas solu¢des mais viscosas. De acordo com os autores, conforme a viscosidade
aumenta, o didametro das contas adquire valores maiores, porém a distancia média
entre as fibras com estes defeitos aumenta consideravelmente. Ao mesmo tempo, o
formato das contas também se modifica de maneira gradativa e passa da forma
esférica a fusiforme, até finalmente formar fibras uniformes, conforme mostra a Figura
6.
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Figura 6 - Imagens retiradas no MEV da morfologia das fibras eletrofiadas de PEO com contas em
funcédo da viscosidade da solucao.
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Fonte: Adaptado de Fong, Chun e Reneker (1999)

O valor da massa molar do polimero em solucdo afeta a viscosidade do
sistema, pois reflete o nimero de entrelagamentos das cadeias poliméricas em uma
solucao, parametro que é fundamental para o processo de eletrofiacdo. Mesmo que a
concentracdo polimérica seja mais baixa que o ideal, uma alta massa molar pode
assegurar um nivel suficiente de viscosidade na solu¢do para produzir um jato
continuo durante eletrofiacéo e restringir os efeitos da tensao superficial que levaria a
formacao de contas nas fibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; SANTOS, 2015).

Além de encontrar a faixa de viscosidade ideal, superar o valor da tensao
superficial da solucdo carregada € um passo necessario para dar inicio ao processo
de eletrofiacéo. A tensdo superficial depende fortemente da composi¢cao dos solventes
na solucdo e deve ser reduzida, através do uso de solventes com baixa tenséo
superficial, a fim de que obtenham fibras sem a presenca de contas (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010).

Geralmente, uma alta tensédo superficial inibe o processo de eletrofiagéo,
porque gera a instabilidade do jato e contribui para a formacdo de gotas e contas
(HOHMAN et al., 2001). Para uma quantidade fixa de fluido, a repulsdo coulombiana
entre os ions carregados da solucdo é responsavel por criar o formato de jato da
solucdo, enquanto a tensdo superficial do fluido favorece formatos esféricos, com
menor area de superficie por unidade massica (RENEKER; YARIN, 2008). Usar
solventes com baixa tenséo superficial €, entdo, imprescindivel para que as forcas
eletrostaticas agindo em oposi¢do possam vencer a barreira da tenséo superficial da
solugéo e o jato possa ser ejetado de maneira eficaz (RENEKER; YARIN, 2008).

Contudo, ndo necessariamente uma menor tensao superficial vai ser mais adequada



43

para o processo de eletrofiacdo. Basicamente, esse parametro s6 determina o limite
inferior e superior no qual a eletrofiacdo acontece quando todas as outras variaveis
sdo mantidas constantes (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; SANTOS, 2015).

Em relacéo a condutividade elétrica, solu¢des de maior condutividade, ou seja,
com maior quantidade de carga na solucao, permitem maior fluidez de carga e sofrem
uma aceleracdo eletrostatica maior sob a agcdo de um campo elétrico (ALCOBIA,
2013). Como ja mencionado, a repulsédo das cargas € a responsavel pelo alongamento
da solucéo, portanto, com uma maior condutividade, um maior nimero de cargas vai
causar um alongamento mais extenso do jato, levando a formacao de fibras uniformes
e livres de contas (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; SANTOS, 2015).

Adicionalmente, a condutividade elétrica da solucdo tem grande influéncia em
relacdo ao diametro das fibras. Se a condutividade de uma solugdo aumenta, os
diametros das fibras resultantes podem ser significativamente reduzidos (SANTOS,
2015). Este aumento de cargas também apresenta o beneficio de diminuir a tenséo
critica necesséria para iniciar o processo de eletrofiacdo (RAMAKRISHNA et al.,
2005).

Com o objetivo de aumentar a condutividade elétrica, € muito comum a adicao
de sais, tensoativos idnicos, ou um sistema binario ou terciario de solventes na
solucdo (ALCOBIA, 2013). Solventes de alta constante dielétrica, como a
dimetilformamida, metanol, etanol ou acido férmico, séo diversas vezes utilizados para
esta finalidade (ALCOBIA, 2013; LUO; STRIDE; EDIRISINGHEM, 2012; TAN et al.,
2005; YANG et al., 2005; ZHU et al., 2010).

2.4.3.3 Parametros de processamento

Os parametros de processamento, que sédo a tensdo aplicada, distancia entre
agulha e dispositivo coletor, fluxo de injecédo da solugcéo e velocidade de rotacédo do
anteparo coletor (caso este seja rotativo), exercem grande influéncia na morfologia
das fibras obtidas durante o eletrofiacao.

A distancia de trabalho é um parametro facilmente ajustavel que, junto com o
formato do alvo, determina a distribuicdo do campo elétrico aplicado (ALCOBIA,
2013). Encontrar a distancia de trabalho ideal é importante, pois é necessario que o
solvente tenha tempo de evaporar completamente no percurso entre a ponta da

agulha e o coletor. Caso isto ndo aconteca, as nanofibras podem chegar umidas e



44

colarem umas as outras, aumentando seu diametro e prejudicando a homogeneidade
da membrana (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; SANTOS, 2015). Assim, como a
concentracdo do polimero em solucdo, o caudal influencia a quantidade e o tempo
que o polimero leva a chegar & agulha. E necesséario que este fluxo seja
razoavelmente alto para que seja continuo, mas nao tao elevado a ponto de impedir
a evaporacao total do solvente (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; OSATHANON et al.,
2017). Para fins industriais, € desejavel que o fluxo seja o maior possivel, de maneira
gue a producao seja mais rapida, porém sem atrapalhar a qualidade do trabalho.

O valor da tensédo elétrica aplicada no sistema é o fator que determina a
intensidade do campo elétrico. O processo de eletrofiacdo acontece em campos
elétricos da ordem de 1 a 5 kV/cm, de acordo com as propriedades da solucdo e a
distancia de trabalho (ALCOBIA, 2013). A aplicacdo de uma alta voltagem é crucial
para iniciar o processo de eletrofiagdo. Enquanto determinado valor critico ndo for
atingido, ndo héa formacéo de fibras (SANTOS, 2015). Em outras palavras, o valor de
tensdo critico vai induzir as cargas necessarias na solugcdo para que a forca
eletrostatica supere a tensao superficial (SANTOS, 2015).

Por fim, a velocidade de rotacdo, quando se utiliza um cilindro rotativo como
coletor, é o parametro que exerce a maior influéncia no grau de alinhamento das
nanofibras. O maior grau de orientacao das fibras é obtido quando a velocidade linear
da superficie do cilindro rotativo coincide com as deposi¢cdes do jato que sofreu
evaporacao (YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017). Assim sendo, sdo as altas velocidades
e/lou as forcas de estiramento mecanico as responsaveis pelo alinhamento da
membrana, j& que elas direcionam as fibras ejetadas em torno da superficie do cilindro
(YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017).

Dependendo da velocidade, esta pode agir sobre o grau de alinhamento das
fibras de trés maneiras distintas (YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017):

1. Velocidade de rotac&o € muito baixa para iniciar a orientacéo das fibras;

2. Velocidade de rotacdo comeca a melhorar o alinhamento das fibras
assim que atinge um nivel critico;

3. O alinhamento das fibras € prejudicado devido a fratura das fibras e
turbuléncia do fluxo de ar ao redor do perimetro do cilindro rotativo, ocasionado por

velocidades de rotagdo muito extremas.
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Adicionalmente, a velocidade de rotacdo do coletor pode simultaneamente
afetar o diametro das fibras. Aumentar a velocidade do dispositivo geralmente origina
fibras com diametros reduzidos (YUAN; ZHOU; ZHANG, 2017).

2.4.4 O uso de solventes benignos no processo de eletrofiacdo

De certa forma, o uso intensivo do PCL em eletrofiacdo é atribuido a sua
solubilidade em diversos solventes (GHOBEIRA et al., 2018). No entanto, os sistemas
de solventes mais utilizados, como cloroférmio, diclorometano, hexafluorpropanol,
trifluoroetanol, dimetilformamida, tetrafluoretileno, piridina, dicloroetano, ou a
combinacao destes (GHOBEIRA et al., 2018; VAN DER SCHUEREN et al., 2011),
apresentam um alto nivel de toxicidade, o que inviabiliza a sua utilizacdo no ramo da
bioengenharia, ja que a presenca de tracos de solventes tdxicos nas fibras eletrofiadas
prejudica a sua citocompatibilidade (BONGIOVANNI et al., 2019).

Na ultima década, as abordagens de “eletrofiacdo verde” e o uso de solventes
benignos, como solu¢cdes aquosas ou solventes com baixos potenciais toxicos,
ganharam forga principalmente no que diz respeito ao processamento de polimeros
para a biomedicina (BONGIOVANNI et al., 2019). Este conceito emergente também
apresenta vantagens no quesito seguranca no ambiente de trabalho e gestdo de
residuos (BONGIOVANNI et al., 2019).

Van der Schueren e colaboradores (VAN DER SCHUEREN et al.,, 2011)
comprovaram pela primeira vez que a combinacdo de &cido acético (AA) e acido
férmico (AF) poderia ser uma excelente escolha de solventes benignos para o
processo de eletrofiacdo do PCL, pois a mistura era capaz de produzir fibras
uniformes, livre de contas, e em escala hanométrica. As fibras produzidas, inclusive,
apresentaram valores de diametro até dez vezes menores do que as produzidas ao
utilizar o cloroférmio como solvente.

O &cido féormico e o acido acético, utilizados separadamente, ndo foram
eficientes na producéo de nanofibras. O AA, como solvente, ndo foi capaz de produzir
nenhum material fibroso, enquanto a utilizacdo apenas do AF resultou em uma
estrutura composta maioritariamente por gotas (VAN DER SCHUEREN et al., 2011).
Apesar de ambos apresentarem valores similares de solubilidade da policaprolactona
(VAN DER SCHUEREN et al., 2011), torna-se necessaria a formacgédo de um sistema

binario entre estes dois solventes para que se atinja o valor da constante dielétrica e
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ponto de ebulicdo necessarios para a formacao de fibras uniformes (GHOBEIRA et
al., 2018).

Van der Schueren e colaboradores (VAN DER SCHUEREN et al.,, 2011)
também concluiram em seu estudo que a estabilidade e reprodutividade do sistema
sdo garantidas quando se encontra as condi¢cdes ideais para que 0 processo de
eletrofiacdo atinja um estado estacionario. Ao utilizar a composicdo AA e AF como
solventes, estas condi¢cdes sdo obtidas com uma concentracdo minima de 30%, em
volume, de &cido formico e 10% de &cido acético.

A maior desvantagem em utilizar AA e AF como solventes é a degradacgéo do
PCL, que ocorre devido a acidez do meio, resultando na diminuicdo da massa
molecular e, consequentemente, na viscosidade da solu¢cdo com o passar do tempo
(GHOBEIRA et al., 2018). Além disso, os pesquisadores concluiram em seu estudo
que utilizar a solucdo de PCL 24 horas ap6s a sua total dissolucdo gera fibras
demasiadamente finas e quebradicas, com a presenca de diversas contas. Esta
observacdo enfatiza a degradacdo pronunciada, que é confirmada com o declinio
significativo na viscosidade da solucdo de aproximadamente 780 para 240 cP em
apenas um dia apos a dissolucdo do PCL (GHOBEIRA et al., 2018). A qualidade
inferior das fibras é resultado, portanto, da viscosidade reduzida, pois a solu¢ao pouco
viscosa nao suporta as grandes deformacdes e esfor¢os a que € submetida durante o
processo de eletrofiacéo.

A utilizacdo do sistema de solventes benignos, composto por acido acético e
acido formico (AA e AF), para solubilizacdo do PCL é o maior ponto de inovacao neste
trabalho, pois existem poucas referéncias sobre o processo de eletrofiagdo do PCL

com esta combinacao de solventes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A policaprolactona (PCL) (Mn= 80.000 g/mol) foi fornecida pela Sigma-Aldrich
e utilizado da forma que foi recebido, sem nenhuma purificacdo. Este polimero é
solubilizado em uma mistura de acido acético glacial (AA) e acido férmico (AF) 99-
100% (nas proporg¢des iniciais de 1:2 e 1:3 v/v, respectivamente) ambos obtidos da
VWR Chemicals.

Para as solu¢des, foram usadas as seguintes concentracdes poliméricas: 12%,
14% e 15%. (m/V). A escolha dos teores de PCL foi baseada em artigos (GHOBEIRA
et al., 2018; LIVERANI; BOCCACCINI, 2016) e experimentos semelhantes realizados

previamente no laboratorio.

3.2 PRODUCAO DE FIBRAS POR ELETROFIACAO

Durante a primeira etapa da producédo de fibras eletrofiadas, correspondente a
dissolucédo do PCL em AA e AF, a solucédo fica sob agitacdo durante um periodo de
dezoito horas quando em temperatura ambiente, ou uma hora em banho-maria a
45°C, para otimizacao do tempo.

Para o processo de eletrofiagdo propriamente dito, o Fluidnatek LE-10,
fabricado pela Biolnicia, foi o dispositivo utilizado para gerar as nanofibras de PCL
(Figura 7).

Fonte: Autoria propria (2020)
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O dispositivo coletor escolhido para a realizacdo dos experimentos foi um
cilindro rotativo de 35 cm de comprimento e 10 cm de diametro, coberto por uma folha
de papel aluminio de mesmas dimensdes. Com o intuito de confirmar a sua
importancia para o alinhamento das fibras, a velocidade de rotacdo do coletor foi
variada de 500 rpm a 2000 rpm, sendo este Ultimo o valor maximo atingido pelo
equipamento.

A partir do valor da velocidade angular de rotacdo, é possivel calcular a

velocidade linear na superficie do cilindro a partir da Equacéo 1:

V=w.r (Eq. )

Onde v= velocidade linear [m/s], w= velocidade angular [rad/s] e r= raio do
cilindro (m).

Algumas modificacBes foram realizadas no dispositivo coletor, a fim de tentar
melhorar o grau de alinhamento das fibras de PCL obtidas. A primeira delas,
denominada modificagdo 1, consistiu em enrolar ao redor do cilindro arame de cobre
da marca Velleman, com 0,2 mm de diametro, como mostra a Figura 8. A ideia era
utilizar o campo elétrico externo produzido pelos fios de cobre para controlar a dire¢éo
do jato da solug&o. Para posterior retirada da membrana, o cilindro com fios foi coberto
na maioria das vezes com folha de aluminio nas mesmas dimensdes do dispositivo
coletor. Houve uma excecao na qual se utilizou papel celofane no lugar do papel

aluminio.

Figura 8 - Arame de cobre enrolado ao redor do cilindro coletor.

T

Fonte: Autoria prépria (2020)
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A segunda alteracdo, denominada modificagdo 2, baseia-se no estudo
realizado por Gobheira et al. (2018), no qual uma consideravel melhora no grau de
alinhamento foi obtida apos utilizarem a combinacdo do efeito mecanico da rapida
velocidade de rotacdo do cilindro (3000 rpm) com a adicdo de forcas elétricas
provenientes de tiras retangulares de aluminio (3 cm x 1 cm) posicionadas em paralelo
sobre o cilindro coletor coberto com uma folha de papel celofane. Foram utilizados
discos de vidro entre as tiras de aluminio para coletar as nanofibras obtidas.

A montagem utilizada por Gobheira et al. (2018) em seu experimento esta

representado na Figura 9.

Figura 9 — Montagem do coletor e modificacbes adotadas por Gobheira et al. em seu experimento.

28 cm
/ | /

/ Folha de ' [

’ papel - /

| celofane — ,’ *
j e Discos de | w

— vidro \ S
X Tiras de

] .-
‘ s aluminio ll

\\ B (3cmxicm) ‘.I

Fonte: Adaptado de Ghobeira et al. (2018)

Diferentemente do estudo usado como referéncia, as tiras retangulares foram
recortadas de folhas de papel aluminio de cozinha. Elas foram coladas ao papel
celofane com fita adesiva, como mostra a Figura 10. Além disso, ndo foram utilizados
discos de vidro, portanto as amostras da membrana para analise foram retiradas
diretamente do proprio papel celofane. As dimensdes adotadas no experimento foram
preservadas, com excecdo da distancia entre as tiras de aluminio, na qual foi adotado

o valorde 1 cm.
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Figura 10 - Papel celofane com tiras de folha fina de aluminio colocado sobre o coletor, como
tentativa de aumentar o grau de alinhamento das fibras.

Fonte: Autoria prépria (2020)

Diferentes distancias entre agulha e o cilindro coletor também foram testadas
para producéo das nanofibras: 10, 13, 18 e 20 cm. Os valores foram escolhidos com
base em experiéncias prévias realizadas no laboratorio.

Uma tensédo de 18 kV foi mantida constante em todos os experimentos. Este
valor escolhido por ser favoravel a formagéo do Cone de Taylor, resultando em uma
condicao de estado estacionario para todas as concentracdes de PCL utilizadas. Ja o
fluxo de injecao na agulha é levemente variado nos experimentos entre 0,4 e 0,5 mL/h
para garantir um jato estavel permanente durante todo o periodo de eletrofiagéo.

O processo de eletrofiacdo neste estudo foi realizado a temperatura ambiente
(25°C £ 2) e 0 uso de um desumidificador ajudou a controlar a umidade no laboratorio,
nos dias que esta se apresentava muito elevada.

As membranas produzidas e 0s respectivos parametros utilizados na fase de
aperfeicoamento dos parametros de eletrofiagdo estdo listados na Tabela 5. As
amostras foram produzidas de forma aleatéria em relacdo a disposicdo dos
experimentos para reduzir os efeitos dos erros nédo controlados. No entanto, elas
foram numeradas em ordem crescente pela concentracdo de PCL, seguida da
distancia de trabalho e, por ultimo, velocidade de rotacdo para melhorar a organizacao
deste trabalho.
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Tabela 5 - Membranas produzidas por eletrofiacdo e seus respectivos parametros de processamento

e da solucéo.
Proporgéo
. Concentragédo Distanciade Velocidade . ~ . = entre os Fluxo na Tenséo
Amostra Sigla de PCL (%) trabalho (cm) {rpm) Modificagdo 1 Modificagédo 2 solventes T,-,g-,ﬂ:? (kV)
(AA:AF)
1 12C18D2000V12P 12 18 2000 Néo Néo 1:2 0.4 18
2 12C13D2000V12P 12 13 2000 Néo Néo 1.2 0,5 18
3 12C13D2000V12PM1 12 13 2000 Sim Néo 1:2 05 18
4 14C10D2000V12P 14 10 2000 Néo Néo 1:2 0.4 18
5 14C13D2000V12P 14 13 2000 Néo Néo 1.2 0.4 18
6 14C13D2000V12PM1 14 13 2000 Sim Néo 1:2 04 18
7 14C13D2000Vv12PM1 14 13 2000 Sim Néo 1:2 0,5 18
8 14C18D500V12P 14 18 500 Néo Néo 1:2 0.4 18
9 14C18D1000V12P 14 18 1000 Néo Néo 1:2 04 18
10 14C18D1000V12P 14 18 1000 Néo Néo 1:2 0.4 18
1 14C18D2000V12P 14 18 2000 Néo Néo 1:2 0.4 18
12 14C18D2000V12PM2 14 18 2000 Néo Sim 1:2 05 18
13 14C20D2000V12P 14 20 2000 Néo Néo 1:2 0.4 18
14 15C18D2000V12P 15 18 2000 Néo Néo 1:2 0,5 18
15 15C18D2000V12P 15 18 2000 Néo Néo 1:2 05 18
16 15C18D2000V12P 15 18 2000 Néo Néo 1:2 0,5 18
17 15C18D2000V13P 15 18 2000 Néo Néo 1:3 0,5 18
18 15C18D2000V13PM1 15 18 2000 Sim Néo 1:3 04 18
19 15C18D2000V13PM2 15 18 2000 Néo Sim 1:3 0,5 18
20  15C18D2000V13PM2 15 18 2000 Néo Sim 1:3 0,5 18

Fonte: Autoria propria (2020)

As siglas também foram criadas para facilitar a identificacdo das amostras.
Usando como exemplo a membrana 1 (12C18D2000V12P), tem-se: 12C representa
uma concentracdo de PCL de 12%, 18D é a distancia de trabalho de 13cm, 2000V
equivale a uma velocidade de rotacdo de 2000 rpm e 12P significa que a propor¢cao
entre os solventes é de 1:2 (AA:AF). As membranas que foram produzidas nos
coletores com as modificacdes 1 e 2 apresentam também, respectivamente, M1 ou

M2 no final de suas siglas.

3.3 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

3.3.1 Anédlise microestrutural por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As membranas para analise microestrutural através da microscopia eletronica
de varredura (MEV) foram preparadas num disco de aluminio, usando uma fita dupla
adesiva de carbono, e recobertas com fina camada de ouro/paladio para aumento da

condutividade elétrica da superficie da membrana.
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Posteriormente, as amostras foram analisadas usando o Microscopio
Eletrénico de Varredura da marca Hitachi S-4100 (Toquio, Japao), operado a uma
tensdo de aceleracdo de 25kV e as imagens foram obtidas em trés diferentes
ampliacdes: 500x, 1.000x e 6.000x.

3.3.2 Avaliagao do didametro médio das fibras

Utilizando o programa de analise ImageJ (National Institutes of Health, USA)
foi possivel medir o tamanho de cada fibra perpendicularmente ao seu eixo
longitudinal. A partir de 90 fibras, encontradas em 3 diferentes imagens
microfotografadas no MEV de uma mesma amostra (mesmas condi¢des), o diametro
meédio das fibras de cada membrana foi calculado. Apds todas as medicdes, os dados

foram traduzidos em um histograma através do programa SPSS Statistics (IBM, USA).

3.3.3 Avaliacédo do alinhamento das fibras

A gquantificagdo do alinhamento das fibras em funcdo das variaveis utilizadas
na eletrofiacao foi feita pela aplicacdo da transformada rapida de Fourier (TRF). Para
iISSo, imagens obtidas no MEV foram inicialmente redimensionadas para 351 x 256
pixels e depois processadas com a ajuda do programa de analise ImageJ.

Tal ferramenta aplica na imagem um algoritmo de transformada de Fourier, que
transforma as informacfes de intensidade de pixels da imagem de um dominio
espacial para um dominio de frequéncias, apresentado no espectro de poténcias.
Este por sua vez permite uma melhor interpretacéo de como as fibras se posicionam
espacialmente na imagem.

Por ultimo, entrando no menu “Directionality” do pacote Fiji, extensao do
programa ImageJ, construiu-se histogramas que tem a funcdo de indicar a quantidade
de fibras em uma determinada dire¢cdo. Os angulos do histograma sdo reportados

sendo 0° a direcdo Leste e a orientagéo percorrendo o sentido anti-horario.
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3.3.4 Avaliacéo quimica por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR)

As analises de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier,
ou em inglés Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), foram conduzidas no
equipamento FTIR Tensor 27, fabricado pela Bruker Corporation (USA). Este foi
utilizado sob as condi¢cdes de obtencdo de espetros na regido de IV-médio (4000 —
350 cm), com resolucdo de 4 cm™* e 256 varreduras. O espectro foi adquirido em

modo de absorbancia.

3.3.5 Andlise térmica por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise térmica do PCL por calorimetria exploratéria diferencial, ou em inglés
differential scanning calorimeter (DSC), foi realizada com o equipamento DSC-50, da
marca Shimadzu (Japdo). Foram realizados dois ciclos, um de aquecimento e outro
de resfriamento, ambos a uma taxa de 10 °C/min, e a faixa de temperaturas percorrida
foi entre 25 — 95 °C.

3.3.6 Avaliagcdo mecanica por ensaios de tracao

A avaliagdo mecéanica das membranas foi realizada através de ensaios de
tracdo e utilizou-se uma maquina de ensaios mecanicos para micro materiais, Figura
11, modelo MMT101-N, da marca Shimadzu (Jap&o). Os ensaios foram realizados

com a velocidade de 1 mm/min e for¢a de 0,1 N.
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Figura 11 - Equipamento MMT-101N, da Shimadzu, para ensaios mecanicos com micro materiais.

Fonte: Autoria propria (2020)

Durante a fase de caracterizacdo da membrana de PCL selecionada (Sec¢ao
4.4), o ensaio de tracao foi realizado em 6 corpos de prova obtidos das membranas A
e B, com as seguintes dimensdes: 7 mm de largura e 15 mm de altura. As espessuras
dos corpos de prova foram avaliadas individualmente com o micrometro e o0s

resultados estéo reportados na Tabela 6.

Tabela 6 — Espessura dos corpos de prova das membranas A e B.

Corpos de prova Espessura (um)
52+5
50+ 5
57+5
53+5
465
52+5

Membrana A

Membrana B

W N =S WN -

Fonte: Autoria prépria (2020)

A incerteza associada ao valor da espessura de cada um dos corpos de prova
equivale & metade da menor divisdo da escala do micrometro, que é de 0,01 mm.
Na Figura 12 consegue-se observar um dos corpos de prova durante o ensaio

de tracdo, antes e apds o inicio da sua ruptura.
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Figura 12 - Membrana de PCL sendo submetidas ao ensaio de tragdo, antes e apds o inicio da sua
ruptura.

Fonte: Autoria propria (2020)

A Figura 13 representa um grafico tipico, simplificado, da tensdo em funcéo da
deformacdo das amostras. A regido 1 € denominada como zona elastica e a regido 2
€ a zona plastica (TAVARES, 2011). A zona elastica é a regido da curva em que o
material apresenta comportamento linear, ou seja, a forga requerida para deformar o
material € diretamente proporcional a sua deformacdo. Esse comportamento é

descrito pela Lei de Hooke:

F=-kx (Eq. 1)

Onde F é a forga aplicada [N], x & a deformacgéo [m] e k é uma constante de

proporcionalidade conhecida como constante de elasticidade [N/m].

Figura 13 - Representacéo de Curva Tensdo x Deformacdo de um material.

I I I I 1 I 1 1 I

Tenséo

Deformacgao

Fonte: TAVARES (2011)
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O méddulo de Young (E) € um parametro indicativo da resisténcia de um material
a deformacdo elastica e, portanto, d4 uma indicacdo da rigidez do material
(TAVARES, 2011). Seu valor é constante onde a Lei de Hooke é obedecida e
geralmente é medido em MPa.

No gréfico de tensdo x deformacgéo, o médulo de Young equivale ao declive da
curva na regiao 1 (Figura 13).

3.3.7 Estimativa da porosidade das membranas

Sabe-se que a porosidade (P) de um material € a razado percentual entre o
volume de espacos vazios, ou poros (Vp), e o volume total (V) de uma amostra
(FERNANDES, 2011). Sendo o volume total constituido pela soma entre Vp e 0 volume
do conteudo sélido da amostra (Vs) (FERNANDES, 2011), temos:

V-V,
1%

P(%) = -2 x 100 = x 100 = (1-%) x 100 (Eq. IIl)

A unidade de volume utilizada foi o cm?3.

A porosidade das membranas de PCL foi estimada a partir da avaliacdo de 6
amostras com dimensdes de 3 x 3 cm. Com base nos valores de espessura (e),
medida com um micrébmetro, e da massa (m), medida por meio da balanca de
precisao, foi possivel calcular o valor da densidade aparente dos corpos de prova por

meio da férmula:

m
Paparente = v (Eqg. IV)

Onde: m = massa [g], paparente = densidade aparente [g/cm?3].
Pelo fato das amostras serem pequenos paralelepipedos, o volume destas
pode ser calculado pela seguinte férmula:

V=Llch (Eq. V)

Onde: | = largura [cm], ¢ = comprimento [cm] e h = altura [cm].
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Como a massa da amostra € uma medida referente apenas ao seu contetdo

solido de densidade (ps), entdo m = ps X Vs. A porosidade € entdo dada por:

P(%) = (1 —2ereme) x 100 (Eq. VI)

N

A unidade de densidade utilizada foi g/cm?3. Para o ps do PCL considerou-se o

valor do fabricante ppcL = 1,145 g/cm?,

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Relativamente a apresentacdo dos resultados quantitativos, estes sédo
caracterizados com recurso da média e respectivo desvio padrdo. As diferencas
estatisticas foram determinadas pelo uso do teste de hipotese para diferenca de

médias seguindo uma distribui¢do t-Student, com um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA PARA AS AMOSTRAS

A fim de verificar a conformidade do PCL utilizado como matéria-prima para a
producdo das nanofibras, foram realizados os ensaios de FTIR e DSC dos granulos
de PCL.

No FTIR especificamente, foi realizada uma andlise dos grupos funcionais
presentes na amostra, enquanto no DSC buscou-se obter informacdes sobre a

temperatura de fusao e de cristalizacdo do PCL.

4.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro FTIR do granulo de PCL na regido de 500-4000 cm (Figura 14)
exibe as bandas de absor¢cdo de um poliéster alifatico linear e semicristalino, o que é
condizente a sua estrutura. A respeito deste espectro, algumas bandas fortes, como
0 pico caracteristico do grupo carbonila em torno de 1720-30 cm™ (ELZEIN et al.,
2004), sao facilmente identificaveis. As bandas mais intensas caracteristicas do PCL

e suas respectivas atribuicdes encontram-se listadas na Tabela 7.

Figura 14 - Espectro FTIR obtido para os granulos de PCL na regidao de 500-4000 cm™,
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Tabela 7 - Bandas na regido do Infravermelho Caracteristicas do PCL.

Namero de ondas (cm-1) Grupo funcional atribuido
2942 Estiramento assimétrico CH2
2868 Estiramento simétrico CH2
1723 Estiramento carbonila (C=0)
1293 Estiramento C-O e C-C na fase cristalina
1240 Estiramento assimétrico C-O-C
1162 Estiramento simétrico C-O-C

Fonte: Adaptado de Elzein et al (2004)

Em adicdo ao pico caracteristico do grupo carbonila, identifica-se dois picos
proximos de 2942 cm™ e 2868 cm devido ao estiramento da ligacdo C-H dos grupos
metil (ELZEIN et al., 2004; PHILLIPSON; JENKINS, 2014). As demais bandas entre
100-1600 cm* sdo atribuidas a estrutura molecular da cadeia polimérica, dobramento,
vibracéo e estiramento do metileno (PHILLIPSON; JENKINS, 2014).

De acordo com Coleman e Zarian (1979), a banda de 1293,37 cm™ pode ser
atribuida ao estiramento das ligages C-O e C-C do PCL na fase cristalina. A presenca
deste pico indica, portanto, que existe um certo grau de cristalinidade na amostra
analisada. Este resultado era esperado, visto que a policaprolactona é um polimero

semicristalino, geralmente com alta cristalinidade a temperatura ambiente.

4.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A realizacdo do ensaio de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é
imprescindivel para maior entendimento do comportamento do material a diferentes
temperaturas.

Na Figura 15 encontra-se a curva de DSC obtida apds ensaio de aquecimento
e resfriamento dos granulos de PCL. Nela, observam-se duas temperaturas de
transicao caracteristicas de polimeros semicristalinos: a temperatura de cristalizacéo

(Tc) e a temperatura de fuséo (Tm).
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Figura 15 - Curva de DSC do granulo -de PCL ap6s aquecimento até 120 °C e posterior resfriamento.
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Fonte: Autoria propria (2020)

Segundo Canevarolo (2010), € no ponto de fusdo que a energia do sistema
atinge o patamar necessario para vencer as forgas intermoleculares secundarias entre
as cadeias da fase cristalina, de forma a destruir o arranjo regular de empacotamento,
passando assim do estado borrachoso para o estado viscoso (fundido). Como esta
transicdo sO6 ocorre na fase cristalina, ela é existente apenas para polimeros
semicristalinos, como o PCL.

Na curva de DSC (Figura 15), o valor de Tm encontrado para a amostra de PCL
foi de 63,2 °C. Este valor é obtido a partir do maximo do pico endotérmico. O fato do
pico de fusdo estar bem definido e intenso indica que o polimero em questao
apresenta um elevado grau de cristalinidade (RAMOS, 2011). Além disso, de acordo
com da Paz et al. (2016) o ponto de fusdo do PCL fica entre 59 e 64 °C, dependendo
do seu conteudo cristalino, valor condizente com o obtido no experimento.

O outro pico visivel na curva de DSC, desta vez exotérmico, fornece a
temperatura de cristalizacdo do PCL, cujo valor foi de Tc = 35,9 °C. Durante o
resfriamento de um polimero semicristalino a partir de uma temperatura superior a Tm,
este atingira em determinado momento uma temperatura suficientemente baixa, na

qgqual uma grande quantidade de cadeias poliméricas consegue se organizar
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espacialmente de forma regular (FREITAS, 2014). Esta ordenagé&o espacial permite a
formacao de uma estrutura cristalina naquela regido (FREITAS, 2014).

Além destes valores, o PCL apresenta temperatura de transicao vitrea (Tg) em
torno de -60 °C (DA PAZ et al., 2016; FREITAS, 2014; RAMOS, 2011), valor que esta
fora da faixa de temperaturas analisada durante o ensaio de DSC e por isso ndo pbde
ser registrado. O valor da Ty € importante, pois abaixo dela o polimero ndo tém energia
suficiente para permitir o deslocamento de uma cadeia em relagdo a outra por

mudancas conformacionais e, portanto, encontra-se em estado rigido e quebradico.

4.2 APERFEICOAMENTO DOS PARAMETROS DE ELETROFIACAO

Apos a etapa de caracterizacado dos granulos de PCL utilizados como matéria-
prima, iniciou-se a producdo de uma série de membranas por meio da técnica de
eletrofiacdo e estudou-se o efeito dos parametros de processamento e parametros
intrinsecos da solucdo na obtencdo de membranas adequadas a ROG e RTG.

Atendendo aos parametros reportados na literatura com maior influéncia no
diametro e alinhamento das nanofibras optou-se por estudar o efeito dos seguintes
parametros: distancia de trabalho, velocidade de rotacdo do cilindro coletor,
concentracdo da solucdo. Também, foram anotados os valores da umidade e
temperatura no processo.

O que se pretende em membranas de barreira para ROG e RTG é um perfil de
fibras alinhadas, ja que esta morfologia apresenta propriedades mecanicas e
biolégicas mais adequadas. Por outro lado, deseja-se uma faixa de diametro numa
gama entre 50 e 500 nm, ja que este intervalo mimetiza de forma mais eficiente a
matriz extracelular de colageno a qual as células sdo expostas habitualmente.

Além disso, € importante que as nanofibras ndo apresentem uma grande
guantidade de contas em sua estrutura, pois isto prejudica tanto as propriedades

mecanicas do material quanto a taxa de proliferacéo celular.
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4.2.1 Parametros ambientais

Para compreender a influéncia dos parametros ambientais na morfologia das
nanofibras por eletrofiacdo, foram estudadas quatro amostras: 9, 10, 15 e 16 (Tabela
5).

Analisou-se primeiramente as amostras 9 e 10, ambas com a sigla
14C18D1000V12P, produzidas sobre a mesma formulacdo e parametros, com
excecdo da temperatura e umidade ambiente. Os parametros da solucdo e do
equipamento utilizados estédo elencados na Tabela 5 e a temperatura e umidade de

trabalho encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Pardmetros ambientais durante producdo das amostras 9 e 10.

Amostras Temperatura (°C) Umidade do ar (%)
9 249 58
10 25,8 49

Fonte: Autoria propria (2020)

As imagens obtidas no MEV destas duas amostras revelam microestruturas
significativamente diferentes. A amostra 9 (Figura 16b), fabricada em ambiente com
menor temperatura, porém maior teor de umidade, revelou uma presenca muito maior
de contas em sua microestrutura em relacdo a amostra 10 (Figura 16a), além de fibras
de pior qualidade, visualmente coalescidas.

E possivel que a umidade elevada tenha removido cargas eletrostaticas em
certos pontos da superficie da solucdo polimérica. Essa quebra de homogeneidade

de cargas contribui, portanto, para a geragao de contas nas nanofibras produzidas.
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Figura 16 - Imagens tiradas no MEV de: a) Amostra 10 (49% de umidade); b) Amostra 9 (58% de
umidade). Com aumentos de 1.000x e 6.000x.
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Fonte: Autoria prépria (2020)

As amostras 15 e 16, de siglas 15C18D2000V12P, também foram produzidas
em ambiente com umidades elevadas, de 62% e 57%, respectivamente. Ambas
acabaram por apresentar os mesmos defeitos identificados na amostra 9, o que mais
uma vez contribui para a conclusdo de que teores de umidades acima de 55% ja se
tornam prejudiciais ao processo de eletrofiagdo, pois geram nanofibras com maior
namero de defeitos como o da presenca de contas e fibras coalescidas entre si.

A Figura 17 revela a microestrutura da membrana 15, enquanto a Figura 18 é
uma microfotografia do MEV da membrana 16.
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Figura 17 - Presenca de contas observada na amostra 15. Microfotografia do MEV com
aumento de 1.000x.

Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 18 - Nanofibras coalescidas na amostra 16. Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x.
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Fonte: Autoria propria (2020)

Com as amostras produzidas e a faixa de temperaturas de trabalho estudada
(22 - 27 °C), nao foi possivel relacionar nenhuma mudanga na microestrutura com

alteragbes na temperatura ambiente. Também, néo foi identificada a influéncia de
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teores de umidade muito baixos na qualidade das fibras, uma vez que todos os
experimentos foram realizados com uma umidade acima de 36%.

A grande influéncia da umidade no processo de eletrofiacdo € um problema
relatado em diversos estudos (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; CASPER et al, 2003; DE
VRIEZE et al., 2009; HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; PELIPENKO et al., 2013). De
Vrieze et al (2009), por exemplo, conduziram experimentos para analisar justamente
de que forma a temperatura e a umidade ambiente afetam a morfologia das fibras,
devido a importante influéncia que os parametros ambientais exercem na eletrofiacao.

Com a confirmacéao de que os valores de umidade alteram de forma significativa
a morfologia das nanofibras produzidas por eletrofiacdo, o ideal seria que as
membranas fossem todas produzidas a um mesmo teor de umidade e,
preferencialmente, sob mesma temperatura ambiente.

No entanto, como no laboratério utilizado este controle dos parametros
ambientais ndo era possivel, limitou-se apenas a utilizar um desumidificador para
fabricar as fibras naqueles dias em que a umidade estava acima de 55%. Por este
motivo, a influéncia dos parametros ambientais é desprezada na analise dos demais

parametros.

4.2.2 Parametros operacionais

4.2.2.1 Velocidade de rotacao do cilindro coletor

A velocidade de rotacdo do cilindro coletor, que é tida como o parametro de
maior influéncia no alinhamento das fibras no processo de eletrofiagéo, foi analisada
a partir das amostras 10 (14C18D1000V12P) e 11 (14C18D2000V12P). As
velocidades utilizadas no processo foram de 1000 e 2000 rpm, respectivamente. Os
demais parametros sao iguais para as duas membranas, como se pode observar na
Tabela 5.

Os resultados encontrados referentes ao tamanho das fibras destas duas
amostras, analisadas com ajuda do programa de imagem ImageJ, estao reportados

na Tabela 9 e nas Figuras 19 e 20.



66

Tabela 9 - Diametro médio das fibras, desvio padrdo e velocidades de rotacéo e linear do cilindro,
utilizados na fabricacdo das membranas 10 e 11.

Amostra Diametro médio Desvio padro Velocidade de rotacdo Velocidade linear da
das fibras P do cilindro superficie do cilindro

10 230 nm 78 nm 1000 rpm 5,23 m/s

11 196 nm 56 nm 2000 rpm 10,47 m/s

Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 19 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x e histograma com a distribuicdo do
diametro das nanofibras da amostra 10 (14C18D1000V12P).
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Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 20 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x e histograma com a distribui¢cdo do
didmetro das nanofibras da amostra 11 (14C18D2000V12P).
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67

A importancia do conhecimento do valor da velocidade linear na superficie do
cilindro, calculado a partir da equacao I, est4 no fato dele corresponder a velocidade
na qual as fibras sdo depositadas no coletor, apos aceleracdo devido ao campo
elétrico imposto pela alta tenséo.

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram que um aumento na
velocidade de rotacdo do cilindro coletor tem um impacto no diametro das fibras.
Velocidades mais elevadas submetem as fibras a uma for¢ca de alongamento maior,
provocando uma diminuicdo no tamanho médio das nanofibras.

No caso analisado, dobrar a velocidade angular de 1000 rpm para 2000 rpm
causou uma reducdo média de aproximadamente 17% no didmetro meédio das fibras.
Ao realizar o teste t-Student, confirma-se a hipotese de que as fibras sdo menores na
amostra 11, ao nivel de confianga maior do que 95%.

Também se percebe, a partir do valor do desvio padrdo, que a variagdo nos
valores do didametro é menor para a velocidade de 2000 rpm, ou seja, as fibras sao
mais uniformes.

Em relacdo ao alinhamento das fibras na membrana, as Figuras 21 e 22
mostram o espectro da Transformada de Fourier e o histograma com a distribuicéo
das diregbes das nanofibras nas amostras 10 e 11, respectivamente. A Tabela 10
também revela, com mais detalhes, informacgfes importantes para analise do grau de
alinhamento do sistema, como, por exemplo, a quantificacdo da dispersdo das

nanofibras.

Figura 21 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra
10 (14C18D1000V12P).
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Figura 22 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra
11 (14C18D2000V12P).
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Tabela 10 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras 10 e 11.

Amostras Direcdo Preferencial (°) Dispersao (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)

10 10,07 10,75 52 69
11 -41,58 4,09 41 81

Fonte: Autoria propria (2020)

O espectro de poténcias da TRF permite uma melhor interpretacdo de como as
fibras se posicionam espacialmente a partir das imagens obtidas no MEV do que da
sua andlise visual direta. No entanto, é s6 por meio dos histogramas com o
comportamento direcional das nanofibras que se tem uma analise quantitativa do nivel
de alinhamento na membrana.

O menu Directionality do pacote Fiji do ImageJ, utilizado para gerar os
histogramas das Figuras 21 e 22, estipula as estatisticas em relacdo ao maior pico
encontrado, que por sua vez é aproximado por uma funcdo Gaussiana, levando em
conta a natureza periddica do histograma (FIJI SOFTWARE, 2018).

Na Tabela 10, a coluna “direcdo preferencial” representa exatamente o valor
central da funcdo gaussiana, a “dispersao” reporta o desvio padrao (s) da gaussiana
e a “quantidade” é a soma do histograma desde o centro - s até o centro + s, dividido
pela soma total do histograma. Por ultimo, o nivel de confianca indica o quéo preciso
é este ajuste realizado, sendo 100% muito bom e 0 ruim (FIJI SOFTWARE, 2018).

O nivel de alinhamento pode ser definido pela distribui¢cdo geral dos pontos no
histograma: quanto mais alto e mais estreito for o pico, mais rigorosamente alinhadas
as fibras estdo em relacdo a um eixo de orientacéo especifico. Quanto menor e mais

larga a curva de distribuicéo for, mais arbitrariamente as fibras estédo depositadas nos
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eixos de orientacao e, portanto, mais aleatoéria é a sua distribuicdo (GHOBEIRA et al.,
2018).

Assim, um alinhamento mais eficiente é refletido nas informacgdes através de
menores valores de desvio padrdo, maiores valores na variavel “quantidade” e, mais
importante, uma menor dispersdo. Também, € importante que o valor do nivel de
confianca seja 0 mais proximo possivel de um, pois isto significa que a aproximacao
retrata de forma muito exata a realidade apresentada pelas membranas.

E possivel concluir, entdo, a partir das figuras 21 e 22 e da Tabela 10, que
aumentar a velocidade do cilindro coletor de 1000 rpm para 2000 rpm realmente
melhora o grau de alinhamento das nanofibras.

Entretanto, apesar da melhoria consideravel observada na amostra 11 a 2000
rpom, as fibras ainda ndo estdo perfeitamente alinhadas em um eixo especifico, um
fato que € geralmente observado quando se usa exclusivamente esta técnica do
coletor rotativo para melhorar o alinhamento (GHOBEIRA et al., 2018). A literatura
reporta que para alcancar um nivel de alinhamento melhor é imprescindivel uma
velocidade de rotacdo elevada, ou um cilindro com diametro maior, de forma que a
forca de estiramento exercida por ela corresponda a velocidade com que as fibras
chegam ao cilindro coletor. Caso contrério, as fibras adotam diferentes orientacdes
(ARRAS et al., 2012).

Como o equipamento utilizado ndo permite operar a velocidades maiores do
gue 2000 rpm e o diametro do coletor ndo podia ser alterado, outros parametros
também foram explorados e modificacdes ao nivel do processo de producéo foram
introduzidas com o intuito de compensar esta limitagéo e tentar melhorar a qualidade
do alinhamento das nanofibras, mantendo o diametro das fibras 0 mais baixo possivel,

dentro da faixa desejada de 50 a 500 nm.

4.2.2.2 Distancia de trabalho do dispositivo coletor

O préximo parametro a ser analisado foi a distancia de trabalho, ou seja, a
distancia do dispositivo coletor até a agulha responsavel pela ejecdo da solugéo
polimérica. Para isto, foram produzidas quatro membranas nas mesmas condi¢des
em termos da velocidade de rotagcdo de 2000 rpm que indicou ser mais eficiente, a
qual foi usada em todas as produgdes. Por outro lado, como variavel de estudo usou-

se as distancias de trabalho que foram 10, 13, 18 e 20 cm. Estas membranas
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correspondem as amostras 4 (14C10D2000V12P), 5 (14C13D2000V12P), 11
(14C18D2000V12P) e 13 (14C20D2000V12P).

A morfologia das nanofibras pode ser facilmente afetada pela distancia de
trabalho, porque ela € dependente do tempo de deposicéo, taxa de evaporacao e
intervalo de instabilidade (MATABOLA; MOUTLOALI, 2013). Desta forma, uma
distancia critica precisa de ser mantida para preparar nanofibras uniformes por meio
do eletrofiacdo, e qualquer mudanca na distancia entre o coletor e a agulha, seja para
mais ou para menos, vai afetar a morfologia das fibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

A amostra 4 corresponde a membrana produzida com a menor distancia entre
o coletor e a agulha (10 cm). Ao observar a sua microestrutura na Figura 23, percebe-
se rapidamente que as fibras formadas ndo apresentam uma boa qualidade, pois
estas aparentemente estdo aderidas umas as outras e de secdo transversal néo
circular. Esta morfologia possivelmente se deve a distancia de trabalho reduzida
utilizada no processo de eletrofiacdo, a qual ndo foi compativel com a taxa de
evaporacao dos solventes AA e AF, o que fez com que as fibras chegassem ainda

umidas a superficie do coletor.

Figura 23 - Microestrutura com nanofibras grudadas na amostra 4 (distancia agulha-coletor de
10 cm). Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x.

Fonte: Autoria propria (2020)

Como a morfologia da amostra 4 ndo se mostrou circular, ela foi descartada na
estimativa do diametro das suas fibras. Para as demais amostras, os resultados desta
analise encontram-se na Tabela 11 e as morfologias apresentadas nas Figuras 20

(amostra 11), 24 (amostra 5) e 25 (amostra 13).

Tabela 11 - Diametro médio das fibras, desvio padrdo e distancia de trabalho do coletor para as
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amostras 5, 11 e 13.

Diametro médio i . Distancia de trabalho
Amostra Desvio padrao
das fibras do coletor
5 250 nm 125 nm 13 ¢cm
11 196 nm 56 nm 18 cm
13 134 nm 41 nm 20 cm

Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 24 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x e histograma com a distribuicdo do
didmetro das nanofibras da amostra 5 (14C13D2000V12P).
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Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 25 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x e histograma com a distribuicdo do
didmetro das nanofibras da amostra 13 (14C20D2000V12P).
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Fonte: Autoria prépria (2020)
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O teste de hipétese t-Student, realizado ao nivel de significancia de 5%,
comprova que o aumento da distancia de trabalho é uma variavel favoravel a
diminuicado desta medida nas nanofibras geradas.

A amostra 13, com fibras produzidas a uma distancia de trabalho de 20 cm, é
a que apresenta o menor valor para o diametro médio das fibras. Segundo Wong, Baji
e Leng (2008), a tenséo de ruptura e a rigidez das membranas de PCL produzidas por
eletrofiacdo aumentam com a reducdo no diametro das fibras. Em seu estudo, foi
verificado que a reducao do diametro das fibras melhora a cristalinidade e a orientacéo
molecular, o que explica as melhores propriedades de tracéo para fibras com menores
didmetros.

Porém, ao comparar as morfologias das membranas, percebe-se que a
amostra 13, apesar de apresentar o menor valor para o diametro meédio das fibras,
possui um grande nimero de descontinuidades, as quais encontram-se assinaladas

com circulos na Figura 26.

Figura 26 - Fibras descontinuas observadas na amostra 13 (14C13D2000V12P). As
descontinuidades encontram-se assinaladas com circulos.

Fonte: Autoria propria (2020)

A continuidade das nanofibras produzidas por eletrofiacdo deve ter sido
prejudicada devido a distancia de trabalho adotada de 20 cm, que foi provavelmente
elevada e acima do valor critico ideal. Desta forma, as fibras se tornaram téo finas a

ponto de ficarem quebradicas e se romperem em diversos pontos.
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7

A descontinuidade das fibras € um defeito indesejado nas membranas
fabricadas para ROG e RTG, visto que elas prejudicam o alinhamento das fibras e,
principalmente, as propriedades mecanicas do material.

Por esta razdo, as condicbes usadas na obtencdo da amostra 13 nao se
mostrou adequada para a finalidade desejada e a caracterizagdo da amostra em
relacdo ao alinhamento das fibras néo foi realizada. J& o espectro de poténcia da TRF
e 0 histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra 5 séo
representados na Figura 27, para comparacao com os valores obtidos para a amostra
11 e descritos na Figura 22.

Figura 27 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra 5

(14C13D2000V12P).
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Fonte: Autoria propria (2020)

Tabela 12 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras 5 e 11.

Amostras Direcao Preferencial (°) Dispers&o (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)

5 32,18 1,17 12 61
11 -41,58 4,09 41 81

Fonte: Autoria propria (2020)

Analisando as amostras 5 e 11, percebe-se que, apesar da amostra 5
apresentar um valor de dispersao ligeiramente menor, o parametro relativo a
guantidade € muito baixo, ou seja, existem poucas fibras alinhadas na direcéo
preferencial.

Além disso, ao observar os seus histogramas, vé-se que na amostra 11 a
grande maioria das nanofibras esta concentrada no intervalo de dire¢cdes que vai de -
80° a -10° enquanto que na amostra 5 as direcdes assumidas pelas nanofibras

percorrem toda a faixa de -90° a 90°. Este resultado do alinhamento com o do diametro
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médio das fibras na amostra 11, indica que a distancia de 18 cm de trabalho seria a
mais adequada para a producado de membranas aplicaveis em medicina regenerativa

considerando os limites da variaveis estudadas para o equipamento utilizado.

4.2.3 Parametros intrinsecos da solugéo

4.2.3.1 Concentracdo do PCL em solucéao

A concentracdo de PCL é um dos parametros que exerce uma grande
influéncia nas propriedades intrinsecas da solu¢do. Como a massa molar da matéria-
prima foi mantida fixa em 80.000 g/mol durante todos os experimentos, encontrar a
concentracdo polimérica ideal se torna essencial para ajustar a viscosidade na faixa
Otima, na qual o processo de eletrofiacdo se torna possivel.

Para esta etapa, prepararam-se membranas a partir das concentragdes de PCL
de 12, 14 e 15% (m/V), correspondentes as membranas 1 (12C18D2000V12P), 11
(14C18D2000V12P) e 14 (15C18D2000V12P), respectivamente, cujas caracteristicas
estdo elencadas na Tabela 13. Nas Figuras 28 e 29 tém-se as imagens da MEV e os
histogramas com a distribuicdo do diametro das nanofibras das amostras 1 e 14,
respectivamente. Estas informacdes referentes a amostra 11 encontram-se na Figura
20.

As trés amostras apresentam valores estatisticamente semelhantes (p > 0,05).
Face aos resultados obtidos, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre
esse parametro e as dimensdes das fibras, concluindo-se que a concentragéo de PCL

em solucéo ndo parece ser um fator decisivo na determinacdo do didmetro das fibras.

Tabela 13 - Diametro médio das fibras, desvio padrao e concentracédo de PCL para as membranas 1,
11 e 14.

Amostra Diametro médio das fibras Desvio padrdao Concentracao de PCL (m/V)

1 182 nm 88 nm 12%
11 196 nm 56 nm 14%
14 174 nm 52 nm 15%

Fonte: Autoria prépria (2020)
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Figura 28 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x e histograma com a distribui¢cdo do
didmetro das nanofibras da amostra 1 (12C18D2000V12P).

Diametro das fibras - Amostra 1
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Figura 29 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x e histograma com a distribuigdo do
didmetro das nanofibras da amostra 14 (15C18D2000V12P).
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Fonte: Autoria prépria (2020)

No que diz respeito ao alinhamento das fibras, alguns estudos demonstram que
aumentar a concentracdo polimérica contribui para uma melhora no grau de
alinhamento. Isto se explica pelo fato de que o movimento cadtico e instavel do jato
diminui quando se aumenta a concentracdo polimérica na solucéo, de forma que o
jato se desloca em uma trajetdria mais retilinea até o dispositivo coletor, criando fibras
mais alinhadas (GHOBEIRA et al., 2018).

Para avaliar a influéncia da concentracdo de polimero na solucdo, séo
apresentados nas Figuras 30, 22 e 31 os espectros da TRF e os histogramas do
comportamento direcional das nanofibras das amostras 1, 11 e 14, respectivamente.
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Figura 30 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra 1

(12C18D2000V12P).
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Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 31 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra
14 (15C18D2000V12P).
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Tabela 14 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras 1, 11 e 14.

Amostras Direcdo Preferencial (°) Dispersdo (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)

1 48,95 24,69 72 62
11 -41,58 4,09 41 81
14 76,41 13,2 49 72

Fonte: Autoria prépria (2020)

Sabe-se que a concentragdo polimérica ndo deve aumentar acima de um valor
critico; ou seja, acima de certa concentragdo, na qual nanofibras uniformes e sem
contas sdo formadas, uma vez que havera uma influéncia negativa no fluxo da solucéo
que sai pela extremidade da agulha. Desta forma, o que se pode observar € que a
solucéo polimérica pode secar na ponta da agulha metélica e bloquear a sua saida, o
que origina fibras com descontinuidades e defeitos (ARRAS et al., 2012).

E muito provavel que isto tenha acontecido na amostra 14, em que a
concentracdo muito elevada de PCL tenha sido a responsavel pela grande quantidade
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de fibras descontinuas (Figura 32). Por este motivo, observou-se a queda na
qualidade do alinhamento das fibras na membrana com solugdo mais concentrada,
apesar da literatura referir a sua melhoria com o aumento da concentracdo das
solugdes (GHOBEIRA et al., 2018; KISELEV; ROSELL-LLOMPART, 2012; LIU et al.,
2013).

Figura 32 - Fibras descontinuas encontradas na amostra 14. As descontinuidades encontram-
se assinaladas com circulos.

Fonte: Autoria prépria (2020)

Face aos resultados obtidos, restaram como escolhas as amostras 1 e 11 com
12% e 14% m/V de PCL, respectivamente. Ao observar a microestrutura, 0s
histogramas e o valor de dispersdo de ambas as amostras, percebe-se que as fibras
da amostra 2 apresentam um comportamento direcional mais aleatério. Além disso,
durante a fabricagdo das membranas com concentracdo de 12%, o processo de
eletrofiacdo precisava ser pausado diversas vezes para limpeza do equipamento.

Como a viscosidade da solucdo estava demasiadamente baixa, o polimero
escorria e gotejava na extremidade da agulha (Figura 33), dificultando o procedimento

e a projecao do jato.
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Figura 33 - Solucéo escorrendo na extremidade da agulha devido a baixa viscosidade das
solugdes com 12% de PCL.

Fonte: Autoria prépria (2020)

Portanto, concluiu-se que a concentragdo de PCL que apresentou o melhor
resultado foi a da amostra 11, com 14% do polimero em solucao.

Apoés realizacdo dos varios experimentos descritos, considera-se que 0S
valores dos parametros que conduziram aos melhores resultados foram os seguintes:
velocidade de rotacéo de 2000 rpm, distancia de trabalho de 18 cm e concentracéo
polimérica de 14%, além da constatacdo de que o processo de eletrofiacdo deve ser
realizado apenas com valores de umidade inferiores a 55%.

Porém, mesmo depois das otimiza¢cdes realizadas ao nivel da solucéo e dos
parametros operacionais, as nanofibras ndo apresentaram um padrédo completamente
alinhado. Deste modo, procedeu-se a realizacdo de novos experimentos com base

em duas modifica¢des no cilindro coletor, a fim de obter resultados ainda melhores.

4.3 MODIFICACOES NO DISPOSITIVO COLETOR PARA MELHORIA DO
ALINHAMENTO DAS NANOFIBRAS

4.3.1 Modificacdo 1: Arame de cobre enrolado na superficie do cilindro coletor

Definidos os melhores parametros para realizagdo da eletrofiacdo no

equipamento e condi¢cdes reportadas neste trabalho, iniciou-se a fase de modificacdes
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nos dispositivos coletores que pudessem ajudar a melhorar a qualidade das
membranas produzidas para medicina regenerativa, conforme descrito na Secao 3.2.

A tentativa de enrolar um fio de arame de cobre na superficie do cilindro coletor,
como mostra a Figura 9 (Secdo 2.2), foi realizada pensando em melhorar o
alinhamento das nanofibras da membrana. A ideia era adicionar um campo elétrico
externo a forca mecéanica exercida pela rotacdo do cilindro, de forma a direcionar as
nanofibras para uma configuracdo menos aleatéria.

Para testar esta modificacdo no cilindro coletor, denominada neste trabalho
como modificagéo 1, a velocidade de rotagao do coletor foi fixada em 2000 rpm, pois
foi a que apresentou melhores resultados tanto no quesito alinhamento quanto
reducdo do diametro médio das fibras.

Numa primeira tentativa, produziu-se uma membrana (amostra 3 -
12C13D2000V12PM1) com os mesmos parametros de uma amostra de referéncia
(amostra 2 - 12C13D2000V12P), como pode-se observar na Tabela 5. Os resultados
obtidos em relacdo ao alinhamento de ambas membranas se encontram nas Figuras
34a e 34b e na Tabela 15.

Figura 34 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x, Espectro da TRF e histograma do
comportamento direcional das nanofibras das amostras: a) 2 (12C13D2000V12P) e b) 3
(12C13D2000V12PM1).
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Fonte: Autoria propria (2020)
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Tabela 15 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras 2 e 3.

Amostras Direcdo Preferencial (°) Dispersdo (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)
2 -80,34 17,75 47 50
3 32,25 22,34 69 42

Fonte: Autoria propria (2020)

A membrana numero 3, fabricada sobre o cilindro de rotagcdo com o fio de cobre
enrolado, apresentou piores resultados que a membrana de controle numero 2. Como
o resultado foi 0 oposto do esperado, foram realizadas outras tentativas.

Mais duas membranas foram produzidas a partir da modificacdo 1, as quais
foram denominadas amostras 6 (14C13D2000V12PM1) e 7 (14C13D2000V12PM1).
Os resultados obtidos nesta segunda tentativa do experimento para estas membranas
estdo reportados na Figura 35 e Tabela 16.

A amostra 5 (14C13D2000V12P) foi utilizada como referéncia. A sua
microestrutura, o histograma com seu comportamento direcional e demais

informacgdes sob o seu alinhamento encontram-se na Figura 27 e na Tabela 12.

Figura 35 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x, Espectro da TRF e histograma do
comportamento direcional das nanofibras das amostras: a) 6 e b) 7.
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Tabela 16 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras 5, 6 e 7.

Amostras Direcdo Preferencial (°) Dispersao (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)

5 32,18 1,17 12 61
6 -106,87 10,36 6 7
7 -32,88 29,40 79 62

Fonte: Autoria propria (2020)

As amostras 6 e 7 apresentaram resultados menos satisfatorios do que a
membrana de referéncia nimero 5, com uma distribuicdo bastante aleat6ria e um valor
de dispersao significativamente maior. Deste modo, nao foi conclusivo o uso do arame
de cobre enrolado no cilindro coletor como proposta na melhoria das membranas.

Finalmente, apos levantar-se a hipotese de que a folha de papel aluminio
cobrindo os fios de cobre pudesse estar anulando a influéncia destes na trajetéria das
fibras, produziu-se a amostra de nimero 18 (15C18D2000V13PM1). Neste caso, 0
cilindro com fios de cobre foi coberto com uma folha de papel celofane, que € um
material isolante. A amostra usada como referéncia foi a membrana 17
(15C18D2000V13P), com 0s mesmos parametros que a amostra 18, com a excecao
de que nenhuma modificagéo foi aplicada ao cilindro coletor.

Os dados obtidos em relagédo ao alinhamento das nanofibras nas amostras
encontram-se na Figura 36a e 36b e na Tabela 17.

Figura 36 - Microfotografia do MEV com aumento de 6.000x, Espectro da TRF e histograma do
comportamento direcional das nanofibras das amostras: a) 17 e b) 18.
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Tabela 17 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras 17 e 18.

Amostras Direcéo Preferencial (°) Dispersédo (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)

17 -0,62 13,60 Il 93
18 35,26 24 .81 82 76

Fonte: Autoria propria (2020)

Novamente, a amostra submetida a esta mudanca da cobertura dos fios de
cobre apresentou um grau de alinhamento inferior aquele obtido pela amostra de
referéncia.

Analisando o histograma (Figura 36) e a Tabela 17, verifica-se que a dispersao
das direcbes é menor na amostra 17 do que na 18 (13,60° em comparacéo a 24,81°).
Deste modo, esta estratégia foi descartada por ndo permitir a melhoria do alinhamento

das fibras.

4.3.2 Modificacdo 2: Folha de papel celofane, com tiras de aluminio, enrolada

na superficie do cilindro coletor

Como a primeira modificacdo no cilindro coletor ndo trouxe os beneficios
esperados, especialmente no quesito de alinhamento das fibras, mais uma
modificacdo foi proposta com a mesma finalidade. Esta estratégia, designada por
modificacao 2, consiste na cobertura do cilindro rotatério coletor com papel celofane
e pequenas tiras de aluminio, a qual foi uma adaptacdo do estudo realizado por
Ghobeira et al (2018).

O principio de funcionamento desta abordagem é muito similar ao da
modificacdo 1, onde um campo elétrico externo € adotado para, em conjunto com a
acdo mecanica da rotacdo do cilindro coletor rotatério, gerar fibras paralelas e
melhorar o seu nivel de alinhamento. Neste caso, séo as tiras de aluminio de 3x1 cm,
coladas na folha de papel celofane que reveste o cilindro, as responsaveis pelo efeito
elétrico do sistema, como mostra a Figura 10 (Secéo 3.2).

Neste  contexto, foram entdo produzidas as amostras 19
(15C18D2000V13PM2) e 20 (15C18D2000V13PM?2). Foi utilizada como amostra de
referéncia a membrana 17 (15C18D2000V13P).
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Apés obtencdo das membranas 19 e 20, estas tiveram suas microestruturas
observadas no MEV. As imagens representadas nas Figuras 37 e 38, revelaram a
presenca de algumas contas na estrutura fibrilar das membranas. As contas sdo mais
facilmente identificadas nas imagens com menor ampliacdo e podem exercer uma
influéncia negativa nas propriedades mecéanicas da membrana.

Além disso, observa-se na Figura 38b, que as nanofibras produzidas na
amostra 19 mostraram adesdo umas as outras em alguns pontos, gerando
entrelacamentos que ndo séo desejados ao padréo de fibras, que deve ser uniforme
e alinhado. Por outro lado, observa-se no canto superior da Figura 37b e no canto
inferior da Figura 38b, fibras com aspecto encaracolado/ondulado, o que nédo era

desejado.

Flgura 37 Mlcrofotograﬂa da amostra 19, obtldas no MEV com aumentos de: a) 1 000x e b) 6.000x.
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Flgura 38 - Mlcrofotografla da amostra 20 obtidas no MEV com aumentos de: a) 1.000x e b) 6.000x.

Fonte: Autoria propria (2020)
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Devido aos defeitos encontrados na estrutura, ndo observados anteriormente
na amostra de referéncia ndmero 17, e a microestrutura de ma qualidade
especialmente na amostra 19, com diversas fibras entrelacadas e sem melhoria visual
significativa ao nivel de alinhamento das nanofibras produzidas, esta abordagem
também foi descartada.

Como as modifica¢des realizadas nos coletores nao foram capazes de produzir
membranas de qualidade e com melhor alinhamento, a amostra tida como melhor
opcao para a finalidade desejada continua sendo a que foi produzida com uma
velocidade de rotacéo de 2000 rpm, distancia de trabalho de 18 cm e concentracéo
polimérica de 14%. Foram estes os parametros escolhidos para produzir mais
membranas e proceder a sua caracterizacdo mais detalhada e analisar a

reprodutibilidade da técnica de eletrofiacéo.

4.4 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA SELECIONADA

4.4.1 Microestrutura das membranas

Duas novas membranas foram produzidas, denominadas como amostras A e
B, fabricadas pelo processo de eletrofiagdo de acordo com os parametros listados na
Tabela 18, correspondentes a condicdo que apresentou os melhores resultados para
a finalidade pretendida na medicina regenerativa. Procurou-se fabricar as membranas
sob condi¢cdes ambientais similares, de modo a minimizar os efeitos associados a
diferenca de temperatura e umidade. O processo de eletrofiagdo durou um total de 6
horas em ambos o0s casos e o tempo de solubilizacdo do PCL em AA e FA, foi também
0 mesmo para as duas amostras.

Os parametros ambientais de trabalho no caso das duas amostras também

estao elencados na Tabela 18.

Tabela 18 - Parametros utilizados para producdo das amostras A e B, por eletrofiacao.

Proporgéo entre

Concentragdo Distancia de Velocidade Fluxo na
os solventes

Amostra Temperatura Umidade

o, 0 0,
de PCL (%) trabalho (cm) (rpm) agulha (mL/h) (AA:AF) (°C) do ar (%)
A 14 18 2000 0,4 1:2 239 49
B 14 18 2000 0,4 1:2 245 50

Fonte: Autoria prépria (2020)
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Inicialmente, as amostras foram caracterizadas e analisadas quanto a
reprodutibilidade da técnica de eletrofiacéo através de imagens obtidas por MEV para
as amostras A e B representadas nas Figuras 39 e 40, respectivamente.

Ambas as amostras apresentam um padrao de fibras visualmente homogéneo
e demonstram certo grau de alinhamento, sendo possivel identificar facilmente uma
direcdo preferencial de orientagdo destas nanofibras. No entanto, o alinhamento nao

é perfeito, especialmente na amostra B, observando-se algumas fibras desalinhadas.

Figura 39 - Microfotografia da Amostra A, obtidas no MEV com aumento de 6.000x.

Fonte: Autoria propria (2020)

Figura 40 - Microfotografia da Amostra B, obtidas no MEV com aumento de 6.000x.
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Fonte: Autoria propria (2020)

A quantificacédo do diametro das fibras (Tabela 17 e Figuras 41 e 42) revela que
ndo ha uma diferenca estatisticamente significativa entre os valores obtidos para as
amostras A e B (p <0,05).



Figura 41 - Histograma com a distribuicdo do diametro das nanofibras da amostra A.
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Figura 42 - Histograma com a distribuicdo do diametro das nanofibras da amostra B.

Diametro das fibras - Amostra B

25

20

—
(8]

Frequéncia

—
]

00 5000 10000 15000 20000 250,00 300,00

Diametro

Fonte: Autoria prépria (2020)

86



87

Tabela 19 - Diametro médio das fibras e desvio padrdo para as amostras A e B.

Amostra Diametro médio das fibras Desvio padrao

A 149 nm 28 nm
B 130 nm 31 nm

Fonte: Autoria propria (2020)

Nas Figuras 43 e 44 e na Tabela 20, apresentam-se os resultados da analise
do alinhamento das fibras nas amostras A e B. A semelhanca do observado com o
diametro das fibras, ndo foram observadas grandes diferencas ao nivel do
alinhamento destas.

As fibras encontram-se direcionadas principalmente para -20° e 20° O
alinhamento das nanofibras na amostra B € um pouco inferior ao observado para a
amostra A, corroborando com as observag¢des por MEV, onde também aparece a
concentragéo de algumas fibras orientadas entre 40° e 50°. Esta diferenca pode ser
consequéncia da pequena variagdo dos parametros ambientais no momento do
eletrofiacdo, que podem ter originado uma maior instabilidade do jato no caso da

amostra B.

Dos resultados obtidos pode considerar-se que o processo de producdo é
reprodutivel.

Figura 43 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra A.
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Figura 44 - Espectro da TRF e histograma do comportamento direcional das nanofibras da amostra B.
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Tabela 20 - Dados referentes ao alinhamento das nanofibras das amostras A e B.

Amostras Direcdo Preferencial (°) Dispersdo (°) Quantidade (%) Nivel de Confianca (%)

A
B

9,57 14,69 86 89
1,48 14,34 79 91

Fonte: Autoria propria (2020)

4.4.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Absorbance Units
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O espectro FTIR obtido para a membrana A se encontra na Figura 45.
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Figura 45 - Espectro FTIR obtido para a membrana de PCL na regido de 500-4000 cm-1.
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Comparando o espectro obtido com o espectro da Figura 14, realizado com a
matéria-prima em forma de granulos, consegue-se identificar os mesmos picos
dominantes, caracteristicos de um poliéster alifatico linear e semicristalino como o
PCL. N&o foi identificado nenhum pico que sugerisse alteracdo no arranjo estrutural
inicial das macromoléculas do PCL, mesmo com a acéo de dois solventes e os efeitos
elétricos e mecéanicos do processamento por eletrofiagdo.

A Unica diferenca é na definicdo dos espectros obtidos, sendo o espectro
referente a matéria-prima PCL (Figura 14) mais bem definido que o espectro de uma
membrana, obtida a partir do PCL em solucdo, da qual evaporaram depois 0s
solventes (Figura 41). Esta diferenca reflete provavelmente o fato das analises terem
sido efetuadas em amostras de formas diferentes: granulos e membrana, sendo a

altima muito mais fina e porosa.

4.4.3 Ensaio de tracao

Os ensaios de tracao foram realizados com 3 corpos de prova da membrana A
(amostras 1, 2 e 3) e 3 corpos de prova da membrana B (amostras 4, 5 e 6).

A partir da curva tensao versus deformacao, determinou-se o médulo de Young
e a tenséo de ruptura de cada amostra, que se encontram registrados na Tabela 21.

O valor médio e o desvio padrédo também foram calculados.

Tabela 21 - M6dulo de Young e tensdo de ruptura das amostras.

Amostras de PCL Médulo de Young (MPa) Tensao de Ruptura (MPa)

1 20,7 10,1
2 23,9 12,2
3 16,1 10,8
4 13,9 7,0
5 15,6 13,5
6 12,2 7,0
Média 17,1 10,1
Desvio 4,4 2,7

Fonte: Autoria propria (2020)

De acordo com a literatura, as membranas absorviveis disponiveis

comercialmente apresentam Modulo de Young entre 30,6 e 700 MPa e tensao de
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ruptura entre 3,5 e 22,5 MPa (ZHANG et al., 2019) O valor apresentado para tensao
de ruptura médio das amostras estéa dentro do intervalo desejado, entretanto, o valor
meédio do Modulo de Young é inferior ao das membranas disponiveis comercialmente.

A falta de rigidez do material € um problema, pois prejudica a capacidade da
membrana em exercer uma barreira fisica contra tecidos moles e manter o espaco até
a regeneracao completa da area afetada, por ser mais dificil a sua adaptacao ao local

de implantacao.

4.4.4 Estimativa da porosidade das membranas

Para determinar a porosidade das membranas, foram produzidos 3 corpos de
prova com uma area de 9 cm? e uma espessura gque se encontra na Tabela 6.

A porosidade foi estimada a partir da quantificacdo da densidade volumétrica
dos corpos de prova e considerando o valor de 1,145 g/mL como densidade do PCL.

Obtiveram-se os valores de 96,0 % e 94,4 % para as amostras A e B, respectivamente.

Tabela 22 - Resultado da pesagem de trés amostras das membranas A e B.

Membrana Medicao 1 Medic&o 2 Medicao 3 Média
A 0,0021 £ 0,0001 g 0,0023 £ 0,0001 g 0,0022 £ 0,0001 g 0,0022 + 0,0002 g
B 0,0030 £ 0,0001 g 0,0027 £ 0,0001 g 0,0029 £ 0,0001 g 0,0029 + 0,0002 g

Fonte: Autoria propria (2020)

A literatura refere que uma porosidade na gama 60 a 90% é adequada para
ROG e RTG (CARTER; RAHMAN; BHATTARAI, 2016), pelo que os resultados obtidos
estdo acima do valor desejado.

Uma maneira de diminuir a quantidade de poros nas amostras €, por exemplo,
utilizar duas seringas simultaneamente para ejecdo da solugcdo polimérica. Com a
deposicdo de um numero maior de fibras, os espacos vazios vao ser menores, logo

menor porosidade, mas as propriedades mecéanicas vao ser alteradas.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho descreve o processo de fabricacdo por eletrofiacdo de
membranas de PCL para aplicacdo em medicina regenerativa. O trabalho
experimental foi dividido em trés partes: caracterizagdo do PCL usado na producgéo
das membranas, otimizacdo dos parametros de eletrofiacdo e caracterizacao
detalhada da amostra selecionada como a mais adequada para servir como
membrana de barreira em RTG e ROG.

Na primeira parte, através do espectro FTIR do granulo de PCL confirmou-se
estar perante um poliéster alifatico linear e semicristalino, condizente a sua estrutura.
Através da andlise térmica, o PCL apresentou uma temperatura de fusdo Tm de 63,2°C
e uma temperatura de cristalizacdo Tc de 35,9°C.

Na segunda parte do trabalho experimental produziu-se uma série de
membranas por meio da técnica de eletrofiacdo e estudou-se o efeito dos seguintes
parametros no diametro e alinhamento das nanofibras e na ocorréncia de defeitos:
distancia de trabalho, velocidade de rotacdo do cilindro coletor, e concentracdo da
solucéo. O registro dos valores da umidade e temperatura ambiente permitiu avaliar
também a importancia destes parametros no processamento. Com base neste estudo,
concluiu-se que os valores dos parametros que conduziram aos melhores resultados
foram os seguintes: velocidade de rotacdo de 2000 rpm, distancia de trabalho de 18
cm e concentracdo polimérica de 14% m/V, além da constatacdo de que o processo
de eletrofiacdo deve ser realizado com valores de umidade inferiores a 55% para o
sistema de solventes utilizado.

As tentativas de melhoria do processo realizadas ao nivel da solucéo e dos
parametros operacionais mostraram que as nanofibras ndo conduziram a producéo
de um padrao completamente alinhado. Por este motivo, procedeu-se a realizacéo de
novos experimentos com base em duas modifica¢cdes no cilindro coletor. Entretanto,
nenhuma destas abordagens provou ser eficiente na melhoria do alinhamento das
nanofibras de PCL.

Durante a ultima etapa do trabalho experimental, verificou-se que o processo
de eletrofiacdo apresenta boa reprodutibilidade ao nivel da microestrutura, visto que
a andlise estatistica do alinhamento e da distribuicdo do didametro das nanofibras
revelou resultados idénticos para as duas amostras produzidas sob as mesmas

condicoes.
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A porosidade estimada para as duas membranas ficou acima de 99%, valor
superior a faixa desejavel para membranas de barreira, que é de 60 a 90%. A
porosidade muito elevada pode prejudicar a resisténcia do material. O valor
apresentado para tensao de ruptura das duas amostras esta dentro do intervalo de
valores apresentados pelas membranas disponiveis comercialmente. Entretanto, o
valor do Mdédulo de Young de todos os corpos de prova é significativamente inferior.
A falta de rigidez do material € um obstaculo a utilizacdo da membrana em RTG e
ROG, pois pode prejudicar a capacidade do material em exercer uma barreira fisica
contra a invasao por tecidos moles e manter o espaco até a regeneracao completa da
area afetada. Portanto, outros ensaios sdo necessarios para melhorar o seu
desempenho.

Face aos resultados reportados, e como trabalho futuro, pode-se analisar a
influéncia dos demais parametros que nao foram estudados no alinhamento e
diametro das nanofibras. No mais, seria importante explorar a produgcdo de
membranas por eletrofiacdo a partir de misturas poliméricas com PCL, ao invés do
PCL singularmente, ou investigar a aplicacdo de revestimentos, de modo a melhorar

sua biocompatibilidade.
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