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SUMARIO

O objetivo principal do presente estudo prende-se com a prepara¢ao e caracterizagao
de membranas fibrosas, poliméricas, produzidas por electrospinning, para aplicagao em
regeneragao da pele.

Mais especificamente, foram produzidos trés tipos de membranas poliméricas:
membranas produzidas apenas com policaprolactona, designadas Tipo 1,
membranas compositas, produzidas com uma mistura de policaprolactona e acetato
de celulose (percentagem massica de policaprolactona de 78%), designadas Tipo 11,
e membranas assimétricas, com uma camada base constituida apenas por
policaprolactona e a segunda camada pela mistura policaprolactona e acetato de
celulose previamente referida, designadas Tipo III.

Estas matrizes destinam-se nao so a proteger a ferida, mas também devem favorecer
a regenerag¢ao da pele, bem como evitar processos de infecao bacteriana por via da
libertacao de um farmaco antimicrobiano — o diacetato de clorexidina, incorporado
nas membranas assimétricas (Tipo I1I).

Depois de preparadas, as matrizes foram caraterizadas a nivel fisico-quimico,
morfologico, térmico e biologico. Para tal foram usadas técnicas como a
Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexdo Total
Atenuada (FTIR-ATR), a Analise Termogravimétrica (TGA), e foram realizados
estudos de medi¢io de angulos de contacto dinamicos, de determinag¢io da
capacidade de absorcao de agua (swelling), de degradacao em meio aquoso e por fim
estudos de libertacio do diacetato de clorexidina. No que respeita a estudos de
caracter biolégico, foi também avaliada a citocompatibilidade das matrizes
poliméricas bem como a sua atividade antimicrobiana com recurso a duas estirpes
distintas de bactérias (E. coli e S. anreus).

A analise de FTIR-ATR comprovou a presenca dos polimeros e as suas bandas
caracteristicas. Na analise termogravimétrica verificou-se que as membranas siao
termicamente estaveis a temperatura ambiente. Os testes de angulo de contacto
indicaram um perfil hidrofébico de todas as membranas. A avaliagao da capacidade
de absorcdo indicou que o volume das membranas nao variou significativamente.
Os estudos de perda de massa indicaram que as membranas sio estaveis e nao
sofrem grandes perdas de material. Os estudos de atividade antimicrobiana
mostraram, como esperado, que o farmaco inibiu a coloniza¢ao das bactérias E. co/i
e S. aurens. Os testes de biocompatibilidade indicaram que as membranas sio
biocompativeis. Por fim, nos estudos de libertacdo verificou-se que é possivel
libertar quase a totalidade de farmaco incorporado na membrana e existe uma
predominancia desta libertagdao nas primeiras 48 horas.

O presente estudo demonstrou que as membranas produzidas pelo processo de
electrospinning possuem as propriedades adequadas para serem aplicadas em feridas
cutaneas.
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ABSTRACT

The main objective of this study focuses on the preparation and characterization of
fibrous polymeric membranes, produced by electrospinning, to be applied in skin
regeneration.

Three types of polymeric membranes were fabricated, the first one produced only
with polycaprolactone, designated Type I, composite membranes, produced with a
mixture of polycaprolactone and cellulose acetate (polycaprolactone mass
percentage of 78%), designated Type I, and asymmetrical membranes, with a base
layer consisting only of polycaprolactone and the second layer of the previously
mentioned mixture of polycaprolactone and cellulose acetate, designated Type II1.

These matrices are intended not only to protect the wound but also to promote skin
regeneration, as well as prevent bacterial infection processes through the release of
an antimicrobial drug — chlorhexidine diacetate, incorporated into the asymmetric
membranes (Type III).

After being prepared, the matrices were characterized at a physical-chemical,
morphological, thermal, and biological level. To this end, techniques such as Fourier
Transform Infrared Spectroscopy with Attenuated Total Reflection (FTIR-ATR),
Thermogravimetric Analysis (TGA) were used, and studies were carried out to
measure dynamic contact angles, determining the absorption capacity of water
(swelling), degradation in aqueous media and finally studies on the release of
chlorhexidine diacetate. Regarding biological studies, the cytocompatibility of the
polymeric matrices was also evaluated as well as their antimicrobial activity using two
different strains of bacteria (E. coli and S. anreus).

FTIR-ATR analysis confirmed the presence of the used polymers and their
characteristic bands. In the thermogravimetric analysis, it was found that the
membranes are thermally stable at room temperature. Contact angle tests indicated
a hydrophobic profile for all the membranes. The swelling study indicated that the
volume of the membranes did not vary significantly. Mass loss studies indicated that
the membranes are stable and do not suffer large material losses. Antimicrobial
activity studies showed that the drug inhibited the colonization of bacteria.
Biocompatibility tests indicated that the membranes are biocompatible. Finally, in
the release studies, it was found that it is possible to release almost all the drug
incorporated in the membrane, and there is a predominance of this release in the

first 48 houts.

Keywords: biocompatibility, electrospinning, membrane, polycaprolactone,
tissue regeneration.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populagio mundial, a perda natural da capacidade de
funcionamento do organismo e a busca pela manutenc¢ao da qualidade de vida, levou
a comunidade cientifica a procurar novas abordagens para o tratamento de varias
patologias, incluindo a reparacio/regeneracio de tecidos e 6rgaos.

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e funciona como barreira protetora contra
agentes do meio ambiente, como bactérias ou virus, sendo também responsavel por
funcoes essenciais como regulagiao da temperatura, perce¢ao sensorial (tato, pressao,
frio, calor, dor, etc), excrecdo, sintese de vitamina D, colesterol e melanina, entre
outras (Nour et al., 2021). Uma vez que se encontra em permanente contacto com
o meio exterior, a suscetibilidade da pele a lesdes incapacitantes, ou outros
problemas que reduzem a qualidade de vida humana, é muito elevada. De facto, a
integridade do tecido cutaneo pode ser afetada por fatores, tais como, disfungoes
genéticas, traumas agudos, feridas cronicas (por exemplo feridas diabéticas),
intervengdes cirurgicas, queimaduras, entre outros. Apesar do tecido cutaneo ter
capacidade para se regenerar, nas situagdes mais graves o tratamento pode passar
pelo recurso a enxertos de pele, enquanto nas situacdes mais ligeiras o revestimento
da zona lesada com um curativo que promova a cicatrizacao e cura da ferida pode
ser suficiente (Nourian Dehkordi et al., 2019).

O desenvolvimento de novos materiais ou o aperfeicoamento dos ja existentes,
nomeadamente a nivel de substitutos biolégicos cada vez mais semelhantes a pele,
constitui atualmente um campo de pesquisa, de elevado interesse para a comunidade
cientifica, na area dos Biomateriais. A Engenharia de Tecidos é a ferramenta chave
que tem possibilitado tal evolugao.

Na dltima década, a pesquisa de biomateriais funcionais para regeneracao do tecido
cutaneo tem sido dirigida para o desenvolvimento de sczffolds. Neste sentido, uma
atencao especial tem sido dada a preparagio de membranas fibrosas, poliméricas,
tridimensionais e biodegradaveis (scaffolds) produzidas através da técnica de
electrospinning.

Os polimeros tém sido amplamente utilizados como biomateriais para o fabrico de
dispositivos médicos e seaffolds em Engenharia de Tecidos. Polimeros sintéticos,
como a policaprolactona (PCL), e polimeros naturais, como o acetato de celulose
(ACE), tém revelado elevado potencial e propriedades favoraveis para adesio e
proliferacao celular, mimetizando as fun¢des naturais da pele e conduzindo a sua
regeneragao.

O objetivo principal do presente estudo prende-se com a prepara¢ao e caracteriza¢ao
de membranas fibrosas, poliméricas, para aplicagio em regeneracao da pele, com
recurso a técnica de electrospinning. Uma vez que o desenvolvimento de formulagoes
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para aplicacdao cutanea é uma estratégia interessante para transportar farmacos por
via transdérmica foi também testada a incorpora¢io de um farmaco com agao
antimicrobiana, que evita a proliferacao de bactérias na pele.

A presente tese encontra-se organizada em cinco capitulos principais. A presente
Introduciao segue-se o Capitulo 2 que engloba uma revisiao bibliografica dos varios
conceitos associados ao tema, como a Engenharia de Tecidos, a estrutura da pele, o
principio de funcionamento da técnica de electrospinning e os sistemas de libertagao de
tarmacos com énfase na libertacao por via transdérmica.

O Capitulo 3 incide sobre os materiais e métodos utilizados, sendo que é neste
capitulo que sdao detalhados todos os procedimentos experimentais realizados, tanto
para a preparacao das membranas como para a sua caracterizagdo fisico-quimica,
térmica, estudos de libertagio do farmaco, avaliacio da biocompatibilidade e
atividade antimicrobiana.

O Capfitulo 4 ¢ direcionado para a apresentacao e discussao dos resultados obtidos
a partir das técnicas descritas no capitulo anterior e, finalmente, o Capitulo 5 resume
as principais conclusoes do trabalho aqui apresentado e sugere algumas propostas
para a continuidade do mesmo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia de tecidos

A Engenharia de Tecidos ¢ uma area da Bioengenharia que surge para dar resposta
a necessidade de reparacdo e regeneracao de tecidos e 6rgaos (Vacanti & Langer,
1999). Esta ciéncia interdisciplinar aplica os principios e métodos da engenharia e
das ciéncias da vida no desenvolvimento de substitutos biologicos, que possam
restaurar, manter ou melhorar a fun¢ao de um tecido ou de um 6rgao (Fuchs et al.,
2001). Sendo uma area emergente na atual sociedade, a Engenharia de Tecidos tem
contribuido para o avan¢o do tratamento de multiplas patologias que até ha bem
pouco tempo eram consideradas incuraveis.

O objetivo da Engenharia de Tecidos ¢ combinar materiais biodegradaveis e
compativeis com o organismo humano com células vivas por forma a possibilitar a
formacao de um suporte bioldgico ao tecido/6rgao danificado, de maneira a atingir
a sua trestauragdo e/ou regeneracio adequada (Madni et al., 2021). Atualmente, ¢é
possivel o tratamento de lesoes cronicas e de dificil cicatrizagao através da
combina¢ao de células estaminais (sterz cells), que ajudam a formacgdo de tecido
funcional, de fatores de crescimento e de estruturas tridimensionais, porosas e
biodegradaveis, que servem de suporte para o crescimento celular, denominadas de

scaffolds (Madni et al., 2021).

Os biomateriais sio uma ferramenta crucial utilizada em Engenharia de Tecidos.
Podem ser definidos como materiais que contactam com fluidos ou tecidos
biolégicos e, por isso, podem fazer parte de uma estrutura viva ou de um dispositivo
médico. Estes materiais devem possuir caracteristicas mecanicas, quimicas e
biologicas adequadas para serem inseridos diretamente no organismo diminuindo
assim o risco de rejeicao dos mesmos (Rahmati et al.; 2021).

Os biomateriais requerem caracteristicas especificas, que variam de aplica¢do para
aplicagdo, uma vez que cada material é projetado com um determinado objetivo na
regeneracao de um dado tecido. Por outro lado, os biomateriais devem oferecer
seguranca, durabilidade (para que se minimize o nimero de intervengdes cirurgicas),
biocompatibilidade (para que nao haja rejeicio do tratamento), biofuncionalidade
(para garantir que a intervencao ¢é adequada e nao poe em causa o bem-estar do
paciente) e biodegradabilidade (para permitir uma remogao natural do material sem
envolver uma resposta imunologica) (Festas et al., 2019).

As principais aplicagoes deste ramo do conhecimento — a Engenharia de Tecidos,
prendem-se, até a data, com a produgao de tecido ésseo e tecidos moles, como a
pele. A anatomia da pele e as suas principais fun¢des serao abordadas na sec¢ao que
se segue.
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2.2 A pele humana

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e, além de realizar varias atividades
biolbgicas vitais, como a regulagao da temperatura corporal e o armazenamento de
energia, fornece a primeira linha de defesa protegendo o corpo contra fatores
ambientais externos (Nour et al., 2021).

Anatomicamente a pele é composta por trés camadas distintas: a epiderme, a derme
e a hipoderme. Na Figura 1 encontra-se uma representacao esquematica da pele

\\\

Epidermis ——

Collagen
Dermis Elastin
Hair follicle

Hypodermis
Muscle layer

Figura 1 - Representagao esquematica da estrutura da pele (Adaptado de Jo et al., 2021).

A epiderme, a camada mais externa, desempenha funcoes de barreira protetora
contra agressdes externas e reguladoras de humidade corporal. E composta por
queratinécitos (responsaveis pela producao de queratina), melandcitos (responsaveis
pela producao de melanina (pigmento que da cor a pele e protege contra os raios
UV), células de Langerhans (responsaveis pela defesa imunolégica) e células de
Merkel (com funcao sensorial).

A epiderme esta ligada a derme, através da membrana basal, local onde siao
produzidos os queratinécitos. Esta jun¢do dermoepidérmica forma cristas que
aumentam a superficie de contacto entre as duas camadas, facilitando a passagem de
nutrientes.

A derme, camada central, constitui cerca de 90% do peso da pele e é responsavel
pela resisténcia, hidratagao e elasticidade da pele (devido a presenca de colagénio e
elastina). A derme é constituida por tecido conjuntivo, células endoteliais vasculares
e fibroblastos, assim como glandulas adiposas, glandulas sudoriparas, foliculos
capilares, vasos sanguineos e terminagoes nervosas.

Por fim, a hipoderme, a camada mais profunda da pele, também denominada por
tecido celular subcutaneo, é composta essencialmente por tecido conjuntivo
posicionado em torno dos adipécitos (células que armazenam gordura), vasos
sanguineos e células nervosas (Nourian Dehkordi et al., 2019). A hipoderme fornece
protecao contra traumas e choques mecanicos e funciona como isolante devido ao
armazenamento de energia.
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A pele tem uma fungao excretora de substancias que necessitam de ser eliminadas
pelo organismo. Devido a elevada inervagdo, vascularizagdo e presenca de
neuromediadores, a pele apresenta também funcbes sensoriais, metabolicas e
Imunitarias.

A funcdo sensorial da pele é traduzida por varios recetores do tato, da dor, do calor
e do frio, localizados na epiderme e nas papilas dérmicas.

A fun¢ao metabdlica da pele inclui a sintese de vitamina D, cuja principal funcao é
manter os valores normais de calcio e fésforo no sangue, desempenhando um papel
relevante a nivel do crescimento e remodelacao dssea.

O desempenho da fungdo imunitaria da pele resulta da interacao desta com as células
sanguineas — linfocitos. As células responsaveis pela imunidade cutanea sao as células
de Langerhans e as citoquinas, produzidas pelos queratinécitos.

A integridade deste 6rgio pode ser posta em causa devido a diversas doengas ou
traumas. Ferimentos neste tecido proporcionam um ambiente rico para o
crescimento e proliferacao de bactérias, que acabam por comprometer as fungoes da
pele. A cicatrizacao normal da pele, ou seja, sem recursos a tratamentos, pode por
estas razoes, ser inviabilizada (Nour et al., 2021).

Estima-se que um terco da populagao mundial sofra de lesGes de pele, lesGes essas
que podem ter fortes impactos tanto na autoestima como na saude mental da
populagao (Hosseini & Shafiee, 2021).

2.3 Principios basicos de regeneracéao da pele

A perda de integridade da pele, devido a lesio ou doenca aguda, pode potenciar o
aparecimento de um desequilibrio fisiologico que, se nio for tratado adequadamente,
podera resultar na perda de viabilidade do tecido ou, até mesmo, na morte do
paciente (Trinca et al., 2017a).

A causa mais comum de perda de integridade cutanea é a lesio térmica (ou
queimadura), embora outras, como traumas, ulceras por pressio, ulceragoes
decorrentes da diabetes, feridas cirturgicas, feridas cronicas, também possam ocorrer.

Apesar do proprio tecido cutaneo ter a capacidade de se autorregenerar, por vezes,
essa funcao nao ¢ suficiente (Chouhan & Mandal, 2020). De facto, a cicatrizacao
pode ndo ser um processo simples e linear sobretudo no caso de lesGes graves e que
ocorram em grande extensao.

A cicatrizacdo de uma ferida ¢ um processo interativo e dinamico que compreende
trés fases: inflamacao, proliferacao e remodelacao, destinadas a restaurar a estrutura
e a funcao das células e tecidos danificados (Chouhan et al., 2019).

A fase inflamatoéria ocorre imediatamente ap6s a lesdo e tem como principal objetivo
prevenir a infecao do ferimento. E uma fase de preparacao do local para o inicio da
cicatrizagao, durante a qual ocorre a ativagao do sistema de coagulaciao sanguinea e
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a libertacao de mediadores quimicos, o que pode gerar edema, vermelhidao e dor. A
duracao desta etapa depende da natureza da lesao (Kamolz et al., 2022).

A fase seguinte, a proliferagdo, é considerada a fase da regeneragao. Durante esta
etapa toda a area da ferida é coberta com células epiteliais e fibroblastos, sendo que
em simultaneo ocorre a vascularizacao e a contracao da ferida.

Na ultima fase do processo, a fase de remodelacao, a densidade celular e a
vascularizacao diminuem, resultando na remodelacao do tecido cicatricial. Nesta fase
ocorre reorganiza¢ao celular com vista a reformulagao da matriz extracelular. Esta
tase pode ter uma duragao de meses (Nourian Dehkordi et al., 2019).

Muitas vezes o processo de cicatrizacao pode ser acelerado através da aplicagao de
curativos. Estes materiais devem proporcionar troca gasosa e humidade necessaria
para uma regeneracao completa do tecido cutaneo. O material deve também ser
flexivel e facil de manusear, de modo a poder ser adaptado a diferentes
conformacoes e tamanhos de feridas. Para além disso, deve evitar infecoes causadas
pela penetracio de agentes patogénicos estranhos. A incubac¢do dos agentes
patogénicos locais também deve ser evitada, sendo que para isso o curativo deve
assegurar uma eficaz remog¢ao do exsudato (fluido inflamatério proveniente da
terida, com elevada concentragao de proteinas e fragmentos celulares).

Quando a area afetada é demasiado extensa ha uma maior dificuldade no tratamento
da ferida através de métodos convencionais. Conforme anteriormente mencionado,
em feridas de gravidade maior, como por exemplo, queimaduras ou ferimentos
profundos com elevada perda de tecido, pode ser necessario o recurso a transplantes
ou substitutos de pele para permitir a cura da ferida (Chouhan & Mandal, 2020).

Atualmente, os enxertos mais utilizados na transplantacao de pele sio o autoenxerto
e o aloenxerto. No autoenxerto o tecido é proveniente do proprio paciente enquanto
que no aloenxerto o tecido provém de um outro individuo.

Apesar destas abordagens terem revolucionado a regeneragao do tecido cutaneo
existem algumas limitacbes em ambos os tipos de enxerto. Naturalmente que os
enxertos mais desejaveis sao os autoenxertos, pois nao apresentam limitacoes tais
como rejeicao pelo sistema imunologico do paciente e risco de transmissao de algum
agente patogénico do dador para o recetor. No entanto, a colheita de autoenxertos
¢ dispendiosa, dolorosa e limitada em quantidade de tecido.

Como forma de ultrapassar as limitagOes associadas a transplantacao do tecido
natural, a comunidade cientifica tem-se voltado para o desenvolvimento de
substitutos artificiais da pele humana, capazes de mimetizar, cada vez mais, a
histologia, a fisiologia e a morfologia da pele humana (Hosseini & Shafiee, 2021).

A seccao seguinte aborda o papel dos substitutos da pele e os requisitos que estes
devem obedecer para garantir eficicia e seguranca para o tecido em regeneracao.
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2.4 Membranas para regeneracao de pele

As membranas para regeneracao de pele funcionam como um suporte temporario
para o crescimento de um tecido novo e, como tal, alguns aspetos estruturais
assumem particular relevo.

Para além de proporcionarem o suporte mecanico para o tecido em regeneragao, 0s
substitutos da pele devem ser capazes de se degradarem em subprodutos
biocompativeis numa janela de tempo adequada para que o novo tecido possa
substituir o suporte e promover a adesao, a fixacdo e a proliferacao celular.

A existéncia de comunicagao intercelular, a disponibilidade de nutrientes, fatores de
crescimento e a presenca de substancias ativas sao alguns aspetos a ter em conta na
preparacao das membranas e que serdo discutidos de seguida.

Em primeiro lugar o suporte devera ser tridimensional por forma a proporcionar as
células um ambiente idéntico ao que tém 27 vivo.

A porosidade, o diametro dos poros e a interconectividade dos mesmos sao cruciais
para a formagao do tecido novo, para a difusio de nutrientes, para o transporte de
gases e substancias ativas e para a vasculariza¢ao do tecido recém-formado. Estudos
encontrados na literatura referem que os valores ideais para a porosidade e para o
diametro dos poros deverio situar-se na ordem dos 90% e 100 pm, respetivamente

(Dhandayuthapani et al., 2011).

Durante a regeneracio do tecido, a interacdo celular depende fortemente das
caracteristicas fisico-quimicas da superficie do suporte. O suporte devera apresentar
natureza hidrofilica moderada. Num suporte muito hidrofilico a adesao celular é
fraca enquanto numa superficie hidrofébica a adsorcao de proteinas e outras
substancias ativas é baixa o que leva igualmente a uma fraca adesio celular.

Além do mais, as membranas deverao possuir propriedades mecanicas semelhantes
as do tecido cutaneo que vao substituir, que permitam o seu manuseamento durante
a implantacao no paciente e resisténcia a tragao ou compressao a que estardao sujeitas
depois de aplicadas, de modo a garantir a prote¢ao das células aderidas.

Varias estratégias tém sido seguidas pela comunidade cientifica com vista ao
desenvolvimento de novos suportes que possam ter, ndo s6 menor custo de
producdo, mas também maior especificidade. A funcionalizacio da superficie do
suporte, por exemplo, através da incorporacao de compostos biologicamente ativos,
tais como, farmacos, proteinas, fatores de crescimento, entre outros, permite que
estes suportes funcionem também como sistemas de libertacio de substancias
bioativas.

Existem variadas forma de incorporar farmacos ou outros compostos bioativos em
matrizes poliméricas. Entre elas podemos destacar a liofilizagao e a eletrofiacao (ou
electrospinning) (Calori et al., 2020).
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A liofilizacao permite a obtencao de estruturas altamente porosas, geralmente com
caracteristicas esponjosas, através do congelamento de uma solu¢do polimérica a
temperaturas entre os -20 °C e os -196 °C, seguido da remoc¢ao do solvente por
sublimagao num equipamento denominado liofilizador. A porosidade resulta do
espago ocupado pelos cristais de gelo que se torna vazio apos a sublimagao.

Dado que no presente trabalho foi utilizada a técnica de electrospinning para a
producio das membranas, a seccdo seguinte descreve os fundamentos desta
metodologia.

2.5 Fundamentos de electrospinning

O método de electrospinning permite obter, através de um processo simples e de baixo
custo, matrizes fibrosas com elevada porosidade e area superficial (Rahmati et al.,
2021). Basicamente, o método consiste na aplicacdo de uma diferenca de potencial
entre dois elétrodos, um que coincide com a origem da solugao polimérica e outro
que atua como coletor do material fibroso. E uma das técnicas mais promissoras
para a producio de membranas/ scaffolds para regeneracio da pele e foi a metodologia
utilizada no presente trabalho.

Conforme visualizado na Figura 2, no processo de elctrospinning existem trés
componentes fundamentais: uma fonte de alimentacao de alta voltagem, um tubo
capilar com uma agulha e um coletor de metal (Huang et al., 2003). O processo ¢
baseado na inje¢do de uma carga numa solug¢ao polimérica transferindo-lhe
polaridade. Consequentemente é formado um menisco com forma de cone,
denominado cone de Taylor e, devido a atracio do coletor que contém uma
polaridade oposta, vai ser produzido um jato de fibras quando a for¢a do campo
elétrico excede a tensao superficial da solugao. O solvente quando entra em contacto
com a atmosfera, evapora, produzindo-se fibras solidas que vao depositar-se no
coletor formando-se assim uma membrana (Sill & von Recum, 2008a).
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Figura 2 - Esquema do processo de electrospinning incluindo algumas (Adaptado de Marcolin,
2017).
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As fibras obtidas por electrospinning possuem diametros que normalmente variam

entre os 10 pm e os 10 nm. O diametro da fibra pode ser influenciado pelo tipo de
polimero utilizado, natural, sintético ou mistura de ambos (Lannutti et al., 2007).

Devido as reduzidas dimensoes das fibras, a sua elevada porosidade e area
superficial, sao indmeras as aplicagoes possiveis das matrizes fibrosas obtidas por
electrospinning. Uma das aplicagdes mais comuns ¢é a utilizacao destas membranas
como matrizes de libertacdo controlada de farmacos (Cramariuc et al., 2013). A baixa
rigidez das fibras produzidas e a dificuldade na regulagdo do tamanho e forma dos
poros (devido a deposicao aleatéria das fibras) constitui a principal limitacao das
matrizes produzidas por esta metodologia (Liu et al., 2007).

2.5.1 Parametros que influenciam a técnica de electrospinning

Existem diversos parametros capazes de influenciar o processo de electrospinning,
entre os quais se destacam: i) parametros ambientais: humidade e temperatura; ii)
parametros relativos a solugao polimérica: concentracao, viscosidade, condutividade
e peso molecular e iii) parametros relativos ao processo: distancia entre a agulha e o
coletor, voltagem e caudal (Haider et al., 2018a).

Uma vez que estes parametros tém um forte impacto na estrutura morfologica das
tibras obtidas por electrospinning, entao, por forma a otimizar o processo de producao,
é essencial compreender os efeitos que cada um deles tem nas mesmas. A secgao
que se segue aborda, de forma sucinta, este assunto.

2.5.1.1 Humidade e temperatura

A humidade e a temperatura sio fatores ambientais que afetam o diametro ¢ a
morfologia das fibras, além de controlar a solidificacio do jato de fibras que ¢é

projetado pela agulha (Haider et al., 2018a).

Quando a humidade se encontra relativamente baixa pode ser prejudicial para o
processo, a solucao pode secar ainda no equipamento devido a elevada taxa de
evapora¢ao do solvente nestas condi¢oes. Consequentemente, se nao se realizar o
processo rapidamente, os capilares utilizados podem sofrer entupimento sendo
impedida a formagao de fibras (Bhardwaj & Kundu, 2010a).

Contrariamente, uma humidade relativa elevada, podera beneficiar a producao de
um jato de fibras, assim como aumentar o diametro das fibras obtidas (Ibrahim &

Klingner, 2020).

Por seu lado, a temperatura aumenta a taxa de evaporagdo do solvente e diminui a
viscosidade da solu¢ao (Haider et al., 2018a). Quando o processo ocorre a elevada
temperatura, as fibras obtidas geralmente tém diametros inferiores devido a baixa
viscosidade da solucao polimérica (Bhardwaj & Kundu, 2010a).

A temperatura afeta ainda a tensdo superficial da solucdo. Elevadas temperaturas
fazem diminuir a tensio superficial, podendo impedir a formacao de fibras. Em
oposicao sio produzidos beads, pequenas gotas solidificadas de solugdao polimérica.
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Esta situacdo ocorre quando as forgas eletrostaticas aplicadas através da voltagem,
proveniente da fonte de alimentacdo, ndo conseguem quebrar a tensao superficial da
solucao (He et al., 2021).

2.5.1.2 Concentragdo e viscosidade

Uma vez que o processo de electrospinning se baseia no fenémeno do alongamento
uniaxial de um jato de solugdo carregada numa seringa, a concentracao e a
viscosidade da solugao polimérica sio parametros que podem afetar, de forma
significativa, o comportamento do jato e, consequentemente, o diametro e a

morfologia das fibras produzidas (Kulkarni et al., 2010).

A concentracdo e a viscosidade sao parametros que exibem uma relagao direta.
Assim, a prepara¢ao de uma solucdao polimérica com baixa concentracao leva a que
também possua uma baixa viscosidade. Como resultado, a solucdo deixa de ser
adequada ao processo de electrospinning, originando-se beads no lugar de fibras. No
caso oposto, com o aumento da concentra¢do, a viscosidade aumenta, levando a
formacao de fibras mais uniformes (He et al., 2021).

De sublinhar que, para a formacao continua de fibras por electrospining, é necessario
que a viscosidade da solucao polimérica seja suficientemente elevada, por forma que
as cadeias poliméricas também aumentem de comprimento e potenciem a formagao
de fibras mais alongadas em vez da formacdao de beads (Islam et al., 2019). Em
contrapartida, este parametro pode acabar por prejudicar o fluxo da solugao se for
exagerado. E, portanto, relevante o equilibrio entre ambos os parimetros.

2.5.1.3 Condutividade

A condutividade da solucdo polimérica nao s6 afeta a formagao do cone de Taylor,
como também é um parametro relevante para o controlo do diametro das fibras.

Solugdes com elevada condutividade estio mais propicias a uma maior capacidade
de transporte de carga e, consequentemente, na presenca de um campo elétrico, sao
submetidas a uma maior for¢a de tensao. Este fator é importante pois solu¢cdes com
elevadas condutividades acabam por se tornar instaveis, levando a possivel formagao
de beads em conjunto com as fibras (Sill & von Recum, 2008b).

Por outro lado, quando a solu¢ao apresenta baixa condutividade, a superficie da gota
nao tem carga suficiente para que haja a formacao do cone de Taylor, impedindo
totalmente a utilizacdo da técnica de electrospinning. O mesmo acontece para valores
elevados deste parametro.

Assim, a condutividade elétrica da soluglo é uma variavel de grande importancia na
escolha das condi¢Oes experimentais quando se pretende preparar matrizes fibrosas
pela técnica de elctrospinning.

2.5.1.4 Peso molecular do polimero

O efeito do peso molecular do polimero em solugdo é um parametro que afeta
diretamente o diametro das fibras produzidas. Com o aumento do peso molecular
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das cadeias poliméricas, estas encontram-se mais enroladas entre si originando um
aumento na viscosidade da solucao. Como referido anteriormente, este aumento de
viscosidade contribuird para a manutencdo do jato de solu¢iao na saida da agulha
evitando a quebra das fibras que se formam. Estudos realizados anteriormente
mostraram que na preparagdao de fibras de polimetacrilato de metilo (PMMA) e
variando o seu peso molecular entre 12,47 a 365,7 kDa, a morfologia das fibras sofria
significativas variagoes. Enquanto pesos moleculares inferiores resultaram na
tormagao de beads, pesos superiores originaram fibras definidas cujo diametro
aumentava com o aumento do peso molecular do PMMA (Gupta et al., 2005).

2.5.1.5 Distédncia entre a agulha e o coletor

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor ¢ mais um fator que influencia a
morfologia das fibras obtidas por electrospinning. Tal como os fatores anteriormente
mencionados este parametro também depende do sistema polimérico usado.

Curtas distancias podem implicar a formagao de fibras defeituosas, com beads, e de
grande diametro, devido ao curto espago de tempo disponivel para a sua secagem
antes de serem depositadas no coletor (Bhardwaj & Kundu, 2010b) o que pode
resultar numa evaporacao incompleta do solvente.

Quando ¢é aumentada a distancia, o jato é mais alongado e, consequentemente, o
diametro da fibra diminui. No entanto, para a formacao de fibras continuas e sem
beads a distancia também nao pode ser demasiado elevada. Torna-se, entao, crucial
encontrar uma distancia 6tima entre a ponta da agulha e o coletor para que se possam
produzir fibras por electrospinning mais uniformes e com o diametro desejado.

De realcar que a distancia 6tima entre a agulha e o coletor também ¢ fortemente
influenciada pela natureza do solvente (Islam et al., 2019).

O solvente deve ser capaz de solubilizar completamente o polimero sendo também
uma das suas propriedades mais importantes o ponto de ebuli¢ao. Solventes muito
volateis tém elevadas taxas de evaporacao o que facilita a volatilizagdo dos mesmos
durante o percurso da fibra desde a ponta da agulha até ao coletor. No entanto,
solventes com volatilidade muito elevada podem provocar a secagem do jato de
solucdo na ponta da agulha.

Por outro lado, solventes pouco volateis devem ser evitados, uma vez que nao sao
completamente evaporados durante o trajeto das fibras. A deposi¢ao de fibras com
solvente ainda presente leva a formacao de nervuras, ou a dissolugao das fibras ja
depositadas.

Face ao exposto, a selecao do solvente ¢ um fator determinante para a produgao de
tibras de qualidade através do método de electrospinning.

2.5.1.6 Voltagem

A voltagem aplicada a soluc¢ao a utilizar tem um efeito importante na estrutura das
fibras produzidas. No equipamento de ekctrospining, é necessario aplicar uma
voltagem minima de 6 kV para que seja iniciada a projecao de fibras no coletor (Islam
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et al., 2019). Deste modo, voltagens abaixo deste valor nio promovem a formagao
de fibras, mas antes de gotas de solu¢ao que caem da ponta da agulha (He et al.,
2021). Voltagens superiores aquele valor promovem a formacao de fibras mais
longas e de menor diametro devido a uma maior elongacao da solucao, devido as
tor¢cas de Coulomb da mesma, e a forma¢ao de um campo elétrico mais forte
provocado pela repulsao de carga dentro do jato polimérico (Bhardwaj & Kundu,
2010b). Todavia, valores muito superiores ao minimo podem resultar na
pulverizacdao da solugao, deixando de se verificar a formacao de fibras. De realcar
que a voltagem a aplicar varia consoante o polimero utilizado (Haider et al., 2018b).

2.5.1.7 Caudal

O caudal da solugio polimérica que atravessa a ponta da agulha influencia a forma,
tamanho e porosidade das fibras obtidas. A medida que o caudal é aumentado, o
diametro e a porosidade das fibras também aumentam, o que pode levar a libertacao
descontrolada de fibras e a formacao de beads, uma vez que as fibras sao ejetadas
rapidamente e o solvente nao tem tempo suficiente para evaporar na totalidade
durante o percurso entre a ponta da agulha e o coletor (Zhang et al., 2005).

O caudal configurado na bomba tem de ser o suficiente para que haja a formagao de
um cone de Taylor na ponta da agulha. Se o volume de solu¢do ejetada nao for
reposto de maneira que o cone se mantenha constante, as fibras nio vao ser
uniformes devido as paragens durante a sua ejecao (Sill & von Recum, 2008¢). Desta
forma deve ser usado, preferencialmente, um caudal minimo que permita manter um
equilibrio entre a solu¢ao polimérica que sai da ponta da agulha e a substitui¢ao dessa
solucdo por uma nova durante a formagao do jato, sem que haja interrupgao.

2.6 Materiais poliméricos

Mais de cinquenta tipos diferentes de solugdes poliméricas foram estudadas e
utilizadas eficazmente em elctrospinning. A preparagao destas solucdes baseia-se na
dissolucao completa do polimero num solvente apropriado, pois nem todos os
polimeros podem ser dissolvidos nas mesmas condi¢oes (Huang et al., 2003).

Nesta seccao descrevem-se as principais caracteristicas dos polimeros utilizados no
presente trabalho para produzir as membranas eletrofiadas, a sua estrutura quimica
e os diferentes campos de aplicacao.

2.6.1 Policaprolactona

A poli(e-caprolactona) (policaprolactona ou PCL), cuja estrutura quimica se encontra
representada na Figura 3, é um poliéster sintético linear e semicristalino que, além
da sua elevada durabilidade (tempo de degradagao entre 2 a 3 anos) e elasticidade, ¢
biodegradavel e biocompativel (Dwivedi et al., 2020a). Além do mais, pode ser
solubilizada, a temperatura ambiente, em varios solventes organicos (incluindo
cloroférmio e metanol). F também parcialmente solivel em acetona e insoldvel em
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agua e alcoois. Acresce o facto de poder ser processada a baixas temperaturas. Estas
caracteristicas sdo cruciais para a utilizagdo deste polimero na preparagao de
membranas para regeneracgao de tecido cutaneo (Dwivedi et al., 2020Db).

PCL

Figura 3 - Estrutura quimica da poli(e-caprolactona) (Adaptado de Song et al., 2018).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, a PCL exibe uma temperatura de transi¢ao
vitrea por volta dos -60 °C, uma temperatura de fusio entre 59 e 64 °C ¢ um peso
molecular médio que varia entre os 3000 e 90000 g/mol (Ilyas et al., 2022). Estas
caracteristicas resultam do facto de a PCL possuir cadeias muito longas e,
consequentemente, reduzida mobilidade, o que lhe confere boas propriedades
mecanicas e um carater hidrofébico.

Devido 2 sua natureza semicristalina, viscosidade variavel e elevada resisténcia, a
PCL ¢ utilizada numa grande variedade de aplicagoes, nomeadamente na area da
medicina regenerativa, impressao 3D e electrospinning (Bartnikowski et al., 2019),
assim como na regeneragao de tecido lesado e na libertagao de farmacos (Dwivedi

et al., 2020b).

De sublinhar qua a PCL ja se encontra aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) para uma vasta gama de aplicagcdes biomédicas.

2.6.2 Acetato de celulose

O acetato de celulose (ACE), cuja estrutura quimica se encontra representada na
Figura 4, ¢ um polimero natural, de natureza hidrofilica, e que possui um conjunto
de propriedades muito atrativas na 4drea das ciéncias biomédicas, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, nao ser toxico e ter um custo relativamente

baixo (Wsoo et al., 2020).

Figura 4 - Estrutura quimica do acetato de celulose (Adaptado de Meireles, 2007).
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Membranas compostas por este polimero possuem uma grande estabilidade quimica
e mecanica, boa afinidade com a agua e propriedades de transporte. Uma vez que o
ACE confere as superficies onde ¢ aplicado uma elevada capacidade de absor¢ao de
agua, o polimero também ¢ ideal para a transferéncia e absorcao de farmacos

(Vatanpour et al., 2022).

Muitas vezes o ACE ¢ utilizado em conjunto com outros polimeros devido as suas
propriedades que influenciam a formagao de poros. A presenga de poros em
membranas permite a passagem de um fluxo moderado através dos mesmos
(Arthanareeswaran et al., 2008). Além disso, a combinacao do acetato de celulose
com a policaprolactona aumenta a forca de tensio das membranas produzidas

(Trinca et al., 2017b).

O ACE pode ser sintetizado a partir de um grande nimero de matérias-primas, tais
como algodao, palha e casca de arroz. A celulose é extraida destes materiais através
de um processo de acetilagdo, usando acido acético como solvente (Yadav &
Hakkarainen, 2021) ou, em alternativa, a acetilagio também pode ser alcancada
através de enzimas. Apos esta etapa ocorre a degradagao da cadeia por cisdes, que
tém como objetivo encurtar o comprimento das mesmas (Yadav & Hakkarainen,

2021).

O ACE ¢ normalmente utilizado em processos de separa¢io por membranas, mais
propriamente na preparacio de membranas dedicadas a osmose reversa,
ultrafiltracdo (Arthanareeswaran et al., 2008), nanofiltracio, microfiltracao,
separacao de gases e eletrofiacio de membranas para libertacio controlada de
tarmacos (Vatanpour et al., 2022).

2.7 Libertacao controlada de farmacos

Os Sistemas de Libertacio Controlada (SLC) de farmacos tém por objetivo
prolongar e melhorar o controlo da administracao de farmacos por forma a otimizar
a sua agao terapéutica com o minimo de efeitos colaterais.

As formas de administracio convencionais (ex: nebulizacio ou “spray”, via
intravenosa e via oral) permitem uma libertagio rapida e indiscriminada da
substancia ativa. Este tipo de libertagdo resulta num aumento da concentrag¢ao do
farmaco no sangue, atingindo rapidamente um maximo, a que se segue uma
diminuicao exponencial (Figura 5). Cada farmaco possui um intervalo de agdo
terapéutica acima do qual esta agdo ¢ toxica e abaixo do qual é ineficaz. A
manuten¢ao da concentracao dentro do intervalo terapéutico pode, contudo, ser
problematica. Assim, para que a concentracao do farmaco seja eficaz e nao toxica,
ou seja, se localize dentro do intervalo terapéutico continuadamente, é necessario
administra-lo em varias doses, resultando numa flutuacdo significativa da sua
concentra¢ao no organismo (Dash & Cudworth, 1998).
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O objetivo de um SLC reside em manter a concentragao do farmaco no organismo
dentro do intervalo terapéutico por tempo prolongado, utilizando-se uma unica
dosagem. A Figura 5 compara os perfis de libertagio de um farmaco, administrado
através de um sistema convencional (por unidose e varias doses) e de um SLC, em
tuncao do tempo.
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Figura 5 - Comparagao dos perfis de libertagio de um farmaco resultantes da administragao de
um sistema de libertagdo convencional por dose unica ( ) e varias doses (----) de um sistema
de libertacao controlada (— — —) (Adaptado de Dash & Cudworth, 1998).

A principal aplicacdo das membranas enquanto SLLC é na libertacdo de farmacos por
via transdérmica. De facto, a pele é uma via atrativa para a administragao de farmacos
devido a sua extensao, permitindo direcionar os farmacos para o local onde sido
necessarios, seja na colocagiao direta sobre um ferimento ou no alivio da dor ou
outras aplicagoes médicas e cosméticas. Contudo, a administracao de medicamentos
através da pele pode ser dificultada porque a camada exterior resistente da pele pode
impedir a passagem de algumas moléculas. Neste quadro, varias abordagens tém sido
usadas para ultrapassar a “barreira” da pele, como por exemplo, o uso de promotores
de absor¢ao (quimicos ou fisicos) para facilitar a penetragdo do farmaco, que nem
sempre sao totalmente indcuos. Recentemente, tem sido investigada a utilizagao de
ondas ultrassonicas que impulsionam as moléculas do medicamento para a pele,
criando pequenos canais que facilitam a passagem do farmaco (Yu et al., 2023).

A permeacdo de farmacos através da pele ¢ ainda influenciada pelas proprias
carateristicas da pele, como a espessura, a temperatura, o grau de hidratacdo, a
limpeza da pele, o fluxo sanguineo, a concentragao de lipidos, o nimero de foliculos
pilosos, a fun¢ao das glandulas sudoriparas, a raca, o pH na superficie da pele, etc.

Na administragao por via transdérmica, a libertagdo do farmaco ocorre de forma
continua, a partir de uma matriz polimérica. Um dos requisitos fundamentais para
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que os materiais poliméricos possam ser utilizados como SLC é que estes e os seus
produtos de degradacao nio sejam toxicos. Além disso, devem apresentar boa
biocompatibilidade, sobretudo com os tecidos com que vao entrar em contacto.

Polimeros biodegradaveis, de origem sintética, tais como a policaproactona, sao
amplamente utilizados em SLC devido a facilidade de ajustar da sua taxa de
degradag¢ao e a manutencao da integridade e bioatividade destas matrizes durante
todo o processo de libertacido (Swanson et al., 2020).

A libertacdo do farmaco pode ser controlada através das caracteristicas da propria
membrana onde vai ser incorporado, e ou através da concentragio do proprio
farmaco.

Propriedades como porosidade e morfologia sdao relevantes para a difusao e fluxo
do farmaco através da matriz, podendo ser controladas e ajustadas durante o
processo produtivo das membranas (Sun et al., 2020).

A grande vantagem da libertacdo transdérmica face, por exemplo, a via oral reside
na prote¢ao do farmaco da biotransformacdao e da hidrolise enzimatica no trato
gastrointestinal. Acresce ainda o facto de oferecer menos toxicidade sistémica, ser
uma libertacdo localizada, cémoda, indolor e facil de interromper, caso se
manifestem efeitos secundarios.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

No presente trabalho foram utilizados diversos materiais/reagentes para a sintese e
caracterizagao das membranas poliméricas, obtidas por electrospinning, e que serao
descritos de seguida.

A policaprolactona (PCL) foi o polimero principal utilizado na sintese das
membranas eletrofiadas, possui uma massa molecular de 80000 g mol”, e foi
adquirido a empresa Thermo Fisher Scientific.

O acetato de celulose (ACE) tem uma massa molecular de 100000 g mol’, foi
utilizado devido a sua natureza hidrofilica, assim como a estabilidade que fornece a
membrana quando misturado com a policaprolactona, e foi adquirido a empresa
Acros Organics.

Foram ainda testados outros polimeros, como a gelatina e o quitosano, mas que
acabaram por ser abandonados por conduzirem a resultados desfavoraveis e, por
conseguinte, nao serao referidos nesta secgao.

O farmaco utilizado, o diacetato de clorexidina (CHX), possui uma massa molecular
de 625,56 g mol™, foi escolhido devido as suas propriedades antifingica e bactericida,
e foi adquirido a Tokyo Chemical Industry (TCI).

Foram também utilizados outros reagentes, como por exemplo, triclorometano
(CHCl3), cuja designagao comercial é cloroférmio, metanol (CH3OH) e agua Milli-
Q.

Na fase da cultura celular foram utilizados meio de Eagle modificado por Dulbecco
F-12 (DMEM-F12), penicilina/estreptomicina, tripsina, resazutina e caldo LB foram
adquiridos da Sigma Aldrich (Sintra, Portugal), fibroblastos dérmicos humanos
normais (NHDF) adquiridos da Promo-Cell (Heidelberg, Alemanha), soro fetal
bovino (FBS) adquirido da Biochrom AG (Berlim, Alemanha), isolado clinico de
Staphylococens anreus (8. anrens; ATCC 25923) e Escherichia coli DH5a (E. coli) foram

utilizados para avaliar as propriedades antimicrobianas das membranas eletrofiadas.

3.1.1 Preparacéao das solucdes poliméricas

Para a preparacdo das solugdes poliméricas foi necessario identificar os solventes
capazes de solubilizar os polimeros. De acordo com a literatura consultada (Trinca
et al., 2017), os solventes que promovem a dissolu¢io da PCL sao misturas de
triclorometano e metanol na proporcao de 5:1.

Foram produzidos trés tipos de membranas poliméricas: membranas produzidas
apenas com PCL (Tipo I), membranas compésitas, produzidas com misturas de PCL
e ACE (Tipo II), e membranas assimétricas, em que a camada base é constituida
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apenas por PCL e a segunda camada por PCL e ACE, designadas Tipo III. O

diacetato de clorexidina apenas foi incorporado nestas tltimas.

Conforme ja mencionado, o processo de electrospinning é fortemente influenciado pela
concentracao da solugdo polimérica, pelo que houve necessidade de otimizar a massa
de polimero a dissolver. Para tal, foram testadas diversas concentragoes,
compreendidas entre 10% (m/v) e 25% (m/v), pata se determinar qual setia a mais
tavoravel juntamente com os outros fatores, quer ambientais quer do processo.

A concentragao polimérica de todas as solugoes precursoras das membranas
considerada 6tima, foi de 15%, m/v. Assim, as quantidades de polimero (PCL e
ACE) e de diacetato de clorexidina (CHX), dissolvidas em 12 mlL. de uma mistura de
cloroférmio (CHCIls) e metanol (CH3OH) (5:1), usadas para preparar cada um dos
trés tipos de membranas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidades (massa e volume) de reagentes definidas para a produgao dos varios tipos
de membranas

Membranas Massa (g) Volume (mL)

PCL ACE CHX CHCI; CH;0H

Tipo I 1,8 0,0 0,0 10,0 2,0
Tipo II 1,4 0,4 0,0 10,0 2,0
Tipo III 1,4 0,3 0,1 10,0 2,0

A dissolucao do(s) polimero(s) ocorreu sob agitacio magnética, a temperatura
ambiente, durante um periodo variavel de duas a quatro horas, até homogeneizac¢ao
completa das solugGes.

3.1.2 Montagem e instalagéo do electrospinning

Uma vez que o equipamento nao se encontrava em funcionamento ha ja muito
tempo foi necessario montar toda a instalacdo de elctrospinning e coloca-la
operacional. Neste ponto ¢ descrito todo o trabalho experimental desenvolvido até
ter o equipamento funcional para a produgao das membranas eletrofiadas.

De referir que todo o processo de electrospinning deve ser realizado em ambiente
controlado para garantir a repetibilidade dos resultados nas mesmas condi¢oes.
Como o processo ¢é fortemente dependente de fatores externos de dificil controlo
em ambiente laboratorial, designadamente a humidade e temperatura, estas variaveis
foram registadas para posteriormente se avaliar o seu impacto nos resultados.
Conforme anteriormente mencionado, estas variaveis afetam, por exemplo, a
viscosidade da solucdo, parametro fundamental para a producio de membranas
eletrofiadas.
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Outros fatores, como a distancia entre a agulha e o coletor, a voltagem aplicada pela
fonte de alimentagdo e o caudal da solugao polimérica, sio controlados e
configurados no inicio do processo, embora possam ser alterados a qualquer
momento. Hstes fatores sio tdo ou mais importantes como os referidos
anteriormente (humidade e temperatura) e ¢ fundamental a sua otimizagao para
identificar a melhor configuracio que permita a formacao de fibras uniformes.

Todo o processo de producdo de membranas eletrofiadas é realizado numa caixa
propria, que serve de suporte e de camada adicional de seguranga, para que as fibras
obtidas fiquem contidas dentro da mesma. Esta caixa ¢ colocada numa hotte, com a
ventilagao ligada, de maneira a manter a seguranca do utilizador. A Figura 6 mostra
a instalacao do electrospinning usada no presente trabalho.

Figura 6 — Equipamento utilizado no processo de electrospinning.

A instalacdo é constituida por uma bomba de seringa, seringa, que possui um
diametro interno de 15,9 mm e 10 mL de volume, um tubo capilar, duas agulhas de
aco inoxidavel de calibre 18, um coletor (neste caso foi utilizado papel de aluminio),
uma fonte de alimentacdo de alta voltagem (0-30 kV), nao visivel na respetiva Figura
6 (por se encontrar a uma distancia de seguranca da instalacao), e dois suportes, um
para o coletor e o outro para a agulha.

3.1.3 Preparagdo das membranas eletrofiadas

O processo de electrospinning inicia-se com a introdu¢ao da solugdo polimérica na
seringa. Como alguns dos reagentes podem emitir vapores prejudiciais a saude sao
necessarios cuidados no manuseamento dos mesmos, pelo que a sua manipulagao
deve ser realizada numa Jotte, assim como deve usar-se luvas e mascara (Huang et
al., 2003).

Antes da utilizagdo do equipamento é registada a humidade e a temperatura da
atmosfera da caixa, utilizando um higrémetro e um termémetro, respetivamente.
Este passo é importante para se ter uma nogao da influéncia destes fatores nas fibras
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produzidas. De seguida é colocada a seringa que contém a solu¢ao polimérica na
bomba de seringa propria, tal como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Bomba de seringa utilizada no processo de electrospinning

Antes de se ligar a bomba é montado o capilar e as respetivas agulhas por onde vai
circular a solugdao. A ponta de uma das agulhas é presa com uma mola, de maneira
que a agulha fique orientada na dire¢do do coletor.

A bomba ¢ ligada e de seguida liga-se também a fonte de alimenta¢ao, onde é possivel
selecionar a voltagem da corrente que se pretende transferir sendo esta transmitida
para a agulha que estd em contacto com a solu¢ao. O mesmo acontece no coletor,
que se encontra envolvido em papel de aluminio recebendo este uma corrente que
val atrair as fibras produzidas que possuem o polo oposto.

Este processo da-se por concluido quando toda a solugdao presente na seringa é
colhida no coletor. O equipamento é desligado, com especial cuidado na fonte de
alimentacao, ¢ retirado o papel de aluminio, guardado e identificado para ser usado
posteriormente na caracterizacdo das fibras produzidas.

Como este processo possui diversas variaveis que afetam drasticamente o resultado,
tais como humidade, temperatura ambiente, voltagem, caudal e distancia entre
agulha e coletor, e necessita de ser otimizado, inicialmente, foram feitos varios testes
em que foi utilizado um volume menor de solugao, 6 mlL, para economia de
reagentes. Quando se obtiveram fibras com a qualidade desejavel aumentou-se o
volume, mantendo a concentragao, para que houvesse maior quantidade de fibras
disponivel para uma posterior analise e caracterizagao.

Conforme ja referido, na impossibilidade de controlar os parametros ambientais,
humidade e temperatura, fez-se o seu registo para cada experiéncia, encontrando-se
os valores daqueles parametros entre os 50% e 70% e 24 °C e 28 °C respetivamente.

Por fim, os testes experimentais, realizados previamente, conduziram as seguintes
condi¢oes 6timas de utilizacio do equipamento de electrospinning:

e Concentracio da solucdo polimérica — 15%, m/v
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e Volume de solugio polimérica — 10 mL.

e Distancia entre a agulha e o coletor — 15 cm
e Voltagem — 25 kV

e Caudal -5 mLh'

A Figura 8 mostra o aspeto macroscopico de uma das membranas obtidas por
electrospinning. O aspeto visual a vista desarmada é semelhante para todas as amostras.
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Figura 8 — Fotografia representativa de uma membrana eletrofiada.

Depois de preparadas, todas as membranas foram caracterizadas do ponto de vista
tisico-quimico, morfolégico, térmico e biolégico, de acordo com o descrito de
seguida.

3.2 Caracterizacdo das membranas

Todas as membranas (Tipo I, II e III) foram alvo de uma caracterizacdo exaustiva
com recurso a varias técnicas de analise.

A Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexio
Total Atenuada, do inglés Fourier-Transform Infrared Spectroscopy — Attennated Total
Refflectance, FTIR-ATR, permitiu avaliar possiveis alteracdes na estrutura quimica das
membranas (Tipo I e II), resultantes das interagoes entre os polimeros (Tipo II).

A Analise Termogravimétrica (Thermogravimetric Analysis, TGA) é uma técnica que
permite avaliar a estabilidade térmica de materiais, incluindo polimeros, através da
monitoriza¢gao da perda de massa de cada um dos polimeros utilizados em func¢ao
da temperatura.
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O caracter hidrofilico/hidrofébico das membranas foi avaliado através da
determinacdo de angulos de contacto dinamicos e através de estudos de absorcdo de
agua, enquanto a capacidade de degradacdao das mesmas foi inferida através de testes
de perda de massa quando submersas em meio liquido.

Considerando a imobilizacao do diacetato de clorexidina nas membranas Tipo 111, a
libertagio do mesmo foi avaliada de forma a inferir acerca do eventual papel
antimicrobiano das membranas preparadas por este método. Este foi também
avaliado pelo estudo de atividade antimicrobiana recorrendo a duas estirpes de
bactérias: E. coli e S. anreus.

Uma vez que as membranas se destinam a contactar diretamente com o organismo
foi, também, avaliada a sua biocompatibilidade recorrendo a culturas celulares de
fibroblastos.

3.2.1 Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR)

A Espetroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier com Reflexdao
Total Atenuada (FTIR-ATR) é uma metodologia de analise a ligagdes quimicas e
estruturas moleculares de compostos quimicos. A maioria das moléculas absorve
radiacao na regidao infravermelha do espetro eletromagnético. Esta radiacdo pode ser
lida com base na utiliza¢ao de feixes de radiacao eletromagnética com o proposito
de gerar um sinal através da mudanca do caminho ético entre os feixes. Com o uso
de diversos calculos matematicos, a distancia do comprimento oOtico pode ser
convertida de maneira a obter-se o valor da frequéncia da radiagcao. A cada tipo de
ligacao quimica corresponde uma frequéncia especifica.

As analises de FTIR-ATR foram realizadas num espetrofotometro, mais
especificamente, um [ASCO FI-IR-4200, equipado com um Golden Gate Single
Reflection Diamond ATR. Os espetros foram obtidos com 64 scans, com uma
resolucio de 4 cm™, a temperatura ambiente, na gama entre 500 e 4000 cm™,

Esta técnica foi aplicada as membranas Tipo I e Tipo II. As membranas Tipo III
nao foram sujeitas a esta analise por serem compostas pela combinacio das
membranas Tipo I e Tipo 1L

3.2.2 Analise termogravimétrica

A termogravimetria é uma técnica fundamental na caracterizagao de materiais, pois
permite a monitorizacao da perda de massa da amostra em func¢ao da temperatura.

O equipamento possui uma microbalanga, capaz de medir com precisao a alteragao
da massa das amostras com o aumento progressivo de temperaturas a que sio
sujeitas.

No presente trabalho, a analise termogravimétrica das membranas poliméricas foi

realizada no equipamento TGA Q500 da Thermal Analysis (I'A) Instruments.
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As membranas foram submetidas a um aumento gradual de temperatura de 10 °C
por minuto, desde a temperatura ambiente até se atingir a temperatura maxima de
600 °C. Conforme mencionado, no decurso da analise a amostra é continuamente
pesada, a medida que sofre o aquecimento progressivo.

De acordo com o software da 1A Instruments (Universal Analysis 2000) foram obtidos
os perfis de degradagao de cada uma das amostras.

A analise foi realizada em triplicado para cada um dos trés tipos de membranas

obtidas por electrospinning (Tipo 1, 11 e I1I).

3.2.3 Angulos de contacto dindmicos

O angulo de contato é uma medida quantitativa que se baseia no humedecimento de
uma superficie sélida por um liquido. Utilizando um sistema 6tico de medigao de
angulo de contato, pode ser analisado o comportamento de uma gota aplicada numa
superficie.

Por norma ¢ assumido que a superficie analisada ¢ ideal, ou seja, plana e homogénea
e que nao ocorrem interagoes entre o liquido e o substrato. Dada a dificuldade em
observar estes critérios, sio normalmente utilizados angulos de contacto dinamicos
para que seja observado o comportamento durante alguns instantes.

A classificacao das superficies ¢ feita de acordo com a Figura 9. Assim, as superficies
que apresentam angulos de contacto superiores a 150° siao classificadas de
superhidrofébicas, entre 150° e 90° de hidrofébicas e abaixo de 90° hidrofilicas.
Podem também existir casos extremos em que existem superficies completamente
molhaveis, com angulo de 0° ou nao molhaveis com angulos de 180°(Law, 2014).

&_!

Superhidrofilico Hidrofilico Hidrofobico Superhidrofobico
8 <10° 10°<6,<90° 90°<8,<150° 6,>150°

Figura 9 - Classificacao dos regimes de molhabilidade baseados no valor do angulo de contacto
(Ramos et al., 2014).

No presente trabalho, a determinac¢do de angulos de contacto dinamicos teve como
finalidade avaliar a hidrofobicidade ou hidrofilicidade das membranas.

Para tal, foi utilizado o equipamento OCA 20, da Dataphysics. Cada gota de agua
dispensada pela seringa do equipamento tinha um volume de 10 ulL. Apos a queda
da gota na superficie da amostra foi, imediatamente, iniciada a gravaciao do seu
comportamento, pelo periodo de 1 minuto (com 5 frames a cada 2,5 segundos). Apos
a gravacao, com base no video criado, o soffware calculou o angulo de contacto
tormado entre a linha da superficie do material e a gota depositada, ao longo do
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tempo. Esta analise foi também realizada em triplicado para cada um dos trés tipos
de membranas obtidas.

3.2.4 Capacidade de absorcao de agua (swelling)

O ensaio de determinacdo da capacidade de absor¢ao de agua pelas membranas,
juntamente com a determinacao de angulos de contacto, permite, sobretudo, avaliar
a hidrofilicidade das amostras, podendo este conceito ser aplicado na avalia¢ao
preliminar da sua capacidade para a absor¢ao dos exsudatos formados em feridas.

Para este ensaio, as membranas foram recortadas em pequenas amostras com cerca
de 16 cm? de superficie (4X4 cm), pesadas e colocadas num exsicador com uma
atmosfera humida. Ao longo de varios dias estas foram pesadas até se verificar que
ja se encontravam saturadas, ou seja, 0 seu peso nao varia significando que foi
absorvida a quantidade maxima possivel de agua. Num periodo de nove dias, as
amostras foram pesadas trés vezes. No primeiro dia as amostras foram deixadas em
repouso no exsicador, no segundo, oitavo e nono dias foram pesadas. Neste altimo,
confirmou-se que a quantidade de agua absorvida ja tinha atingido o seu limite, ou
seja, que se encontravam saturadas.

A percentagem de absor¢ao de agua pelas membranas foi determinada de acordo
com a equagao 1.

_ Massa Himida Final — Massa Seca Inicial
Absorcido (%) =

ey

Este ensaio permitiu nao sé obter os perfis de absor¢ao de agua ao longo do tempo,
mas também determinar a capacidade maxima de absor¢ao das membranas.

Massa Seca Inicial

O ensaio de determinagio da capacidade de absor¢ao de agua foi realizado, em
triplicado, para cada um dos trés tipos de membranas produzidas (Tipo I, 11 e III).

3.2.5 Estudos de perda de massa

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a degradacdo das membranas
poliméricas, e/ou a sua dissolugao em agua, consiste em analisar a perda de massa
de amostras submersas numa solu¢ao aquosa, ao longo do tempo.

No presente trabalho os estudos de degradacao foram realizados em amostras de
membranas de dimensao 4X4 cm, submersas em agua Milli-Q, durante um periodo
de 9 dias. Em determinados dias (2°, 8° ¢ 9° dias) as amostras foram removidas do
meio aquoso e secas numa estufa de vacuo a temperatura de 100 °C, até peso
constante. Para cada tipo de membrana (I, II e III) o nimero total de amostras
avaliadas foi de 9 (3 amostras correspondentes a cada dia de avaliagao).

Com base na massa das amostras antes de submetidas ao procedimento descrito e
na massa das amostras apos todo o processo é possivel avaliar a perda de massa
experimentada pelos varios tipos de membranas, calculada de acordo com a equagao

2.
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Massa Seca Inicial — Massa Seca Final

Perda de Massa(%) = Massa Seca Inicial x 100 (2)

3.2.6 Avaliacdo da biocompatibilidade

A avaliagdo da biocompatibilidade de um material é uma etapa fundamental,
especialmente se for pressuposto a sua eventual interagdo com o corpo humano,
como ¢ o caso das membranas produzidas no presente estudo. A biocompatibilidade
¢ avaliada de acordo com as caracteristicas do material, desde o formato, porosidade,
esterilizacdo do material até aos tipos de elementos quimicos presentes no mesmo.

Como as membranas vao estar em contacto com fluidos fisiolégicos entio é
essencial que nao causem reagoes adversas no organismo.

A avaliagio da biocompatibilidade de todas as membranas foi realizada em
laboratério da Universidade da Beira Interior (UBI), de acordo com o procedimento
descrito na norma ISO 10993-5:2009 - Biological Evaluation of Medical Devices — Part
5: Tests for in Vitro Cytotoxicity, 2009.

Para a determinacdo da citocompatibilidade das membranas eletrofiadas foram
realizados testes em culturas de fibroblastos da derme (NHDF, Normwal Human
Dermal Fibroblasts), recorrendo ao ensaio de resazurina (Melo et al., 2022; Pontinha
et al., 2023). O meio de cultura de NHDF foi constituido por DMEM-F12 com
suplementacoes de soro bovino fetal (FBS (10% (v/v)) e penicilina/estreptomicina
(1% (v/v)), e as células foram deixadas crescer em frascos-T de 75 cm? numa
incubadora, com atmosfera humida (37 °C, 5% COy).

Para realizar os ensaios, os fibroblastos foram colhidos e preparou-se uma cultura
em placas de 96 pogos com densidade celular especifica de acordo com o tempo
total de incubacao com as membranas Tipo I e Tipo 1I, de maneira a diminuir
qualquer possibilidade de morte celular devido a confluéncia. Assim, a densidade
celular inicial utilizada para os fibroblastos incubados durante 1, 3 e 7 dias com as
membranas eletrofiadas Tipo I e Tipo II foi de 15 000, 8 000 e 1 500 células/poco,

respetivamente.

Passadas 24 h, o meio de cultura foi retirado e as células foram incubadas com as
membranas (com tamanhos abaixo de 10% da area do pog¢o), acompanhadas de meio
de cultura fresco, no mesmo periodo de dias referido.

Em seguida, as membranas foram removidas, sendo os fibroblastos incubados com
resazutina (10% (v/v), em meio de cultura fresco) durante 4 h no escuro (37 °C, 5%
COp).

Finalmente, a viabilidade das células foi determinada avaliando a fluorescéncia da
resazurina, com um comprimento de onda de excitacdo e de emissao de 560 nm e
590 nm, respetivamente (utilizando o espetrofluorimetro Spectramax Gemini EM).
O controlo negativo (K”) foi constituido pelos fibroblastos incubados apenas com
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meio de cultura e o controlo positivo (K') com as mesmas células incubadas com

etanol (70% (v/v)).

Antes da etapa de incubacao da resazurina, o crescimento/morfologia das células foi
observado num microscopio de luz invertida Olympus CX41 (Toéquio, Japao)
equipado com uma camara digital Olympus SP-500 UZ.

3.2.7 Estudos de libertacdo do farmaco

O perfil de libertagio do farmaco foi avaliado para as membranas assimétricas,
designadas Tipo III, pois apenas nestas foi incorporado o diacetato de clorexidina

(CHX).

Os testes de libertagdo foram realizados durante um periodo de 16 dias, em
triplicado. Primeiramente, a membrana assimétrica carregada com o farmaco foi
cortada em trés fragmentos de 16 cm? (4X4 cm) e, em seguida, cada fragmento foi
colocado em tubos de Falon onde foram adicionados 15 mL de agua Milli-QQ.

Ao longo do periodo de libertagdo, a quantificagdo do farmaco ocorreu em cinco
momentos (2°, 3°, 6° 10° e 16° dias). Nestes mesmos dias, cada uma das trés
membranas foi transferida para um novo tubo de Fa/on com meio limpo.

A quantificacao de CHX foi feita através da leitura da absorvancia de uma amostra
de meio, num espetrofotometro UV-visivel. O equipamento utilizado foi o
espetrofotémetro P9 Double Beam UV -V isible Spectrophotometer (Avantor®, USA). As
leituras foram realizadas num comprimento de onda de 254 nm (comprimento de
onda que corresponde a absorvancia maxima do CHX) e para o “branco” foi
utilizada agua Milli-Q). A concentracao de CHX foi calculada através de uma curva
de calibracao, absorvancia »s concentragao, que se encontra no Anexo 1.

Sempre que as concentragcdes de CHX ndo se inseriam na gama de concentragoes da
curva de calibracio, foram realizadas dilui¢bes previamente a medicio da
absorvancia.

Para a obtengdo da percentagem libertada de farmaco, em cada momento de
quantificacdo, foram utilizadas as equagdes 3 e 4. Com recurso a equacao 3, ¢
possivel calcular a massa de farmaco presente na membrana Tipo III, tendo em
consideracao a fracao do farmaco incorporada na solucao para a preparagao desta
membrana.

Massa Inicial CHX = Massa Membrana X Fracao CHX na Membrana 3)

A concentragio de farmaco em dgua Milli-Q, calculada pela utilizagao do
espetrofotémetro no mesmo comprimento de onda, permite obter a massa de
tarmaco final libertada. Com estes dados é entao possivel calcular a percentagem
libertada de farmaco em cada momento de quantificagao a partir da equagao 4.

Massa Final CHX
X
Massa Inicial CHX

Libertacido de Farmaco (%) = 100 4)
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Com os valores da libertacio de farmaco obtidos para os intervalos de tempo
mencionados foi possivel construir o perfil de libertagao acumulado de CHX em
tuncao do tempo para a membrana assimétrica (Tipo III).

3.2.8 Atividade antimicrobiana

A capacidade antibacteriana das membranas estudadas foi avaliada em Escherichia coli
(E. colz; gram-negativo) e Staphylococcus anreus (S. aunrens; gram-positivo), pelo método
de difusio em agar (Lima-Sousa et al., 2020).

Para tal, as bactérias (1 X 108 UFC/ml; 0,2 mI de meio bactetiano) foram dispersas
em placas de agar. Posteriormente, as membranas Tipo I, Tipo II e Tipo III foram
colocadas em contacto com as bactérias nas placas de agar por 24 horas. Por fim, os
halos de inibi¢io ao redor das membranas foram fotografados e seus diametros
medidos utilizando o software lmage] (National Institutes of Health).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo encontram-se descritos e discutidos os resultados obtidos pela
caracterizacao das diferentes membranas eletrofiadas, Tipo 1, Tipo II e Tipo III.

4.1 Caracterizacdo das membranas

4.1.1 Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR)

A espetroscopia de infravermelhos é utilizada para identificar e confirmar a presenca
de grupos quimicos de polimeros. Se existir uma interacio quimica na amostra
analisada, esta ¢ identificada por um pico no grafico resultante.

Na Figura 10 encontram-se representados os espetros das membranas Tipo I e Tipo
II obtidas por electrospinning. De notar que a membrana Tipo I é constituida apenas
por PCL e a membrana Tipo II por uma mistura de PCL e ACE.

12 4 5 8

12 Y 4 "csN/g
——Tipo | 3 567
—— Tipo II

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Frequéncia cm?

Figura 10 — Espetros FTIR-ATR das membranas eletrofiadas Tipo I e Tipo II.

Observando os espetros verifica-se que ambos sao bastante similares, sendo entao
necessario identificar as frequéncias caracteristicas dos grupos quimicos existentes
nos polimeros constituintes das membranas para que se confirme a sua presenca.

Na Tabela 2 estdo listadas as frequéncias dos picos registados em ambos os espetros,
assim como os grupos quimicos correspondentes. Segue-se também uma analise das
frequéncias referidas na literatura dos polimeros utilizados e respetiva comparac¢ao
com os dados obtidos.
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Tabela 2 - Valores das frequéncias e respetivos grupos quimicos observados nos espetros da
analise FTIR-ATR para as membranas Tipo I e Tipo II.

Pontos 1 2 3 4 5 6 7 8

Frequéncia
Membrana 2944 2866 1724 1471 1294 1240 1172 961
Tipo I (cm™)

Frequéncia
Membrana 2943 2867 1724 1471 1294 1239 1171 961
Tipo II (cm™)

r . C-O C-O
Grupo Quimico  CH; CH, C=0 CH, C-C Co-C C-C cH

As frequéncias 1 e 2, sdo relativas ao estiramento assimétrico e simétrico de CHo,
respetivamente; o ponto 3 ao estiramento C=O carbonilo; o ponto 4 a deformagao
CHaz; o ponto 5 ao estiramento C-O e C-C em fase cristalina; o ponto 6 ao
estiramento assimétrico da ligacao C-O-C; o ponto 7 ao estiramento C-O e C-C em
tase amorfa; e por fim o ponto 8 que representa a deformacao externa C-H.

De acordo com a literatura (Ali et al., 2014), as bandas resultantes de ambos os
espetros identificam a presen¢a de PCL. Contudo, em estudos de FTIR-ATR para
membranas com ACE, sio normalmente registados: a banda correspondente a
funcdo carbonilo (C=0O), a banda atribuida a ligagio C-O-C e a banda
correspondente a elongac¢io assimétrica do grupo COO a 1231 cm™. Assim, verifica-
se que as bandas tipicas do ACE sio sobreponiveis as existentes na PCL. Mais ainda,
e uma vez que a PCL se encontra numa massa significativamente superior a de ACE
na mistura polimérica é compreensivel que sejam detetadas as bandas tipicas dos
polimeros tornando os espetros similares.

4.1.2 Andlise termogravimétrica

Para se estudar a estabilidade térmica e o comportamento de materiais poliméricos
em funcao da temperatura foram realizados ensaios termogravimétricos.

As curvas termogravimétricas apresentadas nesta sec¢ao relacionam a variagao de
massa de uma membrana a medida que ¢ exposta a aumentos graduais de
temperatura.

Normalmente, em analise termogravimétrica, ¢ possivel verificar pequenas perdas de
massa nas amostras até se atingir a temperatura de 100 °C, sendo esta perda associada
a desidratacao das amostras ou a eliminagao de moléculas residuais de baixo peso
molecular. A PCL ¢ um polimero hidrofébico, sendo por isso de esperar que nao
sejam observadas perdas de massa significativas nesta gama de temperatura.
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Na Figura 11 encontra-se representada a curva termogravimétrica da membrana
Tipo I, constituida apenas por PCL. De acordo com este registo, é possivel analisar
o comportamento deste polimero quando submetido a elevadas temperaturas.

120 3
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Figura 11 — Curva termogravimétrica de uma membrana Tipo 1.

Inicialmente, a massa da membrana nao sofre alteragoes significativas, porém,
quando se atinge a temperatura de 365 °C parece ter inicio uma lenta perda de massa
do scaffold que se mantém até se atingir a temperatura de 375 °C. Esta temperatura é
critica para o polimero, pois ¢ iniciada a sua etapa de degradagao até se atingir os 450
°C, temperatura esta que corresponde a degradagao total da membrana, atingindo-
se uma massa de aproximadamente zero. Ou seja, ¢ verificada uma decomposi¢ao
completa do material que ocorre numa so etapa.

Na Figura 12 esta apresentada a curva termogravimétrica relativa a membrana Tipo
I1, constituida por PCL e ACE.
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Figura 12 - Curva termogravimétrica de uma membrana Tipo II.

Sendo o ACE um polimero de origem natural, a sua inclusio na composigao das
fibras das membranas vai levar a um aumento da instabilidade térmica, ou seja, a um
acelerar da taxa de degradacao da membrana com a temperatura. Este facto pode ser
atribuido a pirdlise parcial da membrana devido a quebra das ligagoes carbonilo e
carboxilica da glicose. Assim, verifica-se que, contrariamente ao caso das membranas
de PCL, a degradacao da amostra se da em duas etapas (representadas por duas
inflexes da curva). A primeira etapa de degradagao tem o seu término pelos 375 °C,
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e que correspondera a degradacao do ACE ocorrendo em continuo a degradagao da
PCL. De acordo com a literatura (Benahmed et al., 2022), a temperatura normal de
degradagao do ACE ¢ de 290 °C, mas, observando o termograma da Figura 12
verifica-se que, no presente estudo, este valor é superior, provavelmente devido a
sua mistura fisica com a PCL, mais estavel termicamente.

4.1.3 Angulos de contacto dinamicos

Ap6s a analise dos dados obtidos dos angulos de contacto das membranas Tipo I e
Tipo II, estes foram tratados e determinaram-se os respetivos perfis demonstrados
na Figura 13.
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Figura 13 - Angulos de contacto dinamicos das membranas Tipo I e Tipo II.

A primeira membrana analisada, formada apenas por fibras de PCL, apresenta um
angulo de contacto médio de 117,5°, comparativamente, a segunda membrana,
constituida por fibras de PCL e ACE apresenta um angulo de contacto médio de
121°. Ambos os valores se encontram entre o intervalo de 90° e 150° o que
comprova o caracter hidrofébico de ambas as membranas. Devido a reduzida area
de contacto entre a gota e a superficie da membrana, a gota apresenta um formato
esférico daf serem obtidos angulos elevados ao longo do tempo.

Considerando que se pretendem usar membranas assimétricas, a superficie da
membrana apenas composta por PCL, quando aplicada no ferimento, ficara em
contacto com o ambiente, protegendo o tecido biologico. Assim, serd vantajoso que
esta apresente um caracter hidrofébico, com reduzida molhabilidade, de maneira a
evitar, ndo so6 a libertacao de fluidos e a desidratacao da zona afetada, mas também,
a contamina¢ao do ferimento por entrada de fluidos externos. A membrana
constituida por PCL e ACE devera ter um carater mais hidrofilico pois estara em
contacto com o ferimento e seus exsudatos. Contudo, apesar do ACE ter natureza
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hidrofilica, a sua mistura com a PCL originou uma membrana com um ligeiro
aumento do valor do angulo de contacto.

Deve-se, porém, ter em consideragao erros experimentais ocorridos durante a
analise, tais como, o inicio da gravacao apos a dispersao da gota na membrana, assim
como a existéncia de irregularidades superficiais nas membranas. No caso de
membranas preparadas por electrospinning, e considerando a distribui¢ao aleatéria de
tibras e consequentemente de porosidade, ¢ comum que os resultados da medi¢ao
de angulos de contacto sejam associados a alguma incerteza. Por exemplo, a queda
da gota de agua pode ocorrer em zonas irregulares da superficie, levando a alguma
variagdo dos valores que acabam por nio ser representativos da totalidade da area
da amostra.

4.1.4 Capacidade de absorcao de agua (Swelling)

Para testar a capacidade de absor¢io das membranas, estas foram expostas a uma
atmosfera humida. Dado que estes scaffolds sio constituidos por uma rede polimérica
que lhes fornece um comportamento elastico e porosidade, entao é expectavel que
haja um aumento dos seus volumes. A absor¢ao da agua acaba por criar uma tensao
entre as cadeias poliméricas e impede a sua dissolucao.

O racio de absor¢ao ¢ uma propriedade mecanica, que se refere a alteracio do
volume das membranas quando absorvem um solvente, neste caso a agua.

Na Tabela 3, Tabela 4 e Tabela 5 encontram-se registados os racios de absorc¢do de
agua das membranas em funcao do tempo a que estiveram expostas a atmosfera
humida. Os resultados sao apresentados na forma de valor médio * desvio padrao,
para ensaios feitos em triplicado.

Tabela 3 - Valores percentuais do racio de absor¢ao lidos para os diferentes tipos de membranas
no segundo dia.

Membrana Racio de absorgao (%)
Tipo 1 2,4518 +1,8260
Tipo II 1,8868 + 0,8894

Tipo IIT 7,6520 +0,4495

Apo6s 72 horas verificou-se que a membrana Tipo III apresenta um maior racio de

absor¢ao de agua relativamente as restantes, seguida da membrana Tipo I e por fim
da Tipo 1L

Tabela 4 - Valores percentuais do racio de absor¢ao lidos para os diferentes tipos de membranas
o oitavo dia.

Membrana Racio de absorgao (%)
Tipo 1 0,0251 +0,4580
Tipo II 2,3363 +1,0086

Tipo III 0,7371 + 0,2048
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Apo6s 168 horas ja é a membrana Tipo II que apresenta um maior racio de absor¢ao,
seguida da Tipo III e Tipo I. E de esperar que os racios de absor¢ao diminuam ao
longo do tempo devido ao aumento da saturacao das membranas.

Tabela 5 - Valores percentuais do racio de absor¢ao lidos para os diferentes tipos de membranas
no nono dia.

Membrana Récio de absorgao (%)
Tipo 1 0,5592 +0,4322
Tipo II 0,3058 + 0,4325

Tipo III 0,1488 +0,2104

Ao final de nove dias verifica-se que os racios de absor¢ao das membranas sio pouco
significativos uma vez que ja se encontram saturadas com agua.

E possivel observar que, a membrana assimétrica Tipo III, composta por uma
camada de PCL e outra de PCL, ACE e CHX ¢ capaz de absorver mais agua do que
as restantes membranas. Esta ocorréncia verifica-se especialmente durante o
segundo dia, e indica que esta é capaz de absorver um maior volume de agua num
menor espaco de tempo em comparagao com as restantes.

De acordo com os dados ¢ possivel concluir que as membranas sio relativamente
estaveis e sao capazes de estar expostas a uma atmosfera humida sem que sofram
um inchaco significativo. Isto deve-se a possibilidade de as membranas possuirem
um baixo grau de porosidade, esta caracteristica acaba por restringir a capacidade de
absor¢ao, visto haver menos espaco livre para permitir a entrada de agua.

4.1.5 Estudos de perda de massa

Com o objetivo de avaliar a perda de massa dos seaffolds produzidos, realizou-se um
estudo onde foram colocadas amostras das membranas em agua Milli-Q) durante 9
dias.

Os dados obtidos deste estudo encontram-se apresentados na Tabela 6, na forma de
de valor médio * desvio padrio, para ensaios feitos em triplicado. Valores de perda
de massa negativos indicam que a membrana analisada nido perdeu material
comparativamente com a sua massa original e podem refletir apenas erros
experimentais, valores positivos ja referem o contrario, que houve uma perda de
material.

Tabela 6 - Valores percentuais de perda de massa lidos para os diferentes tipos de membranas

apos 9 dias.

Membrana Perda de massa (%)
Tipo 1 -0,2847 +0,9340
Tipo 11 -1,1437 +0,8130

Tipo II1 2,9512 +0,7192
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De acordo com os dados indicados na Tabela 6, verifica-se claramente que, apos
nove dias, apenas a membrana Tipo III perdeu material. O facto de ser uma
membrana com uma constituicio assimétrica podera estar sujeita a uma maior
degradag¢io o que indica também que a membrana possui uma menor resisténcia
quando submersa em agua por um longo periodo (9 dias).

Em suma, o scaffold Tipo 111 possui a menor estabilidade e resisténcia, ainda assim é

capaz de suportar ambientes humidos que simulam, no limite, as condi¢cdes de uma
terida.

4.1.6 Avaliacdo da biocompatibilidade

A avaliagao da biocompatibilidade foi realizada na Universidade da Beira Interior
com o objetivo de estudar a viabilidade celular dos diferentes tipos de scaffolds, e, para
esse fim, foram colocados fibroblastos na superficie das membranas. Foram
cultivados e incubados fibroblastos por periodos de 1, 3 e 7 dias. Na Figura 14 ¢
representada a resposta das células na presenca das membranas Tipo I (PCL) e Tipo

II (PCL ¢ ACE).
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Figura 14 — Valores da viabilidade celular apds 1, 3 e 7 dias das membranas Tipo I e Tipo II, K*
(controlo positivo, com células mortas) e, K, (controlo negativo com a totalidade das células
viavels.

Quando se comparam as membranas Tipo I e Tipo 1l entre si e com o K, verifica-
se que nao existe uma diferenca significativa entre os valores de viabilidade celular.
Estes sdo, para qualquer tempo de incuba¢ido, acima de 80% tanto para as
membranas Tipo I como para as membranas Tipo 11, indicando que as mesmas sao

biocompativeis e ndo citotoxicas.

Podemos assim concluir que as membranas preparadas podem ser utilizadas como
biomateriais e aplicadas em contacto com tecidos biologicos nao induzindo morte
celular.
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4.1.7 Estudos de libertacdo do farmaco

A libertacao do farmaco, diacetato de clorexidina, a partir de uma membrana
assimétrica (Tipo I11) ocorreu em agua Milli-Q, durante um periodo de quinze dias
(cerca de 350 horas). O perfil de libertagao encontra-se representado na Figura 15.

Tendo em consideracdo a absorvancia (254 nm) e a curva de calibracio obtida
(Anexo 1), calculou-se a percentagem de farmaco libertado durante o periodo

indicado (Figura 15).
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Figura 15 - Perfil de libertagao do farmaco diacetato de clorexidina em agua Milli-Q).

Da analise do perfil é possivel constatar uma rapida libertagao do diacetato de
clorexidina, especialmente nas primeiras 24 horas (cerca de metade da quantidade de
tarmaco incorporado na membrana ¢ libertado no primeiro dia). A partir dai, o
tarmaco continua a ser libertado progressivamente ao longo do tempo, com uma
taxa reduzida comparativamente ao primeiro dia, até perfazer os quinze dias do
estudo, onde atinge uma libertacao de cerca de 93% de todo o farmaco contido na
membrana.

O estudo de libertagao levado a cabo no presente trabalho permitiu concluir que o
diacetato de clorexidina pode ser incorporado durante a preparacio de membranas
assimétricas por electrospining € pode ser libertado a partir destes mesmos substratos.

A elevada taxa de libertacdo indicia que, apesar do farmaco ser misturado com os
polimeros durante a preparacio da membrana, a molécula acaba por nio se ligar
quimicamente 2 PCL ou ao ACE, dai a facilidade da sua libertacio num curto espago
de tempo.

4.1.8 Atividade antimicrobiana

Foi avaliada a atividade antimicrobiana das membranas Tipo I, Tipo 1I e Tipo III,
com base no método de difusio em agar, recorrendo tanto a bactérias Gram-
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negativas (E. /) como Gram-positivas (§. aureus), de forma a observar-se a sua
atividade inibitoria.

Os resultados dos testes antimicrobianos realizados com a bactéria E. cw/ sao
mostrados na Figura 16.
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Figura 16 — Relagao entre a area de inibigao bacteriana média com as diferentes membranas para
a bactéria E. coli.

As membranas constituidas apenas por PCL (Tipo I) nao apresentaram atividade
significativa contra a bactéria testada, com uma percentagem de area de inibi¢ao
média de 6,0618 = 1,1302 %. A membrana compésita de PCL e ACE (Tipo II) por
seu lado apresenta uma percentagem de area inibitoria superior a da membrana Tipo
I, de 12,9463 £ 1,6622 %. Por fim, a membrana que possui o farmaco incorporado
(Tipo III) ja apresenta um halo inibitério significativo com um valor de area

percentual de 85,2046 * 1,0833 %.

Os resultados dos testes antimicrobianos para S. aureus, encontram-se também na
Figura 17. A membrana Tipo I, mais uma vez niao apresentou atividade significativa
contra as bactérias do controlo positivo, possui uma percentagem de area de inibi¢ao
média de 7,8739 £ 5,2207 %. Em relacao a membrana Tipo II observa-se uma zona
inibitéria superior 2 da membrana anterior, 16,0059 * 4,7535 %. Por ultimo, a
membrana Tipo III que possui o farmaco ja apresenta uma area inibidora
relativamente elevada de 85,4365 * 3,5583 %, comparando com as restantes
membranas que nao continham farmaco na sua mattriz.

A Figura 17 mostra os halos inibitorios exibidos por cada uma das membranas (Tipo
I, IT e III) expostas a atividade microbiana das bactérias, E. co/i e S. aurens, em placas

de agar.
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Figura 17 - Fotografias do desempenho antibacteriano das membranas Tipo I, Tipo II e Tipo 111
com representagao dos halos inibitérios.

Com base nos resultados obtidos com a técnica de difusdo em agar, pode concluir-
se que nenhuma das membranas poliméricas apresenta um efeito inibitério
significativo tanto para a E. co/i como para a . aurens, contrastando, como esperado,
com a membrana Tipo III que incorpora um farmaco antimicrobiano. Assim,
concluiu-se que as membranas Tipo 111, com o farmaco CHX incorporado, possuem
a capacidade de inibir com sucesso a colonizacio de bactérias em feridas e,
consequentemente, o farmaco incorporado pode ser libertado de forma eficaz a
partir do suporte polimérico.
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5 CONCLUSAO

De acordo com a investigacdo realizada, o polimero PCL demonstrou ser
fundamental na producao de membranas eletrofiadas estaveis. Estas membranas sio
estruturas cujo objetivo é a regeneracao e melhoramento de tecidos, e detém a
capacidade de proteger a area afetada e até a possibilidade de libertar farmacos para
auxiliar a regeneracao da mesma. Apds os estudos realizados verificou-se que estas
membranas possuem as caracteristicas necessarias para a sua utilizacao em aplicagoes
biomédicas.

Os espetros obtidos na analise de FTIR-ATR comprovaram a presenga de ambos os
polimeros utilizados, a policaprolactona e o acetato de celulose, devido a presenca
das suas bandas caracteristicas.

De acordo com os termogramas obtidos, relativos a analise termogravimétrica,
concluiu-se que o perfil de degradaciao das membranas ¢ estavel quando submetidas
a temperaturas elevadas.

Nos testes de angulo de contacto, verificou-se que a todas as membranas analisadas
eram hidrofébicas, independentemente da sua constitui¢ao.

No estudo das propriedades de absor¢ao das membranas, concluiu-se que, todas as
membranas sdao estaveis e possuem um racio de absor¢ao relativamente baixo.

Os ensaios de perda de massa demonstraram que a PCL fornece as membranas
propriedades que lhes permitem nao se degradar facilmente, ou seja, ndo existe perda
de material significativo.

Relativamente aos estudos da atividade antimicrobiana, observou-se que a
membrana que continha o farmaco, diacetato de clorexidina, possuia as propriedades
necessarias para inibir com sucesso a coloniza¢ao de bactérias.

Nos testes de biocompatibilidade verificou-se que os fibroblastos proliferaram
quando em contacto com as diferentes membranas, concluindo-se que eram estas
eram biocompativeis.

Em relacao aos estudos de libertacao do diacetato de clorexidina, destacou-se uma
maior libertagao nas primeiras 48 horas, seguido de uma diminui¢ao da sua taxa de
libertacao até que se obteve uma libertacao média final de 93 %. Este resultado indica
que a membrana assimétrica tem as propriedades essenciais para permitir a
transferéncia do farmaco para uma regiao ferida.

Posso concluir que a produgiao de membranas de estrutura assimétrica, constituidas
por polimeros sintéticos e naturais, PCL e ACE, com o objetivo da libertagdo de um
farmaco para auxiliar a regenera¢ao de tecido sdo promissoras no ramo da
engenharia de tecidos.
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ANEXO 1- CURVA DE CALIBRACAO

Para ser possivel adquirir as concentracdes de CHX nos estudos de libertaciao de
tarmaco foi necessario, previamente, a obten¢do de uma curva de calibra¢ao que
relaciona a concentracao e a absorvancia.

Preparou-se uma solugao mae de CHX, de concentragdao conhecida, e a partir desta,
foram realizadas multiplas diluicdes. De seguida, num espetrofotémetro, foi
calculado a absorvancia das mesmas, e, com estes dados, foi possivel a constru¢ao

do grafico da Figura A.

Esta curva de calibracao serve de referéncia e, permite que, a partir da equagao da
reta obtida, que se obtenha as concentragoes das amostras analisadas.
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Figura A — Reta de calibragao do diacetato de clorexidina (CHX)
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