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RESUMO

A quitosana quimicamente modificada com lactato esta entre os derivados de
quitosana que apresenta propriedades ndo citotoxicas bem superiores quando
comparados aos outros derivados de quitosana. O lactato de quitosana por sua vez,
apresenta solubilidade proxima ao pH fisiologico (pH=7,0) o que melhora
significativamente as suas aplicacdes em sistemas de liberagcdo controlada de
farmacos. O lactato de quitosana tem sido proposto para varias aplicacées biomédicas
como curativos para feridas e membranas para a odontologia. No presente trabalho
foi realizada a sintese do lactato de quitosana a partir de lactado de metila e etila com
a quitosana, a modificacéo foi comprovada a partir das técnicas de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA),
calorimétrica diferencial de varredura (DSC), ressonancia magnética nuclear de
protons (RMN H). As técnicas de caracterizacdo de DSC e RMN 'H, mostraram que
na modificacdo quimica da quitosana além do lactato de quitosana se obtiveram
enxertos de oligbmeros de poli(acido latico) na cadeia de quitosana (QUI-g-PLA). Foi
realizada a eletrofiacdo da quitosana quimicamente modificada QUI-g-PLA contendo
o complexo de sulfato de condroitina (SC) e nanoparticulas de prata (NPsAQ) e entdo
estudada a liberacdo controlada das nanoparticulas de prata e do sulfato de
condroitina, visto que as nanoparticulas de prata possuem atividade antimicrobianas
e o sulfato de condroitina possuem propriedades de proliferacdo celular. Realizou se
o estudo da atividade antimicrobiana, onde apresentou inibicdo para bactérias tanto
Gram positivas como Gram negativas e também foi realizado o estudo de
citotoxicidade mostrando que as nanofibras produzidas ndo possuem efeito negativo
na viabilidade celular, apresentando na verdade um aumento na proliferacdo celular.
Até o presente momento ndo foram observados pelo autor desta proposta de
doutorado trabalhos que mencionem a utilizagdo de nanofibras de QUI-g-
PLA/SC:NPsAg, como curativos, sobre esse aspecto parece ser importante o
desenvolvimento de curativos para o tratamento de feridas nas suas diversas
modalidades: queimaduras, feridas de contato, entre outras, que possuam
propriedades antimicrobianas combinadas com o aumento na cicatrizagdo do tecido

celular.
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ABSTRACT

The chemically modified of chitosan lactate are among the chitosan derivatives that
have much superior non-cytotoxic properties when compared to other chitosan
derivatives. Chitosan lactate, has a solubility close to physiological pH (pH=7.0) which
significantly improves its applications in controlled drug release systems. Chitosan
lactate has been proposed for various biomedical applications as wound dressings and
dental membranes. In the present work, the synthesis of chitosan lactate from methyl
and ethyl lactate with chitosan was performed, the modification was proven by the
techniques of infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR), thermogravimetric
analysis (TGA), calorimetric differential scanning (DSC), proton nuclear magnetic
resonance (1H NMR). The characterization techniques of DSC and 1H NMR showed
that in the chemical modification of chitosan in addition to chitosan lactate grafts of
poly(lactic acid) oligomers were obtained in the chitosan chain (QUI-g-PLA).
Electrospinning of chemically modified chitosan QUI-g-PLA containing the complex of
chondroitin sulfate (SC) and silver nanoparticles (NPsAg) was performed and then the
controlled release of silver nanoparticles and chondroitin sulfate was studied, since the
nanoparticles silver have antimicrobial activity and chondroitin sulfate has cell
proliferation properties. The study of antimicrobial activity was carried out, which
showed inhibition for both Gram positive and Gram negative bacteria and a cytotoxicity
study was also carried out, showing that the produced nanofibers do not have a
negative effect on cell viability, actually showing an increase in cell proliferation. So
far, the author of this doctoral proposal has not observed any work that mentions the
use of QUI-g-PLA/SC:NPsAg nanofibers as dressings, on this aspect it seems to be
important to develop dressings for the treatment of wounds in its various modalities:
burns, contact wounds, among others, which have antimicrobial properties combined

with increased healing of cell tissue.



1. INTRODUCAO

A quitosana € um biopolimero formado por monémeros de quitina e quitosana,
sendo considerada biocompativel, porém esta propriedade € dependente da massa
molecular, grau de desacetilacdo e também do método de preparacédo
(LARANJEIRAS, 2009). Entretanto, estudos demonstram que, similarmente a outros
polimeros catidnicos, a quitosana apresenta significativa citotoxicidade dependente
da sua concentracdo (EFENTAKIS, STAMOYLIS,2009; MUZZARELLI, 2005).

Por esse motivo, ha a necessidade de preparar derivados de quitosana com
baixa citotoxicidade. Entre os derivados de quitosana desenvolvidos se destaca o
lactato de quitosana, que apresenta propriedades néo citotbxicas bem superiores
guando comparados aos outros derivados de quitosana (BAE,2009).

A quitosana é um polimero insoluvel em solugdo aquosa com pHs préximos ou
superiores a sete, sendo apenas soluvel em solu¢cfes aquosas acidas. Em meio acido
0S grupamentos amina livres presentes na quitosana ficam protonados, fazendo com
gue o polimero seja soluvel em meio acido, entre intervalos de pHs de 4,5 - 5,0
(FENG,2005). O lactato de quitosana por sua vez, apresenta solubilidade préxima ao
pH fisiolégico (pH=7,0) o que melhora significativamente as suas aplicagcbes em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos. O lactato de quitosana tem sido
amplamente utilizado em varias aplicacdes biomédicas, destacando-se 0s curativos
para feridas e membranas para a odontologia (FENG,2005; CARRENO, 1997).

Uma alternativa para producdo de curativos para feridas, € a producdo do
lactato de quitosana em forma de nanofibras, uma vez que estas apresentam uma
superficie de elevada éarea superficial, de alta porosidade, e estrutura reticular
tridimensional, a qual é semelhante ao tecido natural da matriz extracelular, podendo
promover um aumento da adesao, e consequentemente a proliferacéo celular (JUNQ,
1999; QUEIROZ, 2003).

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos apresentam vantagens na
administracdo do farmaco e beneficios para os pacientes, como: melhoria do efeito
terapéutico, toxicidade reduzida, diminuicéo da dose do farmaco e reducao dos efeitos
colaterais (QUEIROZ, 2003), entre os diversos farmacos com atividade antimicrobiana
presente no mercado, tem destaque as nanoparticulas de prata, uma vez que tem sido

amplamente utilizada como um potente agente antimicrobiano, em compara¢ao com



outros antimicrobianos ja existentes, as nanoparticulas de prata se destacam por
apresentar alta toxicidade frente a uma ampla gama de micro-organismos,
juntamente, com uma baixa toxicidade em humanos. (THOMOAS, 2009).

Dentro dos sistemas de liberacdo controlado de farmacos utilizando o lactato
de quitosana, as nanofibras de lactato de quitosana incorporados com nanoparticulas
de prata e sulfato de condroitina oferecem caracteristicas vantajosas, uma vez que
facilitam o transporte eficiente de agentes antimicrobianos, como a nanoprata, e ao
mesmo tempo promovem o aumento do crescimento celular provido pelo sulfato de
condroitina, em pH 7,0. Portanto, o objetivo da presente Tese de Doutorado é preparar
e caracterizar nanofibras de lactato de quitosana incorporado com nanoparticulas de
prata e sulfato de condroitina e avaliar de maneira preliminar seu potencial de

aplicacdo como sistema antimicrobiano.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUITOSANA

A quitosana é um biopolimero de origem natural obtido através da
desacetilacéo alcalina da quitina. A quitosana e a quitina sao diferenciados apenas
pelos nimeros de grupos aminos presentes na sua estrutura. A quitina € o segundo
biopolimero mais abundante da natureza, perdendo apenas para a celulose. A fonte
natural mais utilizada para sua obtencao industrial sdo os rejeitos dos crustaceos. A
quitosana é um polieletrolito fraco e em sua estrutura quimica, Figura 1, existem
unidades de 2-acetoamido-2-desoxi-D-glucose (A) e 2-amino-2-desoxi-D-glusose (D)
unidas mediantes ligagdes glicosidicas B, com um predominio da unidade
desacetilada (RINAUDO, 2006).

?OC‘H3
NH
0
CH,OH
D 1

Figura 1- Estrutura quimica do copolimero de quitina-QUI. Fonte: Autoria propria.

As propriedades fisicas e quimicas da quitosana sdo determinadas pelo seu
grau de polimerizacdo e estrutura quimica da cadeia. O grau de polimerizacdo se
relaciona com a distribuicdo de massa molar, o valor comercial para a quitosana esta
entre 50.000 e 2.000.000 Daltons (MEYERS, 2000).

A composigdo quimica, assim como a sequéncia das unidades monomeéricas,
define a estrutura quimica da quitosana. Esta pode ser descrita pela fracdo molar de
unidades acetiladas (ou desacetiladas), definida pelo grau de acetilacdo (ou
desacetilacéo), que é a porcentagem de unidades monomericas que estéo acetiladas.

O grau de acetilacdo é um parametro estrutural que influencia as propriedades fisico-



quimicas da quitosana como solubilidade, viscosidade, comportamento polieletrolitico
e outros (PENICHE, 2001).

O grau de acetilacdo pode ser determinado por varios métodos, como a
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, espectroscopia de ultravioleta,
espectroscopia de RMN de 'H e 13C, cromatografia de permeacédo em gel, titulacédo
condutimétrica, andlise elementar e cromatografia gasosa (SHIGEMASA, 1996).

A quitosana é insoluvel em soluc¢des neutras e alcalinas, porem em solucdes
acidas diluidas de acido cloridrico, acético e perclorico, se torna soluvel, devido a
protonacdo dos grupos aminos, tendo como resultado uma carga positiva, assim a
solubilidade da quitosana depende da quantidade de grupos N-acetil presentes na
cadeia do polissacarideo (KEAN, 2010).

A utilizacdo da quitosana como biomaterial € baseada em suas inUmeras
propriedades, dentre elas destacam-se: biocompatibilidade e baixa toxicidade;
biodegradabilidade; potencial formador de complexos poliméricos com polieletrélitos
anibnicos tais como proteinas, e outros polimeros; é passivel de modificacbes
guimicas e é também um material que pode ser trabalhado em diversas formas, como:
gel, membranas, esponjas e solucdo. Além disso, possui boas propriedades

cicatrizantes e efeito bacteriostatico (KUMAR, 2000).

2.2 LACTATO DE QUITOSANA

O lactato de quitosana tem sido utilizado em varias aplicacbes biomédicas,
destacando-se os curativos para feridas e membranas para a odontologia (FENG,
2005). Entretanto, estudos recentes demonstram que, similarmente a outros
polimeros catibnicos, do lactato de quitosana apresenta significativa citotoxicidade
dependente da concentracdo do biopolimero (BAE, 2009; FENG, 2005).

Por esse motivo, varios derivados de quitosana tém sido pesquisados quanto a
sua citotoxicidade, observando-se que o lactato de quitosana apresenta propriedades
nao citotoxicas bem superiores a outros derivados da quitosana (QUEIROZ, 2003).
Nesse caso, a reducao na citotoxicidade parece ser devido a uma redugédo da

interacdo das cargas positivas do biopolimero com as membranas celulares



carregadas negativamente, que leva ao vazamento de proteinas e outros constituintes
celulares (JUNG, 1999).

HO

HO O

Figura 2 - Estrutura quimica do lactato de quitosana. Fonte: Autoria propria.

O lactato de quitosana vem sendo estudado na forma de filmes hidrocoldides
tendo em vista as aplicacdes de embalagem com atividades bactericida, sendo mais
efetiva contra bactérias gram-positivas, como também possui atividade fungicida.
(KOWALCZYK, 2015).

2.3 SULFATO DE CONDROITINA

O Sulfato de condroitina (SC) é um componente estrutural de ligacdes dos
tecidos e também um componente da matriz de cartilagem, pertencente a familia dos
glicosaminoglicanas GAGs, sendo caracterizado como um copolimero alternado dos
mondmeros [ (1,4)-D-acido-glucurdnico e [B(1,3)-N-acetil-D-galactosamina que
podem ser sulfatados nos carbonos C4 ou C6. A condroitina-4-sulfato € chamada de
sulfato de condroitina A e a condroitina-6-sulfato € chamada de condroitina C
(FAJARDO, 2009). Esses isdmeros possuem uma distribuicdo diferenciada,
relacionada com o estado de salde do organismo, com a idade e com o tecido
(SANTOS,2012).

Dentre as propriedades do sulfato de condroitina se destacam a
biodegradabilidade, biocompatibilidade e solubilidade em agua, combinadas com a

sua habilidade na formacéo de hidrogéis, isso faz com que sejam muito promissoras



para engenharia de tecidos e aplicagbes em liberacdo de farmacos (NAIR e
LAURENCIN, 2006).
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Figura 3 - Estrutura da unidade repetitiva do Sulfato de Condroitina (PIAI, 2008).

As GAGs sdao subdivididas em (PEREIRA e CARVALHO, 2009): 1. Hialuronas
ou &cido hialurdnico; 2. Sulfato de Condroitina e Sulfato de Dermatana; 3. Sulfato de
Heparana; 4. Sulfato de Queratana. As GAGs, exceto a hialurona, ligam-se
covalentemente a um nucleo proteico para formar a Proteoglicana, referenciado na
Figura 4. As proteoglicanas absorvem facilmente a 4gua, contribuindo assim para a
formacdo do liquido sinovial, a estabilidade e suporte do tecido conjuntivo,
colaborando ainda para a manutencédo do volume de agua e com a distribuicdo de
eletrdlitos por todo o organismo (PERRIMON e BERNFIELD, 2001) (I0ZzZO e
SCHAEFER, 2015).
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Figura 4 -Agregados Supramolecular de proteoglicanas. Adaptado de (ALBERTS, et
al, 2010)



Devido a presenca de grupos funcionais ativos como —COO" e —SOz’, como
mostrado na Figura 3, estes facilitam o acesso as funcionalidades bioldgicas, os quais
tém sido estudados para aplicacdes no reparo de cartilagem “in vivo”. O sulfato de
condroitina € uma molécula abundante na matriz do tecido conjuntivo estando
envolvido em varios processos patologicos e também fisioldgicos, com isso este
polimero se apresenta como bom candidato a carregador de farmacos (PIAl, 2008).

O sulfato de condroitina oferece resisténcia a compressao de tecidos
conjuntivos, regulando seu conteudo de agua, e possui caracteristicas como alta
absorcdo de agua, alta estabilidade, baixa toxicidade, flexibilidade para modificacéo
quimica e possui baixo custo (DIAS, 2008) (OPREA, CIOLACU, et al., 2010).

O sulfato de condroitina € um componente substituto da camada dérmica da
pele aprovado pela FDA — Food and Drug Administration, do Departamento de Saude
e Servicos Humanos do governo americano, responsavel pelo controle de novos
medicamentos, cosméticos ou quaisquer outras substancias afins (CHENG, HUNG,
et al., 2014).

Logo associacdes de SC com outros polimeros naturais como a quitosana, vem
sido amplamente estudadas, principalmente na area de sintese de nanocompostos

poliméricos, como potencial para liberacdo controlada de farmacos. (PIAI, 2008).

2.4 NANOPARTICULAS DE PRATA

A nanoparticula de prata (NPAg) em sua forma coloidal remota ao século XIX,
onde a mesma era sintetizada a partir de citratos, as primeiras nanoparticulas
possuiam estabilidade coloidal e didametro médio em torno de 10 nm. (VARNER,
2010). Atualmente diversos artigos publicados ainda utilizam a estabilizacdo por
citratos uma vez que estes promovem a dimensao na escala nano. Além disso, outro
agente utilizado e documentado séo as proteinas, ha relatos que remontam a 1902.
Um material denominado “Collargol”, uma espécie de nanoparticulas com tamanho de
particula de 10 nm, foi produzida comercialmente e utilizada em aplicacées meédicas
desde 1897. Nas décadas seguintes foram descobertas outras preparacdes com NP
(NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011).

A prata ja era utilizada como agente antimicrobiana e em doencas infecciosas,
cerca de 30 anos antes da descoberta da penicilina, em 1928 (VARNER, 2010).



O método de producdo de nanoparticulas (NPs), estabilizadas por citratos e
conhecido como método Turkevich foi primeiramente usado para a sintese de
nanoparticulas de ouro, onde se fazia a reducédo de acido cloroaurico com citrato de
sédio esses eram dissolvidos em agua e entdo aquecidos até a ebulicdo. Esse
método, desenvolvido em 1951, sintetizou nanoparticulas de ouro, de forma esféricas
e com distribuicdo de tamanho médio de 20 nm (KRUTYAKOQV et al., 2008). Mais
tarde, o método de Turkevich foi utilizado por Lee e Meisel na sintese de
nanoparticulas de prata (NPsAg) em agua, porém as nanoparticulas obtidas
apresentavam formas heterogéneas e distribuicdo de tamanho médio na faixa de 60
a 200nm (KRUTYAKOV et al., 2008).

O método Turkevich apresenta as vantagens dos ions citrato atuarem
simultaneamente como agente estabilizador das NPsAg e agente redutor (PACIONI
et al., 2015). Na década de 50 os estudos referentes as NPsAg foram continuadas
sem a estabilizacdo por citrato, onde Moudry estabiliza as NPsAg em gelatina,
obtendo um tamanho médio entre 2-20 nm, melhorando assim a heterogeneidade das
NPs (NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011). As NPsAg sédo também impregnadas em
carbono, obtendo tamanho médio em torno de 25 nm. Assim em 1954 as NPsAg séo
registradas nos Estados Unidos como um biocida e até os dias atuais esse material
tem sido utilizado para este fim.

Com o aperfeicoamento da producado da prata em escala nanométrica, houve
um aumento na sua eficacia no controle de virus e bactérias, esse aumento é
decorrente da grande area superficial das nanoparticulas e, consequentemente, maior
contato com o0s microrganismos. Os sistemas de transferéncia de elétrons, o
metabolismo celular e o transporte do substrato na membrana celular de uma célula
microbiana séo afetados pelas NPsAg (HEIGHT, 2011).

Cerca de 30% dos nano produtos comercializados nos dias atuais possuem a
NPsAg em sua composi¢cao (REIDY et al.,, 2013). Além da crescente aplicagéo
comercial, recentemente o numero de publicacbes em revistas internacionais
relacionados com nanoparticulas metalicas cresceu exponencialmente. O nimero de
publicacdes com estudos envolvendo NPsAg aumentou em 93% no intervalo de 2001
a 2011. Durante este periodo, em 2001 foram pulicados 247 artigos, enquanto que em

2011 o numero de artigos foi de 3603. O numero de pedidos de patentes sobre



nanocompositos e sintese de NPsAg também aumentou consideravelmente nos
altimos anos (NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011).

A interacdo entre as NPsAg e corpo humano néao séo totalmente esclarecidos,
mas, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana, a Enviromental Protection
Agency (EPA), uma concentragao de 5 ug/Kg-dia ndo é toxica as células humanas
(SANTOS, 2011).

A sintese de nanoparticulas de prata utilizando o sulfato de condroitina (SC)
como agente redutor/estabilizador € conhecida em diversos trabalhos uma vez que
evitam o uso de quimicas toxicas, tornando a sintese biocompativeis (CHENG, et al,
2014; YOUNG, et al, 2018).

A técnica mais utilizada para comprovar a formacdo das nanoparticulas de
prata € a espectroscopia de absorcdo no ultravioleta, isso é devido a banda de
ressonancia plasmonica de superficie (Surface Plasmon Resonance — SPR), a banda
de plasmon consiste do fato que nas superficies das nanoparticulas metélicas ha um
grande numero de elétrons livres, e esses elétrons livres ao oscilarem coletivamente
frente a alta energia provida pela absorcdo no ultravioleta geram o fenémeno do
plasmon superficial, responsavel pelas mudancas na coloracdo das nanoparticulas
(MANJUMEENA R., et al, 2013).

As excitacBes coletivas dos elétrons quando da incidéncia de uma radiacao
eletromagnética sobre a nanoparticulas, induzem a formacao de dipolos e promovem
a polarizacao da nanoparticulas, Figura 5, (MANJUMEENA R., et al, 2013).

NPs
metalicas

Campo
elétrico

Navem de
elétrons

Figura 5 — Oscilacdo de Plasmon das NPs metalicas em resposta a um campo
eletromagnético (MONCK, J. J., et al., 2002).
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No momento em que o campo elétrico, proveniente da radiacao
eletromagnética, atua na NP, a nuvem de elétrons sofre um deslocamento em relacéo
aos nucleos e as cargas positivas agem juntas como uma forca restauradora, de
origem coulombiana, fazendo com que os elétrons oscilem coerentemente. Para que
haja momento de dipolo é indispensavel que a nuvem de elétrons oscile na mesma
frequéncia que o comprimento de onda da radiagdo incidente. Quando um féton da
radiacdo incidente entra em ressonancia com a oscilacdo coletiva dos elétrons de
conducdo, a absorcédo ocorre. Cada comprimento de onda produz uma oscilacao
diferente na nuvem eletronica, podendo ser ressonante ou ndo. A banda de absor¢ao
dos plasmons superficiais pode ser observada num espectro de absorcéo éptico linear
obtido a partir da absorcéo na regidao do UV-Vis (MONCK, J. J., et al., 2002).

A medida do alargamento e também do deslocamento das bandas determinam
o tamanho das nanoparticulas e assim podem determinar a distribuicdo de tamanho
dessas nanoparticulas. As NPsAg apresentam pico intenso de absorcdo nos
comprimentos de onda variando de 400 a 500 nm. (MACHADO, 2012).

2.5 CURATIVOS PARA TRATAMENTO DE FERIDAS

Existe no mercado muitos produtos para tratar feridas, sendo os curativos mais
eficientes aqueles que tém as seguintes caracteristicas (THOMAS, 2002):

a) Protecao da ferida de uma infecdo secundaria.

b) Ambiente Umido para cicatrizacdo da ferida.

c) Isolamento térmico.

d) A retirada do curativo ndo pode causar trauma a ferida.

e) Remove a drenagem e restos celulares.

f) Ser isento de particulas e produtos toxicos.

No protocolo clinico para o tratamento de feridas a escolha do curativo € de
grande importancia. O curativo pode ser apenas primario ou farmaco, e quando
necessario se recomenda também o uso de um curativo secundario.

Recomenda-se o0 uso do curativo secundario quando seja necessario proteger
de microrganismos a ferida, através de uma barreira mecanica, ou para fixar o curativo

primario que geralmente ndo € auto aderente a pele. As caracteristicas do curativo
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secundério sdo: proteger a ferida, propriedades absorventes, ndo aderir a ferida,
facilitar a cicatrizacao, respiravel e poroso (THOMAS, 2002).

Também existem os curativos especiais, que sao aqueles desenvolvidos para
uma proposta especifica, entre eles podemos citar (FRANCO, 2007):

a) Curativos com hidro coloides: estimula a angiogénese e o desbridamento
autolitico, acelerando o processo de granulacao tecidual,

b) Curativos com hidrogéis: amolece e remove tecido desvitalizado através de
desbridamento autolitico, mantém o meio umido e estimula a liberacdo de
exsudato;

c) Curativos com alginato de calcio: o sédio presente no exsudato e no sangue
interage com o calcio, através de uma troca i6nica que auxilia no
desbridamento autolitico, e resulta na formacédo de um gel que mantém o
meio Umido para a cicatrizagéo e induz a hemostasia;

d) Curativos com carvao ativado (contém nitrato de prata 0,15%): o carvao
ativado absorve o exsudato e filtra o odor e a prata exerce a¢ao bactericida;

e) Curativo adesivo de hidropolimero: ambiente Gmido, estimula o

desbridamento autolitico, absorve o exsudato expandindo-se.

Em ferimentos graves, onde a superficie epidérmica precisa de um complexo
processo de cicatrizacdo apos a lesdo. Recomenda-se o uso de curativos secundarios
e/ou especiais que cumpram com as caracteristicas inicialmente mencionadas, €
dizer: alto teor de umidade, oxigenacédo no local da ferida, controle de inflamacéo,
proliferacédo de fibroblastos e controle microbiano. A quitosana devido a sua estrutura
e propriedade antimicrobiana é um material eficiente para a preparacao de curativos
secundarios e/ou especiais (AHMAD, 2017).

Quando a quitosana € preparada por eletrofiacdo as propriedades para a
cicatrizacdo de feridas se potencializam (AHMAD, 2017). A incorporacdo de um
farmaco ou principio ativo ao curativo, visa aumentar as propriedades antimicrobianas,
permitindo aumentar a eficiéncia e o tempo de uso do curativo na ferida, diminuindo o
periodo de troca.

Nos sistemas de carregamento de farmacos baseados em nanofibras, o

farmaco é adsorvido na enorme area superficial, podendo ser futuramente liberado,
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de forma controlada, tornando-se mais eficaz no tratamento, pois sendo a liberacéo
de forma controlada tem se uma maior acao terapéutica. (SOUSA, 2009)

Por definicdo, o termo “sistema de liberagdo de farmacos”, também conhecido
como Drug Delivery Systems (DDS), refere-se a tecnologia utilizada para aperfeigoar
a liberagcdo de um farmaco, onde o principio ativo deve ser liberado de forma
controlada, melhorando a resposta terapéutica (SOUSA, 2009). O controle envolve
prolongar o tempo de liberacdo do farmaco na ferida, mantendo a sua concentracao
plasmatica, sendo que a dose do medicamento deve sempre estar dentro do limite da
acao terapéutica. (VILLANOVA, 2010).

O grande problema em se utilizar as formas convencionais de administragéo é
que o farmaco ao ser colocado em contato com 0 organismo, inicia sua acéo
terapéutica, chegando rapidamente a um pico maximo de acdo, e em alguns casos
pode ultrapassar o limite maximo, chegando ao nivel téxico, ocasionado dano ao
organismo, e subsequentemente decaindo até atingir o nivel subterapéutico, onde ndo
ocorre a acao terapéutica, conforme Figura 1. Assim, doses repetitivas do farmaco
Sdo necessarias para manutencdo do efeito terapéutico e consequente realizacéo
eficaz do tratamento a que se destina (NAIR, 2006).

Utilizando a liberacdo controlada de farmaco, pode se manter o seu nivel
terapéutico e com isso reduzir a toxicidade ao organismo. Assim facilitando a absorgao
do mesmo, e gerando uma economia significativa, pois se reduz a quantidade de
farmaco aplicada ao paciente e também o tempo do tratamento clinico (LANGER,
2011).

toxica

Concentragao Sangiiinea

sub-terapéutica

.

-
-

Tempo

Figura 6 - Liberagdo de um farmaco modelo com o tempo; sistema convencional ==

e sistema de liberacdo controlada =——. Fonte: (PRIMO, 2006).
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O sistema de carregamento de farmacos baseado no uso de nanofibras envolve
mecanismos de liberacdo controlados por: difusdo, reagdes quimicas ou ativacédo do
solvente (LANGER, 2011).

Sistemas controlados por difusdo envolvem um processo simultdaneo de
absorcao de 4gua e dessorcao do farmaco através do intumescimento das nanofibras.
Assim, a liberacdo controlada do farmaco é baseada no principio que a taxa de
dissolucéo da particula do farmaco aumenta com o aumento da area superficial tanto
do farmaco quanto da matriz (HUANG, 2003). A difusdo, a nivel macroscopico,
obedece a equacdo semi empirica dada pela Lei de Fick da difusdo. (PEPPAS e
LANGER, 2003).

2.6 MODELO MATEMATICO PARA A ANALISE DO MECANISMO DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

O transporte de um farmaco a partir de uma matriz, seja ela polimérica,
ceramica ou outra, € um fendbmeno muito complexo que depende de iniUmeros fatores.
Os experimentos de liberacdo in vitro tém a finalidade de simular de maneira
aproximada as condicdes fisiolégicas do corpo humano (pH, temperatura, fluido
biolégico, etc.), para estudar o mecanismo e cinética de liberacdo do farmaco no
organismo, uma vez que os modelos matematicos tornam o entendimento da cinética
do farmaco mais simples (PEPPAS, 2003).

A interpretacdo dos resultados experimentais se torna mais simples uma vez
que utilizamos os diversos modelos matematicos existentes. Entre os iniUmeros
modelos existentes na literatura, foi utilizado no presente trabalho o modelo de

Korsmeyer- Peppas.

2.6.1 MODELO DE KORSMEYER- PEPPAS

O modelo proposto por Korsmeyer- Peppas tem sua validade comprovada para
diferentes sistemas de liberacdo, com diferentes geometrias, até um limite maximo de
absorcdo da matriz de 25 % de seu volume original.

A equacéo pode ser representada por: (ABRAHAM, 2001):
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My

— n ~
e kt Equacdo 1
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Onde M—t € a razao entre a massa do farmaco liberada no tempo t e no infinito

[c<]

w0, k € a constante que depende das caracteristicas do sistema formada entre polimero
e 0 meio de dissolugéo e n é o coeficiente de difusao.

Fazendo a linearizacdo da Equacédo 1, obtemos:

lnﬂlj—t =Ink+nint Equacéo 2

o0

. ~ M ~ .
Assim, a representacao de lnM—t em funcédo de In t fornece uma reta, a partir

0

da qual se calcula os valores de k e n.

Como mostra a Tabela 1, a partir do valor do coeficiente de difuséo (n) e da
geometria da amostra, pode ser estimado o tipo de mecanismo de liberacdo para o

sistema sob as condi¢cfes experimentais estudadas.

Tabela 1 - Valores do coeficiente difusao (n) (RITGER, 1987).

Valores do Coeficiente Difusional n Mecanismo de Liberagao
Filmes ou blocos finos Cilindros Esferas
0,5 0,45 0,43 Difus&o Fickiana
0,5<n<1 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 Difusao do fipo Il (Relaxamento
macromolecular )

2.7 ELETROFIACAO

A producédo de nanofibras relaciona-se diretamente com a nanotecnologia,
promovendo o seu desenvolvimento em diversas areas de pesquisa como a
eletrbnica, fisica, quimica, medicina, biologia e a engenharia de materiais. Motivada
pelas aplicagbes nestas areas, a comunidade cientifica tem revelado especial

interesse na fabricacdo de nanofibras poliméricas nos ultimos anos (SONG ET AL,
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2008). Um dos métodos mais versateis para a producdo de estruturas nanofibrosas é
a eletrofiacéo (SONG ET AL, 2008; GARG; BOWLIN, 2011).

Esta técnica permite produzir fibras de polimeros com diametros nanométricos
utilizando campos elétricos. Esta técnica de alta magnitude atraiu maior atencao
devido & ampla variedade de aplica¢des biomédicas, vestuarios de protecao, scaffolds
para engenharia de tecido, biotecnologia, compdsitos, equipamentos eletrénicos,
defesa e seguranca, engenharia ambiental e outras areas (BHARDWAJ, KUNDU,
2010; KULKARNI ET AL, 2010; GARG; BOWLIN, 2011). Nanofibras produzidas a
partir do processo de eletrofiacdo apresentam vantagens, tais como alta area
superficial, flexibilidade para uma grande variedade de formas e tamanhos e a
capacidade de controlar a composicdo de nanofibras para alcancar os resultados
desejados a partir de suas propriedades e funcionalidades. (BHARDWAJ, KUNDU,
2010; KULKARNI ET AL, 2010; GARG; BOWLIN, 2011).

O termo “eletrofiacdo” é derivado de “fiacao eletrostatica". Trés componentes
Sa0 necessarios para o processo: uma fonte de alta tenséo, um tubo capilar com uma
agulha de pequeno diametro e uma placa coletora ligada a terra.

A alta voltagem é necessaria para criar um jato carregado eletricamente com
solucéo de polimero para fora da agulha. Um eletrodo esta fixado a uma agulha ligado
a uma seringa carregada com a solugéo polimérica e outro esta fixado ao coletor
ligado a terra. O campo elétrico é aplicado na extremidade do tubo capilar contendo o
fluido, isto induz uma carga sobre a superficie do liquido. Repulsdo mutua de carga e
a contracdo das cargas superficiais causam uma forca diretamente oposta a tenséo
superficial. A medida que a intensidade do campo elétrico é aumentada, a superficie
do fluido na ponta do tubo capilar alonga para formar uma forma cénica chamada
“Cone de Taylor” (SILL, RECUM, 2008, BHARDWAJ, KUNDU, 2010; KULKARNI ET
AL, 2010; GARG; BOWLIN, 2011)

O jato é estavel somente na ponta da agulha, depois disso, 0 jato apresenta
instabilidade a caminho do coletor, com carga elétrica oposta. No tempo entre a saida
da seringa e o depdsito no coletor, o solvente apropriado evapora e as fibras secas
séao depositadas na placa coletora como uma rede interconectada (SCHUEREN ET
AL, 2010). A fibra coletada normalmente se apresenta na forma de uma manta
(BHARDWAJ, KUNDU, 2010, GARG; BOWLIN, 2011).
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Figura 7 - Representacédo do aparelho para a técnica de eletrofiacdo (FRANCO et al,
2010).

O processo de eletrofiacdo envolve um estiramento rapido do jato eletrificado e
uma rapida evaporacdo do solvente. Deste modo, as cadeias poliméricas
emaranhadas experimentam uma forte for¢ca de cisalhamento durante o processo de
eletrodeposicdo e solidificam rapidamente quando atingem a placa coletora,
impedindo a sua volta as condi¢cdes de equilibrio (RAMAKRISHNA ET AL, 2005).
Embora o principio de funcionamento da eletrofiacdo seja simples, existem diversos
parametros de processamento que podem influenciar o formato, o diametro e as
dimensdes das fibras. (SILL; RECUM, 2008).

2.7.1 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM O PROCESSO DE
ELETROFIACAO

O processo de eletrofiacdo depende de muitos parametros associados,
classificados amplamente em parametros de solucdo, parametros de processo, e 0s
parametros ambientais. Estes parametros podem influenciar a transformacdo das
solugdes de polimeros em nanofibras através da eletrofiagdo (THOMPSON ET AL,
2007; KULKARNI ET AL, 2010). Os principais parametros da solugdo sao:
viscosidades, tenséo superficial e condutividade elétrica; os principais parametros do
processo sao: tensdo aplicada, a vazao e a distancia da ponta da agulha a placa

coletora; os parametros ambientais englobam a umidade e temperatura do ambiente.
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2.7.1.1 PARAMETROS DA SOLUCAO

As propriedades da solucéo, incluindo a tensdo superficial, massa molecular do
polimero, concentragéo, viscosidade, volatilidade e condutividade elétrica, tém uma
importante influéncia no processo de eletrofiagdo e na morfologia das fibras. A tenséao
superficial desempenha um papel importante na formacéo de defeitos ao longo da
extensao da fibra. A viscosidade da solucdo e a condutividade elétrica determinam a
extensdo do alongamento do jato fibroso que, por sua vez, tem influéncia sobre o
diametro das fibras. Contudo, os efeitos das propriedades da solucéo sao dificeis de
isolar, uma vez que a alteracdo de um parametro pode afetar as outras propriedades
da solucdo. Por exemplo, a variacdo da concentracdo afetara a tensdo superficial,
como também a viscosidade. (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

2.7.1.2 VISCOSIDADE DA SOLUCAO

A viscosidade € a medida da resisténcia ou friccdo interna de uma substancia
ao fluxo/escoamento quando se encontra sujeito a uma tensao tangencial. No sistema
internacional, a unidade de viscosidade n €& pascal segundo (Pa.s). Contudo, a
unidade de viscosidade mais usada em artigos de investigacdo é o poise (P), em
homenagem ao fisiologista francés Jean Louis Poiseuille (1799 — 1869). Geralmente,
a viscosidade da solucao esta relacionada com o grau de emaranhamento das
cadeias moleculares do polimero na solu¢do. Quando a viscosidade da solucéo é
muito baixa, pode ocorrer electrospraying (formacdo de micro gotas), em vez do jato
fibroso. Com baixa viscosidade, onde geralmente as ligacdes da cadeia polimérica
sdo de menor intensidade, h4 uma maior probabilidade de obter fibras onduladas, em
vez de fibras lisas. Portanto, fatores que afetam a viscosidade da solugdo também
afetardo o processo e as fibras dele resultante (KULKARNI ET AL, 2010).

Uma das condi¢cbes necessarias para a eletrofiacdo ocorrer com formacao das
fibras, € que um polimero em solugéo tenha uma massa molecular adequada, além
da viscosidade da solugdo. A viscosidade da solugdo desempenha um papel
importante na determinacdo do tamanho e morfologia durante a fiacdo de fibras
poliméricas. Como o jato sai da ponta da agulha durante a eletrofiagédo, a solucéo de
polimero € estirada e viaja até a placa coletora (RAMAKRISHNA ET AL, 2005).
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A massa molecular do polimero reflete no comprimento médio das cadeias
poliméricas, tem um efeito direto na viscosidade da solucao, ja que esta sera funcéo
do nivel de emaranhamento das cadeias poliméricas no solvente. Similarmente ao
aumento da massa molecular, um aumento na concentracao ira resultar em um maior
entrelacamento das cadeias poliméricas na solugdo, o0 que € necessario para manter
a continuidade do jato durante o processo de eletrofiagdo (RAMAKRISHNA ET AL,
2005).

A viscosidade, a concentracdo de polimero e a massa molecular do polimero
esta correlacionadas umas com as outras. As solu¢gdes de polimero de viscosidade
muito altas, geralmente exibem estresse de relaxamento, o que poderia impedir a
fratura dos jatos ejetados durante o processo de eletrofiacdo ou a solucdo pode secar
na ponta da agulha, antes da eletrofiacdo ser iniciada. Um aumento na viscosidade
ou concentracdo da solucdo da origem a uma fibra com maior didmetro e mais
uniforme. Para a solucédo de baixa viscosidade é comum encontrar contas depositadas
ao longo das fibras, devido a uma grande quantidade de moléculas de solvente e
poucas cadeias entrelacadas, o que faz com que a tenséo superficial seja um fator
dominante do sistema ao longo do jato eletrofiado gerando instabilidade do mesmo e
apenas contas ou fibras com contas sdo formadas, enquanto acima de uma
concentragdo critica, uma estrutura fibrosa continua é obtida e a sua morfologia é
afetada pela concentracéo da solucéo.

Em conjunto, os estudos indicam que existem polimero especificos, e valores
de viscosidade 6tima para eletrofiacdo e essa propriedade tem uma influéncia
marcante sobre a morfologia das fiboras (RAMAKRISHNA ET AL, 2005; KULKARNI ET
AL, 2010).

2.7.1.3 TENSAO SUPERFICIAL

A tenséo superficial refere-se a tensédo aproximada na camada superficial de
um fluido. Quando a solucdo se encontra num estado de equilibrio, as moléculas no
interior dessa solucao sdo solicitadas igualmente em todas as dire¢des pelas forcas
de atracdo das moléculas vizinhas. As moléculas da superficie do fluido sofrem
apenas atracdo lateral e inferior. Devido a interacdo conjunta destas forcas, existe

uma tensao na superficie que faz a mesma comportar-se como uma membrana
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elastica (MOORE, 1976). As unidades da tensao superficial representam-se pela forca
exercida numa superficie por unidade de comprimento (N/m). Um fluido em contato
com uma superficie sélida toma uma forma, determinada pela relacdo entre trés
forcas: a forca da gravidade, a forca da interacéo entre as suas moléculas (forcas de
coesdo) e a forca de interacdo entre essas moléculas e as particulas da superficie
sélida (forcas de aderéncia) (MOORE, 1976).

Na eletrofiacédo, as cargas da solucao polimérica devem ser altas o suficiente
para vencer a tensdo superficial da solucéo. A tensdo superficial € uma funcdo da
composicao dos solventes da solucao que desempenha um papel critico no processo
de eletrofiacdo. Com a reducéo da tensao superficial de uma solucéo, fibras podem
ser obtidas sem granulos. Diversos solventes podem contribuir com diferentes tensdes
superficiais. Geralmente, a alta tensao superficial de uma solucéo inibe o processo de
eletrofiacdo por causa da instabilidade dos jatos e a geracdo de gotas pulverizadas
(BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

A formacao de goticulas e fibras depende da tensao superficial da solucdo e
uma tensao superficial menor da solucéo ajuda na fiacdo para ocorrer em um menor
campo elétrico no processo de eletrofiacdo. No entanto, ndo necessariamente uma
tensdo superficial menor de um solvente sera sempre mais adequada para
eletrofiacdo. Basicamente, a tensao superficial determina os limites superior e inferior
do processo de eletrofiacdo se todas as outras variaveis sdo mantidas constantes
(BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

2.7.1.4 CONDUTIVIDADE ELETRICA

A condutividade de uma solucéo é determinada pela capacidade de movimento
(em massa) dos ions H+ presentes na solugcdo ou ainda, a facilidade com que a
solucéo é capaz de conduzir uma corrente elétrica (MOORE, 1976). O pH da solucdo
pode ser influenciado pela concentragdo de ions H+ presentes, pois gera valores
menores de pH, com isso a condutividade elétrica tende a aumentar com a maior
concentragéo de ions dissolvidos (ZILLMER, 2007).

Quando uma diferenca de potencial € aplicada a um determinado volume de
solucdo, a intensidade da corrente que flui pela solugcdo serd proporcional a

guantidade de ions presentes. Nota-se que solu¢gbes com alta condutividade terdao
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maior capacidade de carga do que solu¢cdes com baixa condutividade. No primeiro
caso, o jato fibroso, na presenca de um campo elétrico, submete-se a uma forca
eletrostatica maior do que no segundo (resultado do somatoério de todas as forcas de
cada carga) (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Condutividade elétrica da solucao € determinada principalmente pelo tipo de
polimero, solvente utilizado, e da disponibilidade de sais ionizaveis. Verifica-se que
com o aumento da condutividade elétrica da solucdo, existe uma diminuicao
significativa no diametro das nanofibras eletrofiadas, enquanto que com baixa
condutividade da solucéo, resulta em alongamento insuficiente do jato pela forga
elétrica para produzir fibras uniformes e livres de granulos (KULKARNI ET AL, 2010).

Em sintese, geralmente, o aumento da condutividade elétrica da solucdo ou a
densidade de cargas € usado para reduzir e uniformizar o diametro das fibras e, ao
mesmo tempo, diminuir o nimero de defeitos (BHARDWAJ, KUNDU, 2010). A adicao
de sal ibnico demonstra efeito sobre a morfologia e diametro das fibras eletrofiadas.
Sais i6nicos tais como KH2PO4, NaH2PO4, e NaCl produzem fibras livres de granulos
e com diametros relativamente menores que variam de 200 a 1000 nm (KULKARNI
ET AL, 2010).

2.8. 0OS PARAMETROS DO PROCESSAMENTO

2.8.1. TENSAO APLICADA

Os investigadores tém sugerido que, quando maior tenséo sdo aplicadas, nado
h& mais ejecdo de polimero e isto facilita a formacéo de uma fibra de didmetro maior
(ZHANG ET AL, 2005). Outros autores relataram que um aumento na tenséo aplicada
(isto €, através do aumento da intensidade do campo elétrico), aumenta a forca
eletrostatica repulsiva sobre o jato de fluido que em dultima andlise, favorece a
diminuic&o do diametro da fibra.

Na maioria dos casos, uma tensdo mais elevada provoca um maior
alongamento da solucdo devido & maiores forgas eletrostaticas no jato, bem como um
forte campo elétrico e estes efeitos conduzem a uma reducéo no diametro da fibra e
também uma rapida evaporacao do solvente a partir dos resultados da formacéo de

fibras em uma tens@o mais alta. Ha também uma maior probabilidade de formacéo de
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defeitos. Assim, a tenséo influencia o didmetro da fibra, mas o nivel de significancia
varia com a concentracdo da solucao de polimero concentragdo da solucdo e da
distancia entre a ponta e a placa coletora (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

2.8.2 VAZAO

A vazdo da solucdo determina a quantidade de solucdo disponivel para a
eletrofiagcdo. Na literatura, o nimero de estudos relacionados com este parametro é
muito limitado, contudo, relacionam o fluxo da solu¢gdo com a dimensao e a morfologia
das fibras. Em geral, o aumento da vazao favorece o aumento diametro da fibra, muito
embora exista um limite do diametro para o sucessivo aumento da vazao. Vazdes
elevadas também podem originar fibras com defeitos, devido a elevada quantidade de
solvente que deve evaporar antes de alcancar placa coletora (MEGELSKI ET AL,
2002).

O impacto da vazao da solucdo é também relatado na morfologia das fibras, na
porosidade e a geometria. Além disso, para vazdes elevadas, a evaporacao revela-se
incompleta, conduzindo a formacéao de fibras achatadas, em vez de fibras com secc¢éo
circular (MEGELSKI ET AL, 2002).

Do mesmo modo, o sucesso da eletrofiacdo depende também do equilibrio
deste parametro, uma vez que quantidades insuficientes ou excessivas impossibilitam
a sua realizacdo. No primeiro caso, o Cone de Taylor na extremidade do capilar ndo
se mantém, caso o fluxo se revele insuficiente para substituir a solucéo projetada ao
coletor. No segundo caso, as forgcas do campo elétrico sdo impedidas de atuar (na
orientacdo do jato) perante fluxos elevados de solugdo. Quando isto acontece, a gota
gue origina o jato desprende-se pela acdo da gravidade, sem antes sofrer orientacéo
elétrica (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

2.8.3 DISTANCIA DA AGULHA A PLACA COLETORA

Uma distancia minima é necessaria para dar as fibras tempo suficiente para
evaporar o solvente antes de atingir a placa coletora, caso contrario, com distancias
que sdo préoximas ou demasiado longe, os granulos tém sido observados (SILL,
RECUM, 2008; KULKARNI ET AL, 2010). Um importante aspecto fisico da eletrofiagéo
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de nanofibras € a evaporacgéo do solvente utilizado para dissolver o polimero, assim,
deve haver distancia 6tima entre a ponta da agulha e a placa coletora que favoreca
este processo para melhorar a producdo de nanofibras livres de granulos
(BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

2.8.4 PARAMETROS AMBIENTAIS

Além de parametros de solucéo e de processamento, hd também parametros
ambientais que incluem umidade e temperatura, estes tém sido conduzidos para
examinar os efeitos de parametros ambientais sobre o processo de eletrofiacdo. Com
0 aumento da temperatura, ha um rendimento de fiboras com diminuicdo do diametro
e atribuem esse declinio devido a diminuig&o da viscosidade das solugfes do polimero
com 0 aumento da temperatura. Ha uma relagdo inversa entre viscosidade e
temperatura (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

Aumentando a umidade pode ocorrer um surgimento de pequenos poros
circulares na superficie das fibras, aumentando ainda mais a umidade, conduz
coalescéncia aos poros. Verifica-se que em niveis muito baixos de umidade, um
solvente volatil pode secar rapidamente com a evaporacdo do mesmo. Em
consequéncia, o jato necessita de mais tempo para secar. Por outro lado, a liberdade
de movimento das cadeias poliméricas é maior perante temperaturas elevadas,
resultando na menor viscosidade da solugdo (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

Pelo principio de funcionamento da eletrofiacdo, a condutividade elétrica
aplicada durante o processo é responsavel pelo prolongamento e distensdo do jato
polimérico. Como tal, esta distenséo € contrariada pelas for¢as viscosas, em conjunto
com a tensao superficial. Se a viscosidade da solugcéo diminuir em funcdo de uma
temperatura mais elevada, a taxa de distensdo aumenta e consequentemente
formam-se fibras de didmetros menores. Assim, a partir da solugdo e parametros de
processamento, 0s parametros ambientais também podem afetar o processo de
eletrofiacdo (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).
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2.8.5 OS SOLVENTES UTILIZADOS PARA ELETROFIACAO

O solvente utilizado na preparacéo de solucdes de polimero tem como objetivo
influenciar na sua fiacao, porque o primeiro passo e mais importante no processo de
eletrofiacéo € a dissolucdo do polimero num solvente adequado. Os solventes devem
ter algumas propriedades, tais como, boa volatilidade, pressdo do vapor do jato,
temperatura de ebulicdo e deve manter a integridade da solucéo polimérica. Assim,
para o sucesso do processo de eletrofiacdo um sistema de solvente apropriado é
indispensavel. A interacdo intermolecular de um sistema polimero-solvente (sistema
binario) é e/ou atraente ou repulsivo que depende unicamente do tipo de solvente
utilizado (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

No processo de eletrofiacdo, a evaporacado rapida do solvente e a separacao
de fases ocorrem devido a presséo do vapor do jato, o solvente desempenha um papel
critico na determinacgéo da taxa de evaporacédo e do tempo de secagem. A volatilidade
do solvente também desempenha um papel significativo na formacdo de
nanoestruturas uma vez que influencia o processo de separacdo de fases. A
morfologia e o tamanho de nanofibras fiadas dependem fortemente das propriedades
da solucéo, tais como, a viscosidade e tensédo superficial (BHARDWAJ, KUNDU,
2010).

Diversos solventes podem contribuir para diferentes tensdes superficiais. A
viscosidade da solucéo é determinada pela concentracdo do polimero, mas o valor de
tensdo superficial depende tanto do polimero como do solvente, através da reducao
da tenséo superficial de uma solugéo de polimero, as fibras podem ser obtidas sem
granulos, mas este deve ser aplicado com cautela. Tem-se reconhecido que a tenséo
superficial parece mais provavel numa funcdo de composi¢cdes de solvente, mas é
insignificantemente dependente da concentragdo de polimero. Uma menor tenséo
superficial do solvente ndo é necessariamente sempre adequada para eletrofiacdo
(BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

As propriedades de solventes tém um efeito profundo sobre o diametro da fibra.
Basicamente, o solvente desempenha dois papéis cruciais na eletrofiagdo: em
primeiro lugar, dissolver as macromoléculas de polimero para formar o jato eletrificado
e em segundo lugar para transportar as macromoléculas de polimero dissolvido em
direcdo a placa coletora (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).
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Na eletrofiagcdo espera-se que:

1) os didmetros das nanofibras sejam consistentes e controlaveis;

2) a superficie das nanofibras seja livre de defeitos ou com defeitos controlaveis

3) as nanofibras continuas sejam reproduziveis.

No entanto, pesquisas tém demonstrado que estes trés objetivos nédo séo
facilmente obtidos. Uma das propriedades mais importantes relacionadas no processo
de eletrofiacdo é o diametro das fibras. Os diametros das fibras dependeréo
principalmente da espessura dos jatos, bem como sobre o contetdo de polimero nos
jatos (HUANG ET AL, 2003). Um problema notério encontrado em eletrofiagdo séo os
defeitos, tais como granulos, isto ocorre em nanofibras de polimero. Verificou-se que
a concentracdo do polimero também afeta a formacéo dos granulos, reconheceu-se
gue maior concentracdo de polimero resultou em uma reducdo na presenca de
granulos (HUANG ET AL, 2003).

2.9  APLICACOES BIOMEDICAS

Do ponto de vista bioldgico, quase todos os tecidos e 6rgdos humanos sao
depositados em forma de nanofibras ou estruturas. Exemplos incluem: 0ssos, dentina,
colageno, cartilagem, pele. Todos eles sdo caracterizados por uma matriz organizada
hierarquica de estruturas fibrosas realinhadas em escala nanométrica. Nas ultimas
décadas as pesquisas concentraram-se principalmente na fabricacdo de nanofibras
para aplicacdes em bioengenharia. (HUANG ET AL, 2003). Um diagrama esquematico

das aplicacGes de eletrofiagdo em varios campos é mostrado na Figura 8.

‘ Filtracio Biomedicina | Cicatriza cdode
Feridas
. (
Engenharia . ‘ Afinidade a
Tecidual N AT . Membrana
—mmmm e — ' - B 2 —
Geracgiode - . Vestuariode
Energia ) Protecio
............................... -y —
........................................... . ATE——
Imobilizacdo Liberacao de}
de Enzimas Farmacos

Figura 8 — Aplicagbes de fibras eletrofiadas em diferentes setores (BHARDWAJ,
KUNDU, 2010).
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2.10 PROTESES MEDICAS

Nanofibras de polimero fabricadas via eletrofiacdo tém sido propostos para um
namero de aplicacdes em proteses de tecidos moles, tais como vasos sanguineos, de
mama, etc. Além disso, nanofibras fiadas de polimero biocompativel podem ser
também depositadas como uma pelicula fina porosa para um dispositivo de tecido
duro protético concebido para ser implantado no corpo humano. Esta pelicula de
revestimento funciona como um dispositivo de estrutura fibrosa em interface entre a
protese e os tecidos do hospedeiro, e é esperado que reduza eficientemente o
desgaste na interface tecido/dispositivo e, consequentemente, evite a falha do
dispositivo apos o implante (HUANG ET AL, 2003).

2.11 ENGENHARIA TECIDUAL

Para o tratamento de tecidos ou 6rgdos em mau funcionamento no corpo
humano, um dos desafios para o campo de engenharia de tecidos/biomateriais é o
projeto de scaffolds/matrizes sintéticas que podem imitar a estrutura e funcdes
biolégicas da matriz extracelular (ECM). As células humanas podem se anexar e
organizar em torno de fibras com diametros menores do que os das células. Portanto,
scaffolds fibrosos em nanoescala podem proporcionar um modelo ideal para as
células migrarem e crescerem ao seu redor. (CHEW, ET AL 2006, SILL, RECUM,
2008)

A regeneracdo bem-sucedida de tecidos e 6rgaos biolégicos chama a atencéo
para o desenvolvimento de estruturas fibrosas com arquiteturas de fibras benéficas
para deposicao e proliferacdo celular. O interesse na engenharia de tecidos € voltado
para a criagdo de scaffolds reprodutiveis e biocompativeis resultando em
biocompdsitos de matriz para reparacdo tecidual e varios procedimentos de
substituicao (RECUM, 2008; KULKARNI ET AL, 2010).

Nanofibras de polimero também podem ser usados para o tratamento de
feridas ou queimaduras da pele humana, bem como concebido para dispositivos
hemostéaticos com algumas caracteristicas Unicas. Com o auxilio do campo elétrico,
fibras finas de polimeros biodegradaveis podem ser diretamente colocadas no local

da ferida da pele para formar uma densa esteira fibrosa, que pode curar as feridas,
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incentivando a formacédo de crescimento normal da pele. Membranas de nanofibras
para curativos, normalmente tém tamanhos de poros que variam de 500 nm a 1 mm,
suficientemente pequena para proteger a ferida da penetracdo bacteriana. A eficiéncia
de um filtro aumenta com a diminuicdo de diametro da fiora (BHARDWAJ, KUNDU,
2010).

2.12 CITOTOXICIDADE

O teste de citotoxicidade in vitro analisa se um produto ndo ocasiona a morte
celular e também se nao afeta as funcdes celulares, se 0 produto cumprir a esses dois
critérios, ele é aprovado no teste de citotoxicidade. A importancia do teste de
citotoxicidade se da uma vez que os efeitos citotoxicos podem provocar danos
celulares intensos e assim comprometer a viabilidade celular perturbando tanto a
integridade estrutural e/ou metabdlica das células bem como a sua integridade
reprodutiva provocando uma série de efeitos destrutivos. Assim sendo, com 0 uso
das técnicas de cultura celular, os testes podem detectar a inibicdo do crescimento
celular, a ocorréncia de lise das células e de outros efeitos que possam ser
desencadeados nas mesmas (DAGUANO et al., 2007).

Os testes in vitro se tornam uma ferramenta muito importante uma vez que se
deseja partir para os testes in vivo, de maneira a diminuir o nUmero de animais usados
e, consequentemente, a diminuicao da dor e sofrimento que os testes in vivo causam
(VALADARES, 2006; VIEIRA, 2009; OECD, 2010). O parametro mais investigado
pelos testes de citotoxicidade € a viabilidade celular, sendo determinada por diversos
processos celulares (KROLL et al., 2009). Existem diversos testes que sdo utilizados
para a avaliacédo da citotoxicidade, como o teste do corante vermelho neutro, o teste
de libertacdo de enzimas citoplasmaticas como a lactato desidrogenase (LDH), o teste
de reducdo do brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazolio (MTT). De entre
0S que apresentam informacgéo sobre diferentes fungdes celulares como o teste do
MTT ou o teste do vermelho neutro sdo os mais usados (KROLL et al., 2009;
VICENTE, 2012).
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2.13 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Tem sido um grande desafio para os pesquisadores, explicar o mecanismo de
acao antimicrobiana das NPsAg. Ainda nao esta evidente se as NPsAg apresentam
uma atividade antimicrobiana especifica da particula ou se a liberacdo de ions Ag* a
partir das NPsAg ou pela presenca de ions Ag+ adsorvidos na superficie das NPsAg,
gue sao responsaveis por essa acao. Em geral, os experimentos séo realizados na
presenca de oxigénio e assim, NPsAg e ions Ag™, estdo presentes nessas condicdes
(XIU, Z. M., et al., 2012; XIU, Z. M., et al., 2011; LOK, C. N., et al., 2007).

Dessa forma, ndo ha uma Unica hipétese para a acdo antimicrobiana das
NPsAg. Estudos mostram que as NPsAg, assim como os ions prata (Ag*) tendem a
complexar com grupos tiol (-SH) presentes na membrana celular, causando um dano
direto nessa, como o aumento da porosidade, que altera a sua permeabilidade,
podendo levar a lise celular. (PAL, S., et al.,2007). Ha indicios também, que os ions
Ag*, liberados a partir da NPsAg, podem interagir com grupos que contém enxofre e
fésforo de enzimas e proteinas vitais, tornando-as inativas. (PRABHU, S., POULOSE,
E. K., 2012).

Outra hipotese nos diz, que as NPsAg e seus ions, no interior da membrana
celular, ligam-se com o fosforo e enxofre presentes no DNA, provocando sua
desnaturacao e impedindo a diviséo celular, levando a célula a morte. Outro fator que
afeta a acdo antimicrobiana das NPsAg, é o tamanho das mesmas. Com a reducao
do tamanho das particulas para a escala nanométrica, ha um grande aumento na area
superficial por unidade de volume, assim a eficacia da acdo antimicrobiana aumenta
(BERNI N, et al., 2008; FENG, Q. L., etal., 2000; MORONES, J. R., et al, 2005; DAMM,
C., et al, 2008).

A prata possui uma acdo antimicrobiana conhecida desde os primordios da
civilizacdo. Sua utilizacao na forma de nanoparticulas potencializa esta propriedade e
permite sua utilizacgdo em uma gama enorme de aplicacbes. A medicina tem
demonstrado que a prata aniquila mais de 650 organismos patogénicos e ndo cria
resisténcia. Tais caracteristicas, associadas a baixo custo de producéo, tornam as
nanoparticulas de prata eficaz contra microorganismos nocivos (DASTJERDI, 2009).

A associagdo do SC-NPsAg, € mostrada por Kim e colaboradores como tendo

um alto potencial na cicatrizagdo de feridas e atividade antibacteriana, mostrando um
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aumento de cerca de 128 vezes da atividade antibacteriana contra Enterobacter
cloacae e Escherichia Coli quando comparadas ao SC sozinho. Além disso, o estudo
in vivo mostra que pomadas contendo o complexo SC-NPsAg estimulam a
cicatrizacdo de feridas e aceleram a deposicéo de tecido e colageno na area ferida,

mostrando seu potencial uso para estes fins (KIM, IM, et al., 2013).

2.14 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal desta tese foi a sintese de lactato de quitosana e
preparacdo destas na forma de nanofibras para a liberacdo controlada do agente
antimicrobiano, no caso do presente trabalho, o complexo formado pelo sulfato de
condroitina e as nanoparticulas de prata. Na revisdo bibliografica apresentamos de
maneira sucinta a estrutura e principais caracteristicas dos compostos que serao
utilizados e/ou desenvolvidos nesta tese, assim como a ferramenta matematica que
sera utilizada no estudo da liberacdo do agente antimicrobiano, como também a
preparacao das nanofibras, os estudos de citotoxicidade e inibicdo antimicrobiana.

A seguir apresentamos 0s objetivos especificos, e os materiais e métodos
utilizados no desenvolvimento da tese. A originalidade do presente trabalho esta dada
na preparagcdo das nanofibras, baseadas no derivado de quitosana, o lactato de
quitosana, pela técnica de eletrofiagdo, forma simples e diferenciada de obtencéo de
nanofibras. Também foram preparados o lactato de quitosana, pela reacédo do acido
lactico com a quitosana, e 0 agente antimicrobiano, o complexo de sulfato de
condroitina e NPsAg. Ambos foram caracterizados por métodos fisico-quimica de
andlise.

Finalmente ressaltamos que escolha do lactato de quitosana para a formacao
das nanofibras, foi realizada com base na auséncia de trabalhos de nanofibras
utilizando esse composto e também devido a suas propriedades, descritas nos tépicos

anteriores.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar nanocompdsitos de lactato de quitosana e estudar a atividade
antimicrobiana destas nanofibras com adicdo de nanoparticulas de prata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar a modificacdo quimica da quitosana com acido latico.

o Caracterizar por técnicas fisico-quimicas o lactato de quitosana.

o Preparar nanofibras de lactato de quitosana por eletrofiacao.

o Producéo das nanoparticulas de prata ligadas ao sulfato de condroitina.

o Incorporar nanoparticulas de prata (NPsAg) estabilizado com sulfato de

condroitina nas nanofibras de lactato de quitosana.

o Caracterizar por técnicas fisico-quimicas as nanofibras de lactato de quitosana
contendo NPsAg com sulfato de condroitina.

o Avaliar a citotoxidade das nanofibras de lactato de quitosana contendo NPsAg
com sulfato de condroitina.

o Estudar a liberacao controlada “in vitro” de NPsAg com sulfato de condroitina.

o Estudar a atividade antimicrobiana das nanofibras de lactato de quitosana

contendo NPsAg com sulfato de condroitina.
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4. MATERIAIS E METODOS

A seguir estdo detalhados os reagentes utilizados nos diferentes procedimentos
experimentais, assim como sua procedéncia. Os reagentes citados a seguir foram
utilizados sem prévia purificacdo: acetona Merk, acido acético glacial Sigma-Aldrich,
acido latico Sigma-Aldrich, 85%, metanol Sigma-Aldrich, PA, etanol Sigma-Aldrich,
Agar dextrose sabouraund fornecido por DifcoTM, agua bidestilada, nitrato de prata
(AgNO3) da IMPEX, Quitosana Sigma-Aldrich, sulfato de condroitina comercial,
Farmacia Bioflora, tamp&o pH 1,2 e tampéao pH 6,8.

4.1 MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA

A viscosimetria € um método muito simples e fornece dados precisos e
reprodutiveis. A viscosimetria de uma solucdo depende do polimero, solvente,
temperatura, e da concentragéo da solucao do polimero (MARK,2006). A viscosimetria
capilar € um dos métodos mais simples e mais utilizados para determinar a massa
molar viscosimétrica, Mv, de um polimero.

A partir das equacdes:

Nrel = t/t0 Equacdo 3
Nesp= Nrel— 1 Equacéo 4
Nred = Nesp/C [L/g] Equacdo 5

Podemos determinar a viscosidade intrinseca através de regresséo linear da
viscosidade reduzida versus concentracdo. Nas equacBes temos que [l é a
viscosidade relativa, INesp € a viscosidade especifica e Nred é a viscosidade reduzida
(LUCAS,2001) (KREVELER,2009).

A viscosidade intrinseca de um polimero € relacionada a massa molar média
pela equacdo de Mark—Kuhn- Houwink—Sakurada (RIMMER,2007).
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N = K.Mm2 Equacéo 6

onde K e a séo constantes para um dado sistema soluto-solvente a uma determinada
temperatura e M a massa molar média do polimero.

A massa molar viscosimétrica média da QUI foi determinada utilizando um
viscosimetro capilar do tipo Ubbelohde em banho maria com temperatura controlada
de 25 +0,1 °C. Uma solucao do polimero em tampé&o acetato foi preparada com 0,250
g do polimero em 10 mL do tamp&o acetato e ap0s a primeira medida se adicionou
respectivamente 1mL, 1,5 mL, 2,0 mL e 2,0 mL e foi refeita a medida obtendo solu¢bes
com concentracdes de 1,00; 0,909; 0,800; 0,690 e 0,606 g/L. Também foi realizada a
calibracdo do viscosimetro com o solvente, tampao acetato, a temperatura ambiente
(25°C) e assim, determinado o tempo de escoamento to do solvente. O tempo de
escoamento das solugbes, nas diferentes concentracoes, foi observado, tendo sido
realizadas 10 medicdes de tempo para cada concentracdo e obtida, assim, a média
dos tempos (PETER, FRANCO, 2001).

4.2 GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

O grau de N — acetilacdo é determinado para conhecer a porcentagem de
quitina presente na QUI, sendo que a quitina possui 0 mesmo anel celulésico, porém
ao invés de ter um grupamento amino livre como na QUI este tem um grupamento
amida (carboxila ligada ao grupamento amino). Sendo assim ao subtrair 100 menos o
grau de N-acetilacdo da QUI, determina-se o grau de desacetilagcéo.

O método usado para essa determinacdo é do Baxter, método amplamente
descrito na literatura de polimeros, para essa determinacdo a partir do espectro de
FTIR-ATR (Espectrometro da Shimadzu, modelo IRTracer 100 Series, na faixa de
operacdo de 650 — 4000 cm-1, usando um acessério de refletancia total atenuada
(ATR), utiliza-se a razao entre a area da banda caracteristica do grupamento amida e
a area de uma banda de referéncia (banda de grupamento hidroxila), usam-se a
equacao de Baxter, que é dada pela seguinte expressao (BAXTER, 1992).
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Grau de N-acetilagdo = (A1es5/A3450) X 115 Equacéo 7

Onde Aiess € Assso SA0 respectivamente, as areas das bandas relativas as
absorcdes de vibracdo: da banda da ligagdo C=0 (carbonila, ligada a amina) e da
banda da ligagdo —O-H, tomada como referéncia.

10

A
920

80)

70 1655

3450
80

Transmitancia (%)

50

4800 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 9 — Grau de acetilacdo da QUI pelo método de Baxter (BAXTER, 1992).

4.3 SINTESE DO LACTATO DE METILA E ETILA

Para se produzir o lactato de metila foi utilizado um sistema de refluxo acoplado
a um baldo de fundo redondo, aquecido por uma manta de aquecimento, o qual era
necessario para que nao houvesse a evaporacao dos reagentes volateis do meio de
reacdo. Primeiramente no baldo de fundo redondo foi adicionado 90 gramas de acido
latico, 32 gramas de metanol/etanol e 1 grama de acido p-tolueno sulfénico esse
sistema foi posto em refluxo, em banho de 6leo, por 8 horas até atingir a temperatura
de ebulicdo. Apds esse tempo a solucéo foi transferida para um destilador a fim de se
retirar todo o excesso de metanol. Apés o término, o lactato de metila foi pesado e
medido o seu indice de refracdo, assim foi calculado o rendimento da reagédo. A

producdo do lactato de etila ocorreu da mesma forma citada acima (MARTINO
GAUCHI, 2007).
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4.4  SINTESE DO LACTATO DE QUITOSANA VIA METILICA E ETILICA

A reacdo de sintese do lactato de quitosana foi realizada através da sintese de
éster amidacao. Em um baldo acoplado a uma coluna de fracionamento e uma bomba
a vacuo foi adicionado 50 gramas de solucao de quitosana a 2%. A reacao foi mantida
a uma atmosfera de nitrogénio, a uma temperatura de 65°C (Chapa de aguecimento
Nova instruments, modelo: NI 1108). Em seguida foram adicionadas 458 partes de
lactato de metila/etila sob gotejamento, a reacdo mantida a 65 °C por uma hora. Ap6s
toda a adicao do lactato de metila/etila todo metanol/etanol foi removido do meio de
reacao por destilacdo. Ao final da reacdo uma membrana de cor amarela clara foi

visualizada no fundo do balo.

Etapa 1 <

58 CIRTVIVIVISAV: -
T R =
[—

HO,

Figura 10 - Sistema para a producao do lactato. (Fonte: Propria Autoria)

45 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

A analise espectroscépica na regido do infravermelho com Transformada de

Fourier —FTIR, foi feita em Espectrémetro da Shimadzu, modelo IRTracer 100 Series,
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na faixa de operacdo de 650 — 4000 cm™, usando um acessorio de refletancia total
atenuada (ATR). Este acessorio é constituido por um cristal misto de Diamante/ZnSe.

4.6 CARACTERIZACAO POR ANALISE TERMICA

A andlise térmica das amostras, foram realizadas por um Calorimetro da
Shimadzu, modelo DSC 60 Plus e por um Analisador Termogravimétrico da Shimadzu,
modelo TGA 50. Foram utilizados aproximadamente 5 mg de cada amostra nas
andlises de DSC, usando cadinho de aluminio hermeticamente fechado. As amostras
foram inicialmente aquecidas de -100°C até a 200°C a uma taxa de 10°C/min. Todas
as varreduras foram feitas sob atmosfera de Nitrogénio a uma taxa de 25 ml/min.

Para o estudo do TGA foram utilizados aproximadamente 10 mg de cada
amostra, usando cadinho de platina. As amostras foram inicialmente aquecidas de
25°C até a 1000°C a uma taxa de 10°C/min. Todas as varreduras foram feitas sob

atmosfera de oxigénio a uma taxa de 25 ml/min.

4.7 CALCULO DA ENERGIA DE ATIVACAO DA DEGRADACAO TERMICA

A energia de ativacdo do processo de degradacao do lactato de quitosana foi
determinada de acordo com o método de Kissinger (1957), através do primeiro pico
de maxima degradacédo térmica do lactato de quitosana em 318, 335, 342 e 344°C,
nas taxas de aquecimento de 10, 20, 30 e 40°C/min, respectivamente, sob atmosfera
de nitrogénio. Os calculos realizados seguiram procedimento padrédo conforme
descrito na norma ASTM E1641-04.

Basicamente, a técnica de Kissinger consiste na integracéo por partes, gerando
uma equacéo que relaciona diferentes taxas de aquecimento com as temperaturas da
maxima taxa de perda de massa. Nesse sentido, a energia de ativacdo envolvida na
perda de massa de um determinado material pode ser obtida a partir da equacao de

Arrhenius, descrita abaixo:
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Ea
k(T) = Ae rT Equacao 8

Onde k(T) é a taxa de aquecimento em °C/min, A é um fator de frequéncia em
min-1, que mede a probabilidade das colisdes efetivas, E,é a energia de ativacdo da
degradacdo térmica do lactato de quitosana, expressa em kJ/mol, R € a constante
universal dos gases (8,314 J/Kmol) e T é a temperatura em K.

Portanto, aplicando-se o logaritmo neperiano em ambos os lados da equacgao
8, temos:

Ink = InA — == x Equacao 9

1
T

Plotando-se um gréafico que relaciona o logaritmo neperiano da taxa de
aguecimento (eixo das ordenadas) versus o inverso da temperatura absoluta nos
picos de maior degradacao térmica do lactato de quitosana (eixo das abscissas),

obtém-se o coeficiente angular da reta, que é proporcional ao valor da E,,.

4.8 CARACTERIZACAO POR RESSONACIA MAGNETICA NUCLEAR DE
HIDROGENIO (*H-RMN)

Os espectros de ! H-RMN e ** C-RMN foram obtidos em um espectrometro
Varian Unity Plus 500 MHz (* H frequéncia = 599.81 MHz e 13 C frequéncia = 150,82
MHz). Com o objetivo de melhorar a resolucdo dos picos foram estipuladas as
seguintes condic¢des: pulso acumulado de 16 varreduras e LB de 0,30 Hz. A largura
espectral e os pontos foram de 5000 Hz e 64 K, respectivamente. Os espectros foram
calibrados a partir do sinal devido a D20 em 4,1 ppm. Para diminuir a interferéncia do
sinal do solvente (D20) com os picos da amostra, o experimento foi conduzido a uma

temperatura de 70°C.
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4.9 PREPARACAO DAS NANOFIBRAS POR ELETROFIACAO

O processamento das nanofibras de lactato de quitosana impregnados com
nanoparticulas de prata e estabilizadas com sulfato de condroitina foram realizados
da forma descrita a seguir.

A solucao de lactato de quitosana impregnados com nanoparticulas de prata e
estabilizadas com sulfato de condroitina em dimetilformamida (DMF) (10% m/m) foi
adicionada em uma seringa de vidro de 10mL com agulha metalica (20G) e acoplada
ao dispositivo electrospinning o qual possui um sistema para pressionamento da
seringa com velocidade regulavel (sistema de ejecéo), permitindo regular a vazdo da
solucédo polimérica. A vazéao utilizada foi de 0,5 mL/h e uma tensdo de +9kV foi
aplicada entre a agulha e o disco coletor. As nanofibras foram coletadas sobre uma
folha de cobre.

O disco coletor foi posicionado a uma distancia de 10 cm da ponta da agulha.
O aparelho permaneceu ligado e as nanofibras foram processadas até o consumo de
toda a solucdo da seringa. Foram processadas nanofibras de lactato de quitosana
impregnadas com nanoprata estabilizadas com sulfato de condroitina. As nanofibras
foram secadas em vacum por 48 horas a fim de remover todos o solvente

remanescente e por fim armazenadas em dessecador para futuras caracterizagées.

4.10 CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

A estrutura/morfologia das microparticulas foi visualizada usando Microscépio
Eletronico de Varredura, da marca Phillips XL 30 FEGSEM, modelo JSM-6701F,
operando com condi¢des de vacuo de 7 x 107 Torr em uma tenséo aceleracéo de 10
kV. As amostras foram metalizadas em ouro por um revestidor de pulverizacéo
automatica. As imagens foram tiradas com 5000 x de amplia¢cdes de micrografia SEM.

Para a determinacdo do diametro médio, as micrografias foram analisadas com

ampliacdo de 5000x considerando trés regides diferentes de amostras diferentes.
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4.11 ESTUDO DA LIBERACAO DA NPsAg E SULFATO DE CONDROITINA

O estudo de liberagcéo das nanoparticulas de prata e sulfato de condroitina da
nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg foram realizadas condicdes estaticas. As amostras
foram imersas em solucdo tampao de fosfato (PBS, pH 7,4). Durante todo o
experimento, os frascos contendo o PBS e as amostras foram armazenados em 37°C,
para simular condi¢cdes fisiologicas do corpo humano. A solu¢cdo PBS era trocada
periodicamente, ou seja, a cada 24 horas por um periodo de 7 dias, e entdo
aproximadamente a cada 5-7 dias, por um total de 28 dias. A concentracéo de prata
liberada das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg no PBS foi medida com uma absor¢éo
de espectrofotbmetro UV-Vis (Varian Cary 50) usando a banda de ressonancia de
plasmon de superficie da prata em Amax de 435 nm (BHUI , 2009).

A quantidade de sulfato de condroitina liberado das nanofibras de QUI-g-
PLA/SC:NPsAg foi determinado por ensaio de azul de metileno (ZHOU , 2002). O
ensaio é baseado na observagcédo que a absorbancia do azul de metileno em 664 nm
diminui quando complexagdo com sulfato de condroitina ocorre. A diminuicdo na
absorcdo em 664 nm € proporcional a concentracdo de sulfato de condroitina na
solucéo, fornecendo uma base para a determinacdo quantitativa de sulfato de
condroitina em fungédo do azul de metileno. As curvas de calibragéo foram realizadas
lendo a absorbéncia do azul de metileno a 664 nm, onde a concentracdo de azul de
metileno era fixa e havia um aumento crescente na quantidade do sulfato de
condroitina (ZHOU , 2002).

4.12 SINTESE DO COMPLEXO SULFATO DE CONDROITINA E
NANOPARTICULAS DE PRATA (SC-NPsAQ)

Utilizando a equacéo de Mark — Houwink - Sakurada [n] =kMa , foi possivel
obter a massa molar média viscosimétrica do SC no valor de 1,39 x 10* Da.

O complexo formado por SC e NPsAg (SC:NPsAg) foi obtido por biossintese,
utilizando o SC como agente redutor e estabilizador na redugéo de ions prata (Ag+)

em solucdo aquosa. Foi preparada uma solucdo aquosa de nitrato de prata e SC, essa
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solugéo foi mantida sob agitacédo, a 800 rpm, e uma temperatura de 80°C, durante 4
dias. Ap6s passado o tempo determinado, a solucdo foi congelada e liofilizada,

obtendo um complexo em forma de cristais e coloracéo escura (RIBEIRO, 2016).

4.13 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A fim de se avaliar a atividade antimicrobiana dos hanocompostos LQ e LQ/Sc-
NPsAg, seguiu-se a metodologia dos testes de disco-difusdo em meio Muller Hilton
agar, utilizando linhagens Gram-positiva de Staphylococcus aureus LB25923 e
Gram-negativa de Escherichiacoli LB25922. O filme das nanofibras de lactato de
quitosona foram cortados em forma de discos com 8 mm de diametro e esterilizadas
em capelas de fluxo laminar por exposi¢cao a lampada de UV, por 30 minutos, a uma
distancia de 60cm da lampada, sendo estes discos dispersos sobre placas de agar
apos a aplicacdo do in6culo bacteriano, conforme padrao de diluicdo 0,5 da escala
Mac Farland (1,5 x 108UFC/mL). As placas em triplicatas foram mantidas em estufas
de incubacao, por 24 horas, a 37°C. Apos este periodo, mediu-se o diametro dos halos
de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor de cada disco, indicando o perfil de

sensibilidade das bactérias as amostras.

4.14 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

As nanofibras lactato de quitosana com nanoparticulas de prata e sulfato de
condroitina foram testadas quanto a citotoxicidade em células especificas do tecido
de camundongos, os fibroblastos L929 (OZDEMIR, 2009). Antes do teste de
citotoxicidade, as nanofibras foram esterilizadas por exposi¢do a luz ultravioleta por
30 min. Apenas células viaveis (Viabilidade> 90%) foram colhidas e contadas em 0,1%
por exclusdo de azul tripano. A inibicdo do crescimento de L929 foi avaliada pelo
ensaio MTT, com base na clivagem do sal de tetrazé6lio MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difenil brometo de tetrazoélio) a formazan por desidrogenases mitocondriais em
células viaveis. As amostras de nanofibras foram entdo incubadas em 1 mL de DMEM

a 37°C por 24 h. Depois disso, as amostras nanofibras foram removidas e os extratos
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obtidos foram posteriormente diluidos para obtencdo de amostras do meio de
extracao. Fibroblasto L929 viavel as células foram plaqueadas em 100 pL de meio e
adicionados a placa de microtitulacdo de pocos (placas de microtitulacdo de 96
pocos), incubado a 37° C por 24 h. Apés incubacao por mais 24 h, o meio de cultura
foi removido e substituido com o meio de extracao e incubado por 24 h. Entdo, cerca
de 100 uL de solugao de MTT foi adicionado a cada pogo. Apds 24 h de incubacéo a
37°C, 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foi adicionado para dissolver os cristais de
formazan.

A densidade 6ptico da solucdo de formazan foi detectada por um leitor de
ELISA (Multiscan Dynatec MR5000) a 490 nm. Para fins de referéncia, as células
foram semeadas em meio contendo 0,50% de fenol (controle positivo) e um meio de
cultura fresco (controle negativo) sob as mesmas condicbes de semeadura,
respectivamente. A inibicdo do crescimento foi expressa em funcéo porcentual do
controle. Apés o ensaio de viabilidade, as amostras de nanofibras lactato de quitosana
com nanopatrticulas de prata e sulfato de condroitina foram lavadas com solucéo de
tampaéo fosfato salino (PBS), pH 7,4 e fixada com acido perfluorooctandico (PFA) 4%
(p/v) por 30 min a 4°C. O PFA foi entdo removido e as amostras de nanofibras lactato
de quitosana com nanoparticulas de prata e sulfato de condroitina foram lavadas
novamente com PBS. As células do citoesqueleto foram coradas com laranja de
acridina por 5 min para realizacdo de imagens adicionais, utilizando um microscopio

de fluorescéncia Carl Zeiss , modelo Axioskop 40 com ampliacdo de 200x.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

51 MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA DA QUITOSANA

Para se determinar a massa molar viscosimétrica da quitosana, foi utilizado a
equacao de Mark—Kuhn- Houwink—Sakurada (RIMMER,2007).

N = K.Mma Equacio 6

onde K e a séo constantes para um dado sistema soluto-solvente a uma determinada
temperatura e M a massa molar média do polimero.
Para cada concentracdo foram realizadas 10 tomadas de tempo, a média

calculada é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracdo e média dos tempos para as solucdes de QUI em

tampao acetato

Solucédo Concentracao (g/mL) Tempo (s) Desvio Padréo (s)
Tampao Acetato 0 96,44 0,63
1 1,00E-03 169,44 1,82
2 9,09E-04 161,45 1,45
3 8,00E-04 153,21 0,67
4 6,90E-04 144,17 1,07
5 6,06E-04 137,48 0,47

Calculando as viscosidades relativa, especifica e reduzida (Equacgdes 3, 4 e 5),

obtemos:
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Tabela 3 — Viscosidade relativa, especifica e reduzida para as amostras de QUI

em tamp&o acetato.

Solucao Nrel=t/to Nesp= Nrel-1 N red=Nesp/C
1 1,76 0,76 756,95
2 1,67 0,67 741,58
3 1,59 0,59 735,82
4 1,49 0,49 717,27
5 1,43 0,43 702,23

Tracando—se o grafico nred versus C (Figura 11), obtemos a viscosidade
intrinseca n, na interse¢do da curva com o eixo y da viscosidade reduzida, sendo igual
a 624,85 10,20 mL/g.
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Figura 11 - Viscosidade reduzida em funcdo da concentracdo para a QUI em tampéao

acetato.

Os valores das constantes K e a da equacdo de Mark—Kuhn- Houwink—
Sakurada para a QUI em tampéao acetato, a 25,0 £ 0,1 °C, bem como a massa molar
viscosimétrica média obtida experimentalmente, segundo a mesma equacéo,

encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valor da Massa Molar Média para a QUI em tampé&o acetato a 25°C.

Polimero Solvente Constante Mv (Da)

K.10% (mL/g) a

NaAc (0,2 mol/L),
QuI Ac. Acético (0,3 mol/L) 7,4 0,76 1,47 x 10°

A massa molar influencia consideravelmente as propriedades fisico-quimica
dos polimeros. A massa molar da QUI depende de sua origem (fonte natural: camarao,
caranguejo, etc), mas também pode mudar durante o processo quimico de
desacetilacdo. A massa molar pode diminuir quando aumenta o grau de
desacetilacao.

Na QUI a massa molar influencia, entre outras, as seguintes propriedades,
degradacéo, resisténcia mecanica e o teor de umidade. Quanto maior a massa molar,
melhor a propriedade mecéanica e maior a capacidade de adsorcédo de umidade. QUI
com alta massa molar (entre 1*10% — 1,2*10°) como a encontrada na QUI comercial
estudada neste trabalho, mostraram ser mais eficientes no encapsulamento de
proteinas, reduzindo a cinética de liberacédo, algo desejado em liberacdes controladas
a longo prazo (QUEIROZ, 2003).

5.2 GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

A medida do grau de desacetilacdo da QUI se torna muito importante, pois
determina sua solubilidade em &cidos diluidos e tem influéncia na sua reatividade.

Esse parametro foi determinado utilizando a técnica espectroscopica de FTIR-
ATR, pelo método de Baxter, que calcula o grau de N-acetilacdo, pela equacgéo 11.

Foram calculados as areas dos picos no espectro de FTIR da QUI, os valores

encontrados para as areas no espectro da QUI estdo na tabela 5.

Grau de N-acetilagcao = (Aiess/Asas0) X 115 Equacéo 10
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Figura 12 - Areas para o calculo do grau de desacetilacdo da quitosana.

Tabela 5 — Valor da area dos picos da QUI.

QUI Valores
Ass40 6505,70
Aaiess 422,55

Pela Equacdo 11, obtemos que o Grau de N-acetilacdo (%) = 7,47 ou seja o
Grau de desacetilacdo da QUI é de 92,53 %.

O grau de desacetilacdo € um parametro de grande importancia na
caracterizagcdo da QUI. Este parametro determina varias propriedades fisicas
guimicas e biolégicas da QUI tais como, hidrofilicidade cristalinidade, degradacéo e
resposta celular. Segundo a literatura, QUI com graus de desacetilacdo maiores que
70% ou 100% apresentam prolongados tempos de degradagao e elevada adesao
celular. De maneira diferente, QUI com graus de desacetilagdo intermediarios
mostram altas velocidades de degradacdo, mas apresentam limitada adesao celular
(QUEIROZ, 2003).
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5.3 SINTESE DO LACTATO DE QUITOSANA

O lactato de metila e de etila foram sintetizados pela reagdo quimica de
esterificacdo entre o acido lactico e o alcool metilico e etilico, respectivamente. A
reacao foi realizada em excesso de alcool, até atingir a temperatura de ebulicdo, em
baldo com condensador de refluxo durante 8 horas. Apdés o término da reacdo a
solucdo formada foi transferida para um destilador, para que todo o alcool que néo
participou da reacgéo fosse removido.

Um dos métodos sintéticos de obter poli(acido lactico) é a reacdo de
policondensacdo direta do &cido lactico. (GARLOTTA, D., 2001) Portanto, como
representado na Figura 13 a, no sistema de rea¢do ndo podemos descartar que além
do lactato de metila ou etila, em relagdo ao alcool precursor, obtemos também
oligbmeros de poli(acido lactico) com grupo terminal éster. O rendimento da reacéo,

apresentado na Tabela 6, foi calculado a partir da conversédo da massa de lactato.

Tabela 6 - Rendimento médio obtido nos procedimentos seguidos para a

preparacao dos lactatos.

Esterificacao Rendimento médio (%) Aspecto fisico
Lactato de Metila 78,5+ 3,1 Amarelado e Viscoso
Lactato de Etila 78,0+2,1 Amarelado e Viscoso

Os resultados obtidos com ambos os &lcoois sdo estatisticamente similares
mostrando que a reacao ocorre de maneira eficiente em ambos 0s meios de reacao.
Portanto, um estudo das condi¢cdes experimentais tais como um aumento na pressao
do meio, controle mais eficiente da temperatura, otimizacdo da razdo &cido
latico/alcool, podem ser realizados visando o aumento do rendimento.

Foi realizado também o calculo de pureza dos lactatos de metila e etila
preparados, para isso foi determinado o indice de refragdo a 20°C, usando um
refratdmetro Abbe. O valor do indice de refracdo a 20°C, reportado na literatura, para
o lactato de metila e etila é de nD=1,413. Os valores experimentais e o0 erro relativo

encontrado estao representados na Tabela 7.
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Tabela 7 - indice de Refracéo dos Lactatos.

indice de Refracdo Indice de Refracdo

Esterificacao Tedrico Experimental Erro Experimental
Lactato de Metila 1,413 1,416 0,21
Lactato de Etila 1,413 1,412 0,07

O desvio do valor tedrico da medida de indice de refracao pode ser atribuido a
presenca de oligbmeros de poli (acido latico) (PLA).

Os lactatos de quitosana foram entéo preparados a partir dos lactatos de metila
e etila, através da reacdo de amidacdo de éster, obtendo-se um rendimento de
aproximadamente 90% para ambos os lactatos. A Figura 13b mostra de modo
esquematico os produtos que poderdo ser formados a partir da reacdo de amidacao
entre a quitosana e o lactato de etila e oligbmeros de poli(acido latico) com grupo final

éster.

Acido Lactico Poli(Acido Lactico)
O
HO OH 0
>_< —-.A HT ™ oH + (n1) HED
O
n
~SOH l B Cc | ~SoH
Y

@]
@]
\ﬁ‘\(}f\\ \E‘\D,‘ﬁ\ + H G/\\dp\/
n-m m

Figura 13a - Sintese de lactato de etila. (A) policondensacéo direta de acido latico. (B)

reacao de esterificagcdo. (C) reacao de transesterificacéo
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Lactato de quitosana
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CH20H CHIOH
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Figura 13b - Sintese de lactato de quitosana e quitosana - g - PLA

A caracterizagdo fisico-quimica dos lactatos de quitosana obtidos sao

discutidas a sequir.

5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA POR FTIR

Utilizando a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho é possivel
comparar um espectro da QUI pura com um espectro do lactato de metila e lactato de
quitosana e com isso, notar a presenca de banda de absorcdo antes inexistente na
QUI pura. A Figura 14a mostra as bandas caracteristicas do lactato de metila, a Figura
14b mostra comparativamente o espectro FTIR da quitosana e do lactato de

quitosana.
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Figura 14 - Espectro FTIR (a) Lactato de metila; (b) comparativo Quitosana e
Lactato de Quitosana.

A Figura 14a mostra as bandas caracteristicas do lactato de metila,
confirmando a reagéo de esterificagcéo, pela aparicdo da banda de éster em 1726 cm-
! e, a banda de estiramento da ligacéo -C(O)-O em 1225 cmt. Também se observam
as bandas de estiramento simétrico e assimétricos em 2952 cm e 2991 cmdo CHs.
A Figura 14b mostra comparativamente o espectro FTIR da quitosana e do lactato de
guitosana obtido a partir do lactato de metila. Nao foi mostrado o espectro FTIR do
lactato de quitosana preparado a partir do lactato de etila por mostrar as mesmas
bandas de vibragcédo, como era de esperar. A Figura 15 mostra as estruturas quimicas

da quitosana e do lactato de quitosana.
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Figura 15 - Estrutura quimica da Quitosana e do Lactato de Quitosana (Fonte: Propria

Autoria).

As bandas caracteristicas da QUI sdo observadas a 3343 cm™? e 3237 cm™,
bandas de vibracéo de estiramento das ligagdes O-H, NH2 e N-H, respectivamente.
Estas bandas séo largas devido as interacdes intermoleculares entre as cadeias do
polissacarideo. Porém, o alargamento € muito mais pronunciado no lactato de
quitosana devido a interacdo entre os grupos lactatos de duas cadeias, como mostra
a Figura 15. Dentre as principais bandas encontramos também a banda da Amida I,
banda de estiramento C=0 aparece em 1640 cm™ e Amida Il em 1570 cm%, banda de
deformacéo N-H. O estiramento da banda carbonila (C=0) no lactato de quitosana
aparece em 1718 cm, mostrando um deslocamento a menor frequéncia se
comparando com a banda carbonila no lactato de metila (1726 cm™) (Figura 14a). Este
deslocamento se deve ao efeito mesomérico (+M) (ou de ressonéancia) do nitrogénio
ligado a carbonila na quitosana.

Na regido proxima a 1000 cm sdo observadas as bandas caracteristicas da
estrutura sacaridea da QUI. Como mostra o espectro FTIR da Figura 14b, as bandas
de estiramento C-O em 1121 cm™ e 1076 cm™ e a banda de estiramento da ligacéo
éter (C-O-C) em 1037 cm™.

A caracterizacdo por FTIR confirma a reacao de esterificacdo com a formacao
do lactato de metila e etila e, a formacéo do lactato de quitosana.
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55 CARACTERIZACAO POR ANALISE TERMICA

5.5.1 ANALISE POR TERMOGRAVIMETRIA

A Figura 16a mostra o resultado obtido na analise termogravimétrica da
quitosana e de seu derivado, o lactato de quitosana. Os resultados de TGA obtidos
para o derivado de quitosana, produto da reacdo da quitosana com lactato de metila
e etila foram semelhantes, por isso apresentamos apenas o TGA do lactato de
quitosana obtido a partir da via metilica. Observa-se que a degradacao da quitosana
acontece em trés estégios diferentes. O primeiro se inicia com o0 aquecimento da
amostra e é referente a perda de agua residual da quitosana (~12,7% de massa). A
segunda perda de massa se inicia em 284°C, relacionada a degradacao da cadeia
principal, mostra um perfil de degradacéo rapido, levando a perda de 33,37% de
massa. A terceira perda mostra um perfil lento e continuo de degradacao, se inicia em
324°C e leva a perda de 26,32% de massa. Observa-se que a quitosana nao se
degrada completamente, permanecendo até 800°C um residuo de 27,6%.

A degradacdo do derivado de lactato de quitosana mostra um perfil de
degradacédo completamente diferente ao observado na quitosana. Pelo que mostra a
Figura 16a, entorno de 80% da cadeia polimérica degrada a temperaturas mais baixas
gue aquelas observadas para a quitosana. Porém, 20% da cadeia estabiliza
degradando a temperaturas maiores. Um perfil de degradacdo semelhante foi
observado em filmes obtidos a partir da dissolucdo de quitosana em &cido latico.
Observando-se também o inicio da degradacédo a temperaturas mais baixas, o que
sugere uma estabilidade térmica menor do derivado se comparado a quitosana.
(YODKHUM, K., et al, 2012; EULALIO, H. Y., et. al, 2019). O primeiro estagio da
degradacéo apoOs a perda de umidade, pode ser atribuido a degradacao do grupo
lateral (lactato de etila e/ou oligbmeros de poli (acido latico)) (YODKHUM, K., et al,
2012). Portanto, estes novos compostos que chamamos de derivados de quitosana

apresentam menor estabilidade térmica se comparado a quitosana.
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Figura 16 - Curva da perda de massa em funcdo da temperatura da Quitosana e
Lactato de Quitosana, (a) TGA; (b) DTGA.

O perfil de degradacgéo de TGA do lactato de quitosana mostra 5 estagios de

degradacéo (DINESH ,2020). O primeiro se inicia com 0 aquecimento e corresponde



51

a perda de agua (13,86% de massa). O segundo estagio se inicia em 132°C e leva a
perda de 26,74% de massa. O terceiro estigio se inicia em 186°C levando a uma
perda de massa de 26,4%. A 315°C observamos o inicio da degradacao do 5° estagio
com a perda de 13,99 % de massa. O material termina perdendo a massa restante,
relativa a 19% de massa, na temperatura de 509°C. A perda nos 5 estagios
anteriormente descritos apresentam um perfil lento de degradagéo. Destacamos que
o derivado degrada completamente sem formacéao de residuo.

O gréafico de DTGA (Figura 16b) mostra os picos de temperatura que
correspondem a maxima perda de massa. O grafico DTGA confirma os resultados
anteriormente discutidos, mostrando que em torno de um 80% do derivado degrada a

temperaturas menores que a quitosana.

Tabela 8 - Dados referentes as perdas de massas nos estagios de degradacéo.

Estagios de Tonset Tendset Perda de Massa Residuo
Degradacao (°C) (°C) (%) (%)
1° 25 284 12,70
Quitosana 2° 284 324 33,37 27,61
3° 324 800 26,32
1° 25 132 13,86
Lactato de 2° 132 186 26,74
Quitosana 3° 186 315 26,40 0
4° 315 509 13,99
5° 509 800 19,00

5.5.2 ENERGIA DE ATIVACAO DA DEGRADACAO TERMICA DO LACTATO
DE QUITOSANA

A energia de ativacdo da degradacao térmica do lactato de quitosana (Ea) foi
determinada para a degradacdo correspondente ao terceiro estagio de degradacao
(Tmax 289°C, curva DTG, Figura 16b), com taxas de aquecimento de 10, 20, 30 e
40°C/min. Esta perda é atribuida na literatura a ciséo da ligacdo C-O-C nas posi¢des
B(1,4) que liga as unidades monoméricas (YODKHUM, K., et al, 2012). As curvas
TGA/DTGA das quatro taxas de aquecimento sdo mostradas na Figura 17.
Observamos como a taxa de aquecimento muda o perfil de degradacao do derivado

de quitosana. Uma taxa de aquecimento baixa mostra um perfil de degradacgéo
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semelhante ao da quitosana ficando um alto teor de residuo. Comparando as
variacdes de temperatura dos picos obtidos por DTGA, mostrado na Tabela 7, é
possivel observar que houve um deslocamento das curvas para a direita, a medida

€em gue se aumentou a taxa de aquecimento.

Perda de Massa (%)
3
DTGA (dm/dt)
Perda de Massa (%)
DTGA (dm/dt)

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

1004 e
804 \

N

30°C/min

sa (%)
DTGA (dm/dt)
(%)
DTGA (dm/dt)

Perda de Mas:
Perda de Massa

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 17 - Perfis de degradacao térmica (TGA/DTGA) do lactato de quitosana nas
taxas de 10, 20, 30 e 40°C/min.

Conforme procedimento descrito no item 4.7, a Ea da degradacao térmica do
lactato de quitosana foi determinada a partir do gréfico apresentado na Figura 18. Os

dados para a construcao deste grafico estdo resumidos na Tabela 9.

Tabela 9 - Determinacgéo das variaveis para o calculo da energia de ativacao (Ea) da

degradacéao térmica do lactato de quitosana.

k Ink T°C) T (K) UT
(°C/min)

10 2,303 318 591,15 0,001692

20 2,996 335 608,15 0,001644

30 3,401 342 615,15 0,001626

40 3,689 344 617,15 0,001620
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Figura 18 - Regresséo linear para o calculo da energia de ativacéo (Ea) da degradacéo
térmica do lactato de quitosana.

Além disso, comparando-se a equac¢do da reta com a equacao 3, tem-se que 0
coeficiente angular -E?a = —18195,5. Logo, a partir da constante universal dos gases

(R = 8,314 ]/Kmol), a Ea obtida foi de 151,3 kJ/mol.

Na literatura a Ea da Quitosana pode variar de 150 a 300 kJ/mol, dependo do
seu grau de desacetilagédo, para quitosana com grau de desacetilagdo maior que 80%
encontramos Ea em torno de 150kJ/mol, assim pela Ea do lactato de quitosana obtido
de 151,3 kJ/mol. pode se afirmar que a modificagdo quimica ocorrida na quitosana
nao alterou sua energia de ativacdo, visto que a degradacao térmica da quitosana
ocorre da seguinte maneira, ao longo de toda a cadeia polimérica temos monémeros
de quitina que foram desacetilados (chamados de mondémeros de quitosana), esse
mondmeros estéo distribuidos de maneira randémica ao longo da cadeia polimérica,
e ao realizamos a modificacdo quimica da quitosana, transformando a em lactato de
quitosana, serdo esses mesmo mondmeros onde ocorreram a modificagdo, assim a
degradacé&o térmica ocorre primeiramente com a quebra de ligacdes cruzadas entre

0s polimeros e depois com a degradagéo da cadeia polimérica principal (QU, 2000)
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5.5.3 ANALISE POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A literatura reporta resultados da Tg da quitosana contendo agua, usando a
técnica de DSC modulado. Esta técnica permite obter a transi¢éo vitrea da Quitosana
plastificada devido a presenca de 4gua. (DHAWADE, P., 2012)

A Figura 19 mostra comparativamente os resultados obtidos pela andlise de
DSC para a quitosana e seu derivado obtido a partir do lactato de metila. Observa-se
em ambas as amostras o pico endotérmico relacionado a evaporacédo de agua. Para
a quitosana este pico endotérmico, Te= 100°C é largo e se inicia (on set) em torno de
17°C. O Lactato de quitosana inicia a evaporagao, on set, a temperaturas mais baixas
em torno de 10°C. O lactato de quitosana mostra dois picos endotérmicos, o primeiro
relativo a evaporacao de agua Te= 100°C e, o segundo com temperatura de pico Tp=

180°C relacionada com a degradacao.

- - - Quitosana
o —— Lactato de Quitosana

Fluxo de Calor (mW)

N

o Tp=180°C
Te= 100°C

-6 T T T T T T T T T T T
-100 -50 0 50 100 150 200

Temperatura (°C)

Endo

Figura 19 — DSC da Quitosana e do Lactato de Quitosana.

Analisando a Figura 19 vemos que a degradacdo térmica do lactato de
quitosana ocorre a 180 °C possui um pico endotérmico nao observado na quitosana,
esse pico é devido a quebra dos grupamentos de lactato ligados ao longo de toda a
cadeia de quitosana.

Na curva de DSC da quitosana modificada se observa uma mudancga na linha
base, com on set em -37,8°C. Este evento térmico pode ser associado a transi¢cao
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vitrea borrachosa (tg) de um segmento flexivel da quitosana modificada. Nao pode ser
atribuida a quitosana pura, pois a tg da quitosana esta acima da temperatura
ambiente, em DSC convencional sendo observada em 118°C para a quitosana.
Quando plastificada, pela presenca de agua a tg da quitosana pode ser observada em
61°C (DHAWADE, P. P. & JAGTAP, R. N., 2012). O poli (4cido latico) com massa
molar elevada, apresenta tg acima da temperatura ambiente. (GARLOTTA, D., 2001)

Utilizamos a equacédo de Fox-Flory (Equacao 12) (GARLOTTA, D., 2001), que
relaciona a massa molar com a temperatura de transicdo vitrea-borrachosa, para
estimar teoricamente a massa molecular do segmente flexivel que origina o evento

térmico observado na curva de DSC a -37,8°C.

ty = tg° — Min Equacéo. 12

Onde, t;’ € a tg a massa molar infinita; K € uma constante que representa a

contribuicdo dos grupos finais da cadeia de polimero ao volume livre.

Para o poli (acido latico) t;°= 58°C e K= 5,5 * 10* (GARLOTTA, D., 2001),

Isolando a massa molar numérica teorica na equacao 12, podemos estimar seu
valor, sendo igual a 574 g/mol, considerando a massa molar da unidade monomérica
que se repete na cadeia de poli (4cido latico) podemos dizer que este oligbmero tem
um grau de polimerizagao igual a 8.

Este resultado confirma que na sintese do lactato de metila e lactato de etila,
se obtém como subprodutos oligbmeros de poli (acido latico), que posteriormente

foram enxertados por condensacao na cadeia de quitosana.

56 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO COMPLEXO SULFATO DE
CONDROITINA: NANOPRATA (SC:NPsAg)

A Figura 20 mostra o espectro FTIR comparativo do sulfato de condroitina e o
complexo SC:NPsAg. Os espectros ndo mostram diferencas significativas. A banda
larga em 3305 cm* corresponde a vibracéo de estiramento dos grupos —OH e N-H. O
espectro FTIR do SC possui a banda tipica da vibragcédo carbonila do grupo Amida |
em 1650 cm, a banda em 848 cm%, correspondente a vibracédo da ligacdo C-O-S e,
a banda em 1235 cm™, correspondente ao estiramento assimétrico do grupo S=0. A
banda de vibracdo em 1147 cm* atribuida ao estiramento simétrico do grupo S=0. As

bandas em torno de 1076 cm e 1418 cm™ sdo atribuidas a vibracdo de estiramento
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da ligacédo C-O. O pico em 1370 cm™ é referente ao acoplamento entre os grupos OH.
Os fortes picos de absorcdo em cerca de 1010 cm™ sdo atribuidos aos grupos
acucares do SC (GARNJANAGOONCHORN,2007).
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Figura 20 — FTIR comparativo do SC e do complexo SC:NPsAg.

A analise térmica por TGA foram resumidos na Tabela 10. Mostrando que a
presenca da NPsAg diminui a estabilidade do SC iniciando a degradacdo da cadeia
principal a temperaturas menores.

Tabela 10 — Analise termogravimétrico de SC e complexo SC:NPsAg.

Amostra Estégio 1 Estégio 2 Estagio 3 Massa
Temp(°C) | Perda(%) | Temp(°C) | Perda | Temp(°C) | Perda(%) | residual (%)
(%)
SC 0-160 6,9 230-590 88,5 590-800 0,3 3,5
SC:NPAg | 0-210 6,9 210-500 87,2 500-800 0,1 5,8

Fonte: (RIBEIRO, 2016)

O residuo a 800°C no complexo SC:NPsAg € atribuido & Nanoparticula de prata
e SC néo degradado. Portanto, considerando o teor de SC ndo degradado, concluisse
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que nas condicdes de sintese o complexo apresenta a proporcdo SC:NPsAg
aproximada de 97,7:2,3 (% em massa).

5.7 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA POR RMN *H

A Figura 21 mostra o espectro de 'H-RMN do lactato de quitosana em D20 ha
70 °C. As ressonancias de protons das unidades N-acetilglucosamina sédo observadas
em 4,2-4,4 ppm (H-1), 3,6-4,0 ppm (H-3, H-4, H-5 e H-6) e 3,1 ppm (H-2*) s&o
caracteristicas da quitosana (LAVERTU ,2003). Os sinais localizados a 1,3 ppm (H-a)
-1,42 ppm (H-a *), sdo atribuidos aos prétons de metil (CH 3) na cadeia principal do
lactato de metila e adjacente a hidroxila final grupos do poliéster, respectivamente. O
sinal de proton em 2,1 ppm (H-2), nos mostra a ligacdo amida, que confirma o enxerto
bem-sucedido de quitosana com o lactato de metila (ESPARTERO ,1996).

As cadeias de lactato de metila foram inseridas na concentracdo de 33,4 mol
Lactato de metila para cada 100 mol do anel de glicose da quitosana ndo enxertada,
conforme apontado pela razdo dos picos integrais de H-2 e H-2 * do anel N-
acetilglucosamina , mostrado na Figura 21. O modelo quimico, mostrado na Figura 21
foi baseada na reacéo de esterificacdo dos grupos terminais carboxila do lactato de
metila com os grupos amino da quitosana. A razdo da integral de H-2 * para a soma
de H-2 * e H-2 foi 0,3/ (0,3 + 0,6) e confirma que grau de substituicdo de lactato de

metila em quitosana foi de cerca de 33,4%.
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Figura 21 - Espectros de 'H-RMN (ressonancia magnética nuclear) de lactato de

quitosana medidos a 70°C para reduzir a interferéncia do sinal do solvente (D20).

5.8 CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA DAS NANOFRIBAS

As imagens de MEV das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg submetidas a
eletrofiacdo sdo representadas na Figura 22a, mostrando que as nanofibras
apresentaram morfologia continua e lisa com boa integridade estrutural. Uma
distribuicdo normal foi observada ao longo dos dados com uma média de 340 £ 18 nm
como pode ser observada na Figura 22b. As nanofibras formadas de QUI-g-
PLA/SC:NPsAg em DMF (10% em peso) séo lisas e continuas, Figura 22a. No
entanto, o aumento da concentracao de QUI-g-PLA/SC:NPsAg, maior a 10% em peso,

leva & diminuicdo da integridade estrutural pela formacéo de nanofibras defeituosas,
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como baldes, mostrado na Figura 22c e 22d. Este resultado sugere que a
concentracdo de QUI-g-PLA/SC:NPsAg tem um impacto direto no chicote e no
alongamento do jato de polimero durante o processo de eletrofiacdo. Uma diminuicéao
no chicote ocorre com o aumento da concentracdo de QUI-g-PLA/SC:NPsAg devido
ao peso fisico da quitosana modificada e também da interacdo do QUI-g-
PLA/SC:NPsAg com DMF dentro do jato. Isso explica a perda da integridade estrutural
das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg submetidas a eletrofiacdo com a formacéo de
nanofibras defeituosas, Figura 22c, 22d (ABDELGAWAD,2014).

Figura 22 - Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) das nanofibras
de QUI-g-PLA/SC:NPsAg a 10% em peso (a) e 13% em peso (c, d) produzidas usando

DMF como solvente. O histograma de distribuicdo € mostrado em (b).

A morfologia das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg submetidas a eletrofiacao
depende de varias condicdes de parametros de processamento. A fim de obter
controle sobre as propriedades das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg, como diametro,

porosidade e morfologia, a viscosidade e a condutividade elétrica foram medidas em
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funcdo da concentracdo da solucdo QUI-g-PLA/SC:NPsAg em DMF. A Figura 23
mostra que a viscosidade aumenta continuamente com a concentracéo de polimero
indo de 15 mPa.s a 2% em peso a 362 mPa.s a 10% em peso e 3462 mPa.s a 20%
em peso.

A condutividade elétrica das soluc¢des de polimero estava entre 25 uS.cm-1 (2%
em peso), 71 uS.cm-1 (10% em peso) e 32 uS / cm-1 (20% em peso), mostrada na
Figura 23; A condutividade primeiro aumenta indo de 2 a 10% em peso para entéo
diminuir com o aumento da concentracdo de QUI-g-PLA/SC:NPsAg devido a alta
constante dielétrica (36,71 a 25°C) e momento de dipolo (3,24 Debye) de DMF
(RUMBLE ,2019).

Estes resultados indicam que uma solucao ideal de QUI-gPLA: AgNP: C4S para
a eletrofiacdo de possuir uma condutividade i6nica de 29,8 uS.cm-1, viscosidade de

2959 mPa.s e valores de concentragdao em torno de 10% em peso.
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Figura 23 - Viscosidade da solucdo e condutividade elétrica em funcédo da

concentracdo de QUI-gPLA: AgNP: C4S medida a temperatura ambiente (25 °C).

Solvente: DMF. a area sombreada em vermelho indica a regido mais adequada para

a eletrofiacéo da solucdo QUI-g-PLA/SC:NPsAg.
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A resposta biologica das nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg também pode
ser influenciada pela hidrofilicidade e porosidade das nanofibras, ambas s&o
consideradas propriedades de superficie importantes que afetam a adeséo celular e
a proliferacéo de células de fibroblastos (AHMED,2015). As medicbes do angulo de
contato foram realizadas para nos permitir obter informacgé&o sobre a molhabilidade das
nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg, os resultados sdao mostrados na Figura 24. O
angulo de contato médio das nanofibras QUI-g-PLA (35,3° £+ 3,4°) e QUI-g-
PLA/SC:NPsAg (12,8° + 2,7°) revela a natureza hidrofilica das nanofibras eletrofiadas,
Figura 24, bem como o papel do complexo sulfato de condroitina:NPSAg em conferir
hidrofilicidade as nanofibras de lactato de quitosana, o tornando um material
nanofibroso. Espera-se que a melhora na hidrofilicidade com a adicdo do sulfato de
condroitina leve a uma maior afinidade de fibroblastos para as nanofibras QUI-g-
PLA/SC:NPsAg em comparacdo com QUI-g-PLA (XU,2007). A porosidade (P) das
nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg foi determinada pelo método gravimétrico de
acordo com a Equacao 13 (DARAEINEJAD,2021).

m

P = [1 - ] * 100 Equacgéo 113

Axhxpg

onde, P, m, A, h e po sdo a densidade aparente, massa, area, espessura e a densidade
aparente das nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg, respectivamente.

Neste trabalho, foram obtidas nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg com
porosidade de 89 + 3,08% e area de poro média de 0,27 um?. Os altos valores de
porosidade e area média dos poros devem ser adequados para a adesdo e
proliferacdo dos fibroblastos nas nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg, porque a
matriz extracelular é composta de componentes nanofibrilares (AMEER,2019).

(a) (b)

Figura 24 - Angulo de contato das nanofibras de QUI-g-PLA (a) e QUI-g-
PLA/SC:NPsAg (b) a temperatura ambiente (25°C).



62

5.9 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Sabe se que as bactérias estdo presentes em todas as superficies da pele. No
entanto, quando a defesa primaria da pele intacta desaparece, as bactérias comecam
a residir na superficie da ferida. A infec¢do surge devido a falta de oxigénio, nutrientes,
anticorpos ou presencga de biofilmes no tecido lesado (CANIC,2020). A infeccdo da
ferida bacteriana € provavelmente a causa mais comum de atraso no processo de
cicatrizacdo. Os microrganismos mais encontrados em feridas infectadas séo S.
aureus e E. Coli (BESSA,2013). Por essas razoes, as propriedades antimicrobianas
das nanofibras de lactato de quitosana incorporado com o complexo de NpsAg
estabilizado por sulfato de condroitina contra E. coli e S. aureus foram avaliadas.

A Figura 25 relata os resultados das propriedades antimicrobianas das
nanofibras avaliadas contra microrganismos S. aureus e E. coli, Gram (+) e Gram (-),
respectivamente. Gluconato de clorexidina (CHG) 0,2% foi utilizado como controle
positivo por ser um agente germicida comumente utilizado em servicos de salde,
enquanto o lactato de quitosana foi utilizado como controle negativo, pois nao foi
encontrado efeito antibacteriano. Nenhuma inibicdo de zona foi observada nos
controles negativos, que continham o sobrenadante de cultura ou caldo nutriente
estéril, Figura 25. O ensaio de difusdo em disco mostrou que as nanofibras de lactato
de quitosana incorporado com o complexo de NpsAg estabilizado por sulfato de
condroitina podem inibir significativamente o crescimento de S. aureus e E. coli, Figura
25.

Os testes confirmam que a atividade antimicrobiana das nanofibras submetidas
a eletrofiacao foi superior a CHG para ambos 0s microrganismos S.aureus e E. coli,
Figura 25. Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura cientifica onde
os ions Ag + se ligam aos acidos teicoicos (TAs) encontrados na parede celular da
maioria das bactérias Gram-positivas, alterando sua permeabilidade, resultando no
enfraquecimento da parede celular e na formacao de espécies reativas de oxigénio
(BROWM, 2013).

As espécies reativas de oxigénio parecem ser 0 principal mecanismo
responsavel pela rapida inibicdo do crescimento e reproducédo das células bacterianas
(DAKAL, 2016). A inibicao do crescimento de S. aureus e E. coli observada no estudo

atual, indica o uso potencial das nanofibras de lactato de quitosana incorporado com
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0 complexo de NpsAg e sulfato de condroitina como um scaffold antimicrobiano para
engenharia de tecidos.

As nanofibras de lactato de quitosana incorporado com o complexo de NpsAg
e sulfato de condroitina, que estdo em contato com a pele e o tecido da ferida,
interagem com a umidade; resultando na liberacdo de ions Ag * promovendo o efeito
antimicrobiano. Além disso, também é importante determinar a citotoxicidade das
nanofibras em questéo, para assim considerar sua aplicacéo clinica.

Conforme a Figura 25, tem as barras de erro que indicam a média + D.P. (n =
3) e na micrografia do teste microbiologico temos (a) representa o lactato de quitosana
e (b) representa as nanofibras lactato de quitosana com nanoparticulas de prata e

sulfato de condroitina.
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Figura 25 -Atividade antibacteriana das nanofibras de lactato de quitosana
incorporado com o complexo de NpsAg e sulfato de condroitina contra S. aureus e E.
coli por meio de ensaios de discos de difusdo. O Gluconato de clorexidina (CHG) 0,2%

foi utilizado como controle positivo e o lactato de quitosana como controle negativo.
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5.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A Figura 26 mostra os resultados do ensaio de citotoxicidade das nanofibras de
lactato de quitosana incorporado com o complexo de nanoparticulas de prata e sulfato
de condroitina, sendo utilizado fibroblastos L-929 como um modelo de célula de
mamifero. Como pode ser visto, as nanofibras de lactato de quitosana incorporado
com o complexo de NpsAg e sulfato de condroitina ndo tém efeito negativo na
viabilidade celular. A néo citotoxicidade das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg
submetidas a eletrofiacdo pode ser atribuido a um equilibrio hidrofébico-hidrofilico
ideal estabelecido pela presenca das cadeias do lactato e sulfato de condroitina

enxertadas, respectivamente (CUI,2009).
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Figura 26 - Proliferacéo celular de células L-929 avaliada pelo ensaio MTT apés 24h

de incubacédo com 0,5% de fenol como controle negativo (-), meio de cultura fresco

como positivo (+) e QUI-g-PLA/SC:NPsAg.

A Figura 27 mostra a microscopia de fluorescéncia de células de fibroblastos
aderidas aos scaffold de QUI-g-PLA/SC:NPsAg e QUI-g-PLA para estudar a influéncia
do sulfato de condroitina sobre proliferacdo das células de fibroblasto em nanofibras
eletrofiadas. Os fibroblastos aderidos células em QUI-g-PLA/SC:NPsAg e QUI-g-PLA:

AgNP foram coradas com laranja de acridina. Ambos os tipos de scaffold promovem
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a adesdao e proliferacdo de células de fibroblastos como mostrada na Figura 26. No
entanto, é evidenciado em imagens Opticas de fluorescéncia, na Figura 27, que na
eletrofiacdo QUI-g-PLA/SC:NPsAg as nanofibras exibem mais proliferacéo de células
de fibroblastos de camundongo L929 em relacéo as nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg
apos 24 horas, como esperado. Sabe se que sulfato de condroitina atua como
constituintes de tecidos nativos e sdo amplamente utilizados para produzir scaffold

gue servem como um analogo ativo da matriz extracelular nativa (ECM) (ZONG,2005)

Nuamero de Celulas (1023)

CH-g-PLA CH-g-PLA‘AgNP  CH-g-PLA:AgNP-C,4S
(©)
Figura 27 - Analise de microscopia de fluorescéncia de células de fibroblasto L-929
aderidas ao QUI-g-PLA (a) e QUI-g-PLA/SC:NPsAg (b) apdés 24h de incubacéao.

Ampliagdo: 200x. O numero de células aderidas para diferentes substratos

eletrofiadas semeados com 1,5 x 10° células sdo mostrados em (c). Os dados sdo

relatados como medias + DP.
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5.11 CURVA DE CALIBRACAO PARA ESTUDO DE LIBERACAO

Para realizar o estudo de liberacdo das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg foi
necessario preparar uma curva de calibracdo. A Figura 28 mostra o espectro UV-vis de
solugbes aquosas QUI-g-PLA/SC:NPsAg em diferentes concentragées. A banda de

ressonancia de plasmon de superficie das nanoparticulas de prata se observa em 435 nm.

08| 435 nm
0,6 -
o
(&)
&
o 04}
o
[%2)
o]
<
0,2
0,0 . : . : .
200 400 600 800

Comprimento de onda (hm)

Figura 28 — Espectro UV-vis da solucdo aquosa de QUI-g-PLA/SC:NPsAg.

O perfil de liberacdo dos ions de prata (Ag*) das nanofibras QUI-g-
PLA/SC:NPsAg é mostrado na Figura 29, notasse que a taxa de liberacdo dos ions
Ag* é relativamente alta nos primeiros dias e depois nivela-se com o tempo. As
liberacdes cumulativas ao longo de 10 dias para as nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg
foram de aproximadamente 40 partes por milhdo (ppm) e uma constante taxa de
liberacdo de Ag* em torno de 1 ppm por dia, apés os 10 primeiros dias, em estudos
anteriores foi relatado que uma constante e prolongado taxa de liberacdo Ag* em um
nivel de concentracdo bem menor em torno de 0,1 parte por bilhdo (ppb) ja se faz
necessaria para fornecer propriedades antibacterianas eficazes (KUMAR,2005).

Entdo, os resultados indicam que as nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg
podem liberar quantidades suficientes de Ag* para exibirem atividade antibacteriana
sustentavel.

Estudos recentes indicam que sulfato de condroitina € capaz de estimular o
processo de cicatrizacdo de feridas em um mecanismo complexo regulado por

moléculas de sinalizagdo produzidas por uma ampla gama de células presente na
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matriz extracelular (ZOU,2009). O sulfato de condroitina € um grupo importante de
proteinas na matriz extracelular que desempenha um papel significativo em cada
estagio do processo de cicatrizacdo de feridas (FRANTZ ,2010). Além das
caracteristicas discutidas acima, o lancamento local do sulfato de condrotina pode
melhorar as propriedades finais das nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg estimulando
a reparacao de feridas.

A Figura 29 mostra a fracdo de sulfato de condroitina liberado in vitro a partir
das nanofibras de QUI-g-PLA/SC:NPsAg em funcéo do tempo. O perfil de liberacéo
mostrado na Figura 29, nos diz que a fracédo de sulfato de condroitina liberada in vitro
aumentou até 12 dias e entdo alcancou o equilibrio. Os dados de liberacdo obtidos
das nanofibras QUI-g-PLA/SC:NPsAg foram realizados em condi¢des fisiologicas
(tampéo de fosfato, 50 mM, pH 7,4) e indicam uma maior retencdo de sulfato de
condroitina, ou seja, uma liberagéo de cerca de 58% de massa em 10 dias. Essa maior
liberacdo de sulfato de condroitina sugere um tipo forte de complexacao policatido-
polianido, interagindo entre 0s grupos amino ndo enxertados de quitosana e grupos
sulfato do sulfato de condroitina (DENUZIERE , 1999).

Entdo, os complexos formados s&o muito fortes e podem favorecer o
aprisionamento das moléculas de sulfato de condroitina dentro das nanofibras de QUI-
g-PLA/SC:NPsAg.
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Figura 29 - Perfis de liberagao in vitro de Ag+ ions (e) e CS (o) a partir de nanofibras
de QUI-g-PLA/SC:NPsAg em funcao do tempo em solucdo tampéo de fosfato (PBS,

50 mM, pH 7,4) e 37 °C (valores médios + dp; n = 3).
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6. CONCLUSOES

Apos as andlises dos resultados experimentais obtidos, podemos concluir que,
a massa molar viscosimétrica média encontrada para a QUI foi de 1,47 x 10°Da. Esta
massa molar tem um valor intermediério, o que representa a possibilidade de ter boas
propriedades fisico quimicas, permitindo também a solubilidade da QUI em até
2 %m/m, o que facilitou a reacéo de transesterificacdo para a formacéo do lactato de
quitosana. O grau de desacetilacdo obtido foi de 92,53%, 0 que € muito desejavel,
visto que quanto menor o grau de desacetilagcdo, maior a quantidade de quitina ligada
a QUI, e com isso, mais dificil a solubilidade da QUI em acidos fracos.

A reacdo de esterificacdo foi realizada com éxito obtendo-se valores de
rendimento médio de 78,0% tanto para o lactato de metila e de etila, a sua conversao
foi comprovado por FTIR.

A reacdo de amindlise para a sintese do lactato de quitosana foi realizada com
sucesso o que foi comprovado pelas andlises FTIR, TGA, DSC e RMN *H, onde no
FTIR apresentou o aparecimento de bandas de estiramento C-O em 1121 cm™ e 1076
cm?® e a banda de estiramento da ligacdo éter (C-O-C) em 1037 cm* confirmando a
formacdo do lactato de quitosana. Pelos resultados obtidos através das andlises
térmicas, a formacédo do lactato de quitosana pode ser confirmado pela mudanca no
perfil térmico das amostras, mostrado pela menor estabilidade térmica no perfil de
degradacédo do lactato de quitosana quando comparado com a quitosana. Através da
analise de TGA foi possivel calcular o valor de Ea para o lactato de quitosana
encontrando um valor de 151,3 KJ/mol. O DSC mostrou uma tg a -37,8°C, na
quitosana modificada, que atribuimos ao enxerto de oligbmeros de poli(acido latico)
na cadeia de quitosana. O deslocamento do préton em 2,1 ppm (H-2), nos mostra a
ligagdo amida, que confirma o enxerto bem-sucedido da quitosana com o lactato de
metila e oligbmeros de poli(acido latico), permitindo a formacéo da nanofibra QUI-g-
PLA.

A formacéo do complexo de sulfato de condroitina com NPsAg foi confirmado,
pela banda de Plasmon em 435 nm, no UVvis e na caracterizagao por FTIR e TGA.

As imagens de MEV das nanofibras QUI-g-PLA/CS:NPsAg apresentam uma
morfologia continua e lisa com boa integridade estrutural, e uma espessura média em

torno de 340 nm e pelo teste de angulo de contanto nos mostrou que as nanofibras
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QUI-g-PLA/CS:NPsAg possuem alta porosidade o que se torno desejavel para a
adeséao e proliferagdo dos fibroblastos, promovendo assim o crescimento celular e
ajudando na cicatrizacao de feridas.

As nanofiboras de QUI-g-PLA/CS:NPsAg apresentaram propriedades
antimicrobianas para bactérias do tipo Gram-positiva de Staphylococcus aureus e
Gram-negativa de Escherichia coli, apresentando halos inibitérios de 20,0+3,0 e
12,0£3,0, respectivamente.

O ensaio de citotoxicidade mostras que as nanofibras de QUI-g-PLA/CS:NPsAg
nao tém efeito negativo na viabilidade celular, apresentando um aumento na
proliferacéo celular, devido ao sulfato de condroitina presente nas nanofibras.

O perfil de liberacdo dos ions de prata (Ag*) das nanofibras QUI-g-
PLA/CS:NPsAg indicam que as nanofibras podem liberar quantidades suficientes de
Ag* para exibirem atividade antibacteriana sustentavel tornando as nanofibras como

potenciais candidatas para estudos biomédicos.
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