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RESUMO

Apesar do uso de antibidticos ser indispensdvel para o tratamento de infecgdes
bacterianas em humanos e animais, seu consumo de maneira indiscriminada tem favorecido o
aparecimento de bactérias resistentes aos antibidticos. Como forma de contornar esse
problema, compostos naturais com propriedades antibacterianas tém sido empregados como
alternativa aos antibiéticos convencionais devido aos seus diferentes mecanismos de aco.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de mantas de fibras
eletrofiadas de poli (acido lactico) (PLA) contendo borracha natural (NR) e curcumina
visando aplicacGes em curativo de pele com propriedades bactericidas. O PLA foi escolhido
como polimero base para producdo das fibras por ser um polimero facilmente eletrofiavel,
biocompativel e biodegradavel, enquanto que o latex (contendo NR) foi escolhido devido ao
seu estimulo natural a angiogénese, biocompatibilidade, baixo custo e facil manuseio. Ja a
curcumina foi empregada por suas propriedades antibacterianas, antioxidantes, antifungica e
anti-inflamatoria. Devido a incompatibilidade entre os polimeros, a reacdo de epoxidacdo da
NR foi empregada para favorecer a interacdo com o PLA. Também foram produzidas
microfibras da blenda de PLA e NR (sem o processo de compatibilizagdo) com duas
concentracdes de curcumina (2,5% e 5%, em relacdo a massa polimérica), empregando uma
estrutura de membrana assimétrica (compostas de 2 camadas de fibras com propriedades
distintas em termos de morfologia e propriedades) visando aplicagdes como curativo para o
tratamento de feridas. Os resultados indicaram que a manta assimétrica contendo curcumina
apresentou acdo antibacteriana contra as bactérias S. aureus e E. coli, com resultados mais
promissores para a primeira conforme de modelo de ferida empregando pele de porco ex-vivo.
Os resultados também mostraram que as membranas assimétricas foram capazes de evitar a
penetracdo de bactérias por até 14 dias. Além disso, a fotodegradacdo, uma das principais
desvantagens da curcumina, foi contornada com a adicdo da camada superior extra de
nanofibras de PLA sobre a camada de microfibras de PLA/NR contendo curcumina, sendo
capaz de evitar a sua fotodegradacdo por até 12 horas quando expostas a luz. Por fim, os
resultados apresentados mostraram duas diferentes alternativas para obtencdo de mantas de
fibras empregando a blenda de NR e PLA e também o alto potencial da curcumina como um
composto antibacteriano para aplicacfes em curativos cutaneos baseados em mantas de

micro- e nanofibras.



ABSTRACT

Although the use of antibiotics has been indispensable for the control of diseases in humans
and animals, their indiscriminate consumption has favored the appearance of bacteria resistant
to antibiotics. A way to tackle this problem is based on the use of natural compounds with
antibacterial properties, as an alternative to conventional antibiotics, due to their different
mechanisms of action. In this context, this work aimed at the development of electrospun
fiber mats of poly lactic acid (PLA) containing natural rubber (NR) and curcumin for
applications in bactericidal wound dressings. PLA was chosen as the base polymer for fiber
production because it is easily electrospun, besides being biocompatible and biodegradable,
while latex (containing NR) was chosen due to its natural stimulus to angiogenesis,
biocompatibility, low cost and easy handling. Curcumin was chosen because of their
antibacterial, antioxidant, antifungal and anti-inflammatory properties. Due to the
incompatibility between the polymers, the NR epoxidation reaction was used to favor the
interaction with the PLA. Microfibers from the blend of PLA and NR (without the
compatibility process) were also produced with two concentrations of curcumin (2.5% and
5%, in relation to the polymeric mass), using an asymmetric membrane structure (anisotropic
structure composed of 2 layers of fibers with different properties in terms of morphology and
properties) aiming at application in wound dressing. The results indicated that the
asymmetrical mat containing curcumin showed antibacterial action against S. aureus and E.
coli bacteria, with more promising results for the former, according to the results of a wound
model using ex-vivo pigskin. The results also showed that the asymmetric membranes were
able to prevent the penetration of bacteria for up to 14 days. In addition, photodegradation,
one of the main disadvantages of curcumin, was overcome with the addition of an extra top
layer of PLA nanofibers over the curcumin-containing PLA/NR microfiber layer, which was
able to prevent its photodegradation for up to 12 hours when exposed to light. Finally, the
results presented show two different alternatives for obtaining microfibers using the blend of

NR and PLA and also the high potential use of curcumin for wound dressing application.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, diversos estudos cientificos tem reportado o aumento do
crescimento de cepas de bactérias resistentes a antibidticos, gerando grande preocupacéo tanto
no meio académico como na sociedade civil [1,2]. O relatério sobre a vigilancia do consumo
de antibioticos, publicado pela Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) em novembro de 2018,
mostra que bactérias resistentes a antibidticos sdo uma grande ameaca a salde e ao
desenvolvimento humano [3]. Isto tem levado a problemas como o aparecimento da bactéria
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, sendo considerada pela OMS como uma
bactéria mortal e resistente de alta prioridade [4]. Além da S. aureus, a OMS inclui como alta
prioridade a bactéria Enterococcus faecium, resistente a vancomicina, Enterobacteriaceae,

resistente a terceira geracdo de cefalosporina, entre outras bactérias [4].

Estes patogenos tornam-se clinicamente importantes quando conseguem passar a
barreira de defesa, como a pele, e atingir a corrente sanguinea, causando algumas doencas
como pneumonia [5], infeccBes no trato urinario [6], endocardite [7], entre outras [8]. Além
disso, S. aureus é considerada uma bactéria multi-resistente por apresentar resisténcia aos
antibioticos penicilina, meticilina, vancomicina, etc [9]. O uso descontrolado e inadequado de
antibidticos tem sido apontado como o principal fator para o aumento da resisténcia das
bactérias [10]. Dentre os 6 paises da América analisados pela OMS, o Brasil apresentou o
maior consumo de antibidtico, com mais de duas mil toneladas de antibidticos consumidas

apenas no ano de 2015.

Uma das estratégias que podem ser empregadas para contornar o problema da
utilizacdo desenfreada de antibidticos consiste na utilizacdo de compostos naturais que
tenham ag&o bactericida, pois sdo considerados agentes modificadores de resisténcia [11-13].
Compostos naturais tem recebido bastante atencdo por serem oriundos de fontes naturais e por
possuirem acgdes de interesse no tratamento de feridas [14,15]. Um composto bastante
estudado recentemente é a curcumina, um polifenol extraido das raizes da Curcuma longa ou
acafrdo, planta extensamente empregada na culinaria oriental [16-18]. Além do sabor e cor
dado a comida, a curcumina possui inumeras a¢des que possibilitam sua utilizacdo em feridas

como acdo bactericida, anti-inflamatdria, antioxidante [19] e antifungica [20,21]. Alguns
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estudos mostram a acao sinérgica entre a curcumina e outros compostos antimicrobianos [22—
27]. Esses estudos empregando curcumina foram capazes de diminuir a resisténcia de
bactérias, como a S. aureus, tornando-a mais suscetiveis aos antibidticos empregados e
diminuindo a concentracdo inibitéria minima destes [28]. Em outro estudo [26],
nanoparticulas compdsitas de prata e curcumina foram produzidas com sinergismo em relacéo
a atividade antibacteriana, cujo compdsito apresentou agao contra as bactérias E. coli e B.
subtilis [26]. Adicionalmente, a curcumina tem sido apontada como uma potencial opg¢éo
para o tratamento contra da doenca provocada pelo coronavirus (Sars-Cov2) [29]. Contudo, a
curcumina possui algumas limitagdes de aplicacGes devido a baixa estabilidade em solugéo
aquosa, degradacao quando exposta a luz e sua baixa biodisponibilidade. Deste modo, estudos
recentes tem utilizado a curcumina encapsulada em diferentes nanoestruturas como
nanoparticulas e nanofibras, de modo a suprir suas desvantagens [30-34], aumentando sua

estabilidade e solubilidade.

As nanofibras obtidas por eletrofiacdo apresentam propriedades mecéanicas
interessantes, alta porosidade inter- e intrafibras, grande area superficial, possibilidade de
escalonamento de producdo, versatilidade quanto ao material empregado e possibilidade de
funcionalizacdo antes ou ap6s a producdo das nanofibras [35-37]. Tais vantagens permitem
gue o as nanofibras possam ser empregadas em diferentes aplicacdes, incluindo engenharia de
tecidos [38], tratamento de agua [39,40], sensores [37,41], entre outros [42,43]. As nanofibras
produzidas pela técnica de eletrofiacdo tém sido empregadas também como veiculo para
liberacdo de inimeros compostos como antibi6ticos [44-46], proteinas [47][48], entre outros
[49-52].

Atualmente, cerca de 75 polimeros naturais ou sintéticos sdo empregados para
producdo de nanofibras por eletrofiacdo [53]. A escolha do polimero ou da combinacéo de
polimeros (como blendas) varia de acordo com sua aplicacdo, propriedades mecanicas,
térmicas e bioldgicas. A blenda polimérica torna-se uma das maneiras de obtencao de novas e
melhores propriedades, a qual consiste na unido ou mistura de dois ou mais polimeros com o
objetivo de melhorar as propriedades de cada polimero isolado [54]. Dentre os polimeros
naturais, o latex extraido da seringueira Hevea brasiliensis, espécie com a maior capacidade
produtiva de latex [55], apresenta em sua composi¢do poliisopreno (borracha natural), &gua,
proteinas, lipideos [56] e tem sido bastante empregado como biomaterial devido as suas
propriedades fisicas, biocompatibilidade, auséncia de toxicidade, indu¢do da angiogénese e
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reparacao tecidual [57-59]. Este material vem sendo apontado como um potencial curativo
para liberacdo controlada de medicamentos [60,61]. A estrutura quimica bésica do 1,4-
poliisopreno é constituida por unidades de isopreno nas configuracdes cis e trans,
representadas na Figura 1 (a-c), respectivamente, com prevaléncia entre 90-98% de

poliisopreno na configuragéo cis-1,4 e nenhum grupo terminal reativo [62,63],

(a) HaC H
HaC CH,
[sopreno
(b)
HsC H

- n

1,4-cis-poliisopreno

()

n n

1.4-trans-poliisopreno

Figura 1. Estrutura quimica do a) isopreno, b) 1,4 cis - poli-isopreno e ¢)1,4 trans- poli-isopreno.

O poli &cido lactico (PLA) é outro polimero muito utilizado na area farmacéutica e
com intmeras aplicacbes na area médica [64,65], cuja estrutura quimica estd mostrada na

Figura 1.1.
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Figura 1.1. Estrutura quimica do PLA [66].

O PLA é um biopolimero semicristalino ou amorfo, biocompativel e biodegradavel,
com diferentes aplicagfes como, por exemplo, para uso em embalagens de alimentos [67—69],
como scaffolds para células [65,66,70], em filtros de ar [71,72] e liberacdo controlada de
farmacos [73,74]. Derivado da fermentacdo de fontes renovaveis, como amido de milho [75],
cana de acgUcar [76] e batata [77], o PLA tem sido considerado como um substituto, para
certas aplicagdes, dos polimeros derivados de fontes ndo renovaveis [78]. O PLA encontra-se
disponivel comercialmente, sendo produzido em larga escala com baixa emissdo de carbono
em sua producao [79]. Por essas propriedades e caracteristicas, o0 PLA tem sido amplamente
empregado na producdo de nanofibras para liberacdo de inimeros compostos como 06leos
essenciais [80], agente antibacteriano [81], entre outros [82,83]. Apesar das vantagens, o PLA
apresenta um comportamento fragil, baixa elongacdo de ruptura e baixa estabilidade térmica
[84].

Para tentar expandir o uso e aplicacfes deste polimero, pesquisadores tem buscado
produzir blendas do PLA com outros polimeros, incluindo poli etileno-glicol [85], poli amida
[86], poli-hidroxibutirato [87], poliuretano[88] e outros [89,90]. Neste contexto, a borracha
natural (BN) extraida do latex torna-se ideal para melhorar as propriedades mecénicas do PLA
e sua biodegradabilidade [91]. Contudo, devido a diferenca de tensdo superficial, a blenda de
PLA com BN é imiscivel [92], o que gera uma interface pobre entre esses polimeros,
impactando nas propriedades finais da blenda [93]. Assim, para melhorar a compatibilidade
entre BN e o PLA hé a necessidade de se utilizar agentes de compatibilizacdo ou o uso de
copolimeros [92,94-97]. A reacdo de epoxidacdo também tem sido empregada na borracha
natural para melhorar a sua compatibilizacdo com o PLA [98-100]. Resumidamente, a
epoxidacdo da borracha natural consiste na introducdo randomicamente de um grupo epoxi na
estrutura da borracha natural. O grupo epoxi, devido a sua polaridade, é capaz de melhorar a

compatibilidade com polimeros polares [101]. Indmeros fatores podem afetar o grau de
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epoxidacdo da borracha, como temperatura, tempo de reacdo e o conteldo de reagentes
empregados [102].

Este trabalho buscou desenvolver mantas de fibras poliméricas obtidas pela técnica de
eletrofiacdo a partir da blenda de polimeros como PLA e BN contendo curcumina, visando
utilizar as mantas produzidas como curativos para aplicacdo em feridas, auxiliando no
processo de cicatrizacdo. Como contribuicdo, este trabalho propde a producdo de blendas de
PLA/BN empregando duas metodologias distintas: i) a primeira metodologia consiste na
epoxidacdo da borracha natural para melhorar a compatibilidade com o PLA, e ii) a segunda
metodologia consiste no uso de solventes e concentragBes especificas, visando a producgéo de
nano/microfibras da blenda de BN e PLA sem a necessidade de compatibilizacdo. Microfibras
de borracha natural também foram produzidas. Por fim, o presente trabalho apresenta uma
membrana assimétrica que consiste em duas camadas de fibras eletrofiadas, sendo a primeira
com nanofibras de PLA e a segunda camada com microfibras da blenda de PLA/BN contendo
curcumina. A membrana assimétrica foi caracterizada por FTIR-ATR, MEV, angulo de

contato e teste antibacterianos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Nanotecnologia

O uso da nanotecnologia, medicina regenerativa e biotecnologia tem sido combinadas
de forma inovadora para o desenvolvimento de novos curativos para o tratamento de feridas
como as Ulceras cronicas, venosas e de pressdo ou aquelas provocadas por gqueimaduras
[103-107]. Estes sistemas tem sido produzidos com diferentes materiais, incluindo polimeros
biocompativeis e biodegradaveis e materiais compositos, e que apresentam caracteristicas
como atividade antimicrobiana, capacidade de liberacdo controlada de antibidticos ou
compostos naturais [108-113]. Por exemplo, Ali e colaboradores [114] desenvolveram uma
membrana formada por duas camadas de nanofibras poliméricas contendo extrato de neem
(Azadirachta indica). A membrana apresentou atividade antibacteriana e absorcdo de

umidade, tornando-a promissora na aplicagdo como curativo.

Uma grande variedade de materiais sdo empregados no desenvolvimento de curativos
como quitosana [115], PLA, PCL, borracha natural [116] e outros [117]. Por exemplo,
Ahmadian e colaboradores [118] empregaram uma blenda polimérica de
PLA/celulose/colageno com sulfadiazina de prata incorporada. Os resultados mostraram
potencial para aplicacdo como curativo com propriedades antibacterianas, biocompativel e

nao citotoéxico.

Os recentes progressos na nanotecnologia tem permitido a obtencdo de nanoestruturas
com didmetros e tamanhos variados (1-1000nm) com propriedades de grande interesse no
tratamento de feridas [105]. A técnica de eletrofiacdo tem sido intensamente investigada na
producdo de nanofibras a partir de diversos materiais como polimeros, blendas poliméricas,
compdsitos [119]. No processo de eletrofiacdo sdo empregadas forcas eletrostaticas para a
producdo de micro/nanofibras a partir de solugdes poliméricas. Os componentes basicos do
sistema de eletrofiacdo incluem uma seringa com agulha contendo a solucdo polimérica a ser

eletrofiada, uma bomba ejetora, uma fonte de alta voltagem e um coletor rotativo aterrado,
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conforme ilustrado na Figura 3. Outras varia¢Oes da eletrofiacdo podem ser empregadas como
é o caso da eletrofiacdo sem agulhas [120], maltiplas agulhas [121] ou diferentes morfologias
de coletores [122], incluindo coletor cilindrico [123], de anéis [124] e outros [125-127].
Nesta técnica, um campo elétrico intenso (10 kV - 30 kV) é aplicado a gota da solucédo
polimérica. Com o aumento da tensdo elétrica, hd o acimulo de cargas eletrostaticas na gota
polimérica, cujas forcas de repulsdo provocam deformacéo da gota polimérica que se alongam
na forma de um cone, chamado de cone de Taylor [128,129], com consequente ejecdo de um
jato polimérico [37,129]. Este jato polimérico € estirado no percurso até o coletor metalico, e
durante o processo, o solvente evapora e h& a formacao das nanofibras que séo depositadas no
coletor [130].

Fonte de alta tensao

. +
Coletor
ARAN l I
i %'-
Motor Bomba

Figura 2. Sistema de eletrofiagdo com fonte de alta tenséo e seringa contendo solucéo polimérica,
bomba de injecdo e um motor de rotacéo.

A morfologia das nanofibras pode sofrer interferéncias de diversos parametros tais
como i) parametros da solugdo: concentracdo, viscosidade, condutividade, tensdo superficial e
constante dielétrica; ii) parametros de processo: fluxo, tensdo aplicada, distancia da agulha ao
coletor, didametro da agulha; iii) pardmetros ambientais: temperatura e umidade [131]. Os

parametros de solucdo, principalmente a viscosidade, desempenham um papel importante
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para obtencdo de micro/nanofibras livres de defeitos, chamados de beads [132]. Esses
parametros estdo relacionados as propriedades fisico-quimicas do polimero e solventes e suas
interacdes [133]. Os parametros de processo estdo relacionados a deformacdo da gota
polimérica e consequente formacdo do jato. A importancia da distancia entre a ponta da
agulha e o coletor, esta relacionado com a evaporacdo do solvente, a influéncia do campo
elétrico e o tempo do jato para executar esse percurso [134]. Em relacdo aos parametros
ambientais, influenciam também a taxa de evaporacdo do solvente e a morfologia das
nanofibras [135]. Com o0s parametros otimizados, pode se obter micro/nanofibras com
morfologias uniformes, livres de defeitos, com agentes ativos encapsulados que podem ser

aplicados para diferentes aplicagoes.

Nanofibras eletrofiadas tem sido empregadas em diferentes aplicaces como sensores
e biossensores [136], plataformas (scaffolds) para crescimento celular [137,138], filtros para
tratamento de agua e ar [39,139-141], sistema de liberagcdo controlada [142-144], catalise
[145,146], entre outras aplicacdes [147-150]. As fibras produzidas pelo processo de
eletrofiacdo possuem alta area especifica superficial, porosidade ajustaveis (poros superficais
ou poros entre as fibras), possibilidade de funcionalizagdo superficial e de encapsulamento de
diversos compostos ativos [137]. Dentre esses materiais, o polimero sintético poli(acido
lactico) (PLA) e o polimero natural borracha natural tem grande potencial na producao de
nanofibras eletrofiadas devido as suas propriedades de interesse e que incluem

biocompatibilidade, biodegradabilidade e citocompatibilidade [151,152].

2.2 Polimeros

A borracha natural tem sido empregada em blendas poliméricas devido as suas
propriedades mecanicas[153] e bioldgicas [58,154] e tem sido empregada em diversas areas
[155-162]. Lendvai [163] empregou borracha natural na producdo da blenda com
polipropileno (PP) usando a técnica de mistura de evaporacao rapida para investigar o efeito
da adicdo de BN nas propriedades mecénicas da blenda PP/BN. Apesar de seu uso em
blendas, BN é incompativel com PLA, resultando em uma blenda com baixa adeséo
superficial, aglomeragdes de particulas de BN com impacto nas propriedades da matriz
polimérica [164]. Para melhorar a compatibilidade polimérica, algumas estratégias sao
empregadas como o uso de polimeros modificados quimicamente [164,165], uso de
copolimeros [92,166,167] ou o uso de compatibilizadores [93]. Por exemplo, Juntuek e
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colaboradores [168] modificaram BN com a inser¢éo de metacrilato de glicidila (BN-g-MG).
A porcentagem de modificacdo da borracha de 4,35% apresentou melhor compatibilizagéo

com melhora nas propriedades mecéanicas.

A copolimerizagdo também é adotada para modificacbes desses polimeros com o
objetivo de melhorar a interacdo entre BN e PLA. Por exemplo, Chumeka e colaboradores
[169] empregaram poli(acetato de vinila) para modificacdo da BN (BN-g-PVAc) e melhorar a
compatibilizacdo com PLA. Thepthawat e Srikulkit [170] reportou o preparo de PLA
enxertado com BN (PLA-g-BN), cujo copolimero atuou como compatibilizador na blenda
com PLA. No trabalho publicado por Panploo e colaboradores [171], a borracha natural foi
empregada juntamente com silica para produzir um material composito com propriedades de
qguimioabsorcédo e fisicoabsorcdo de didxido de carbono. O composito BN/silica apresentou
também alta estabilidade durante os ciclos de reuso, sendo empregado em mais de 10 ciclos
[171]. Outros materiais podem ser adicionados a borracha natural como ferro em p6 [172],
negro de fumo [173], nanocristais de celulose [174] e outros [175-177] para melhora de suas
propriedades magnéticas, mecanicas e térmicas. Outros materiais sdo adicionados a blenda
com a borracha natural para atuarem como agentes de reforco e de compatibilizacdo. Por
exemplo, Mahendra e colaboradores empregaram nanocristais de celulose e nanofibras de
celulose modificadas com 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO) [178] como reforco e
agente compatibilizante em blenda de polipropileno/borracha natural ciclica, em um exemplo
de blenda imiscivel. A melhora nas propriedades e compatibilizacdo foram estudadas através
de ensaios mecénicos, tensdo superficial interfasica e andlise térmica como Analise
Termogravimétrica (TGA). A estabilidade térmica do material foi melhorada em 20-23 °C
apos a adicdo de 1% de nanocelulose o que foi considerado como uma indicacdo de
compatibilidade [178].

A epoxidacdo da BN, obtida com a introducdo de grupos epdxi na BN e controlada por
reacOes quimicas [179], foi empregada por Klinkajorn e Tanrattanakul para melhorar as
propriedades mecénicas da blenda entre a BN epoxidada (BNE) e o PLA [98].
Especificamente, foi estudada a porcentagem de epoxidacdo da BN que melhor compatibiliza
com o PLA, refletindo na miscibilidade polimérica, reducdo de particulas de BNE e nas
propriedades mecanicas. A melhora na miscibilidade da blenda polimérica foi verificada
através da morfologia das particulas de BNE, cujos didametros foram reduzidos a valores
abaixo de 1um [98]. A blenda PLA/BNE tornou-se reativa devido aos grupos funcionais
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presentes nos dois polimeros, com interacdo entre 0 grupo epoxi e 0s grupos terminais do
PLA [180].

Apesar de existirem estudos envolvendo a blenda de borracha natural e PLA, 0s
trabalhos empregando micro/nanofibras dessa blenda ou apenas da borracha natural, ainda sao
escassos [181,182]. J& micro/nanofibras empregando borracha natural e outros polimeros sdo
reportadas na literatura, como por exemplo, no trabalho de Mohammad e colaboradores, 0s
quais empregaram a blenda de borracha natural cloroacetada (CBN) com alcool polivinilico
(PVA) para producéo de nanofibras por eletrofiagdo. CBN foi empregado como uma versao
da borracha natural com grupos ativos funcionais carbonil e hidroxil disponiveis para

interacdes intramoleculares [116].

2.3 Curcumina

A curcumina é um pigmento curcumindide de coloracdo amarelada, extraida do
turmérico da Curcuma longa Linn [183]. A curcumina é considerada um composto
polifendlico cuja formula molecular é C;1H200¢ € recebe 0 nome sistematico de 1,7-bis(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona [184]. Trata-se de um polifenol, que
apresenta tautomerismo ceto-enol [183] e suas estruturas quimicas estdo mostradas na Figura
2.1.

20



Figura 2.1. Estrutura quimica de a) curcumina ceto-enol e b) curcumina diceto [185]

Ela é extraida da planta Curcuma longa, e tem ganhado destaque devido as suas
propriedades antimicrobianas [186-188], antivirais [189,190], anti-inflamatorias [191] e
antioxidantes [21,192], sendo capaz de atuar como um excelente fitoterapico no tratamento de
feridas, tratamento de doengas cardiovasculares [190,193], entre outras [194]. Por exemplo,
Tong e colaboradores [195] empregaram um filme de nanocelulose com curcumina para
estudos de cicatrizacdo in-vivo e estudos antibacterianos. O filme apresentou acdo
antibacteriana contra 5 de 6 bactérias testadas, além de uma significante reducéo na ferida de

ratos diabéticos apds 7 dias da aplicacdo topica [195].

A curcumina na regido da ferida é capaz de inativar as espécies reativas de oxigénio e
reduzir a peroxidacdo lipidica, além de contribuir com a proliferacdo celular, estimular a
sintese e a maturacdo de colageno e também a biossintese da matriz extracelular [196-198].
Contudo, a sua aplicacdo na area clinica torna-se restrita devido a sua baixa solubilidade em
agua, susceptibilidade & fotodegradacdo e baixa biodisponibilidade oral. Deste forma, o
encapsulamento da curcumina em diferentes materiais e formas tem sido uma solucdo para
superar tais desvantagens e permitir sua aplicacdo terapéutica [199]. Por exemplo, curcumina
foi incorporada em um sistema de hidrogel para o tratamento de feridas [200], possibilitando
melhora na eficiéncia na contragdo da ferida a0 aumentar a organizagdo do colageno, sem

ocasionar formacdo de cicatrizes ou defeitos secundarios associados ao processo de
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cicatrizagdo [200]. Aléem disso, a nanotecnologia tem sido amplamente empregada em
sistemas de liberacdo controlada para superar algumas limitagdes da curcumina, melhorando a
sua solubilidade, estabilidade e hidrofilicidade [201-203] quando comparada com sua forma
ndo encapsulada [204-208]. Por exemplo, nanoparticulas core-shell foram produzidas por
Chen e coautores [209] na elaboragdo de um sistema de co-liberagéo de curcumina e peperina
empregando zeina (core) e polissacarideo aniénico (shell). Os resultados mostraram que 0
encapsulamento foi efetivo na foto- e termodegradacédo da curcumina e piperina, além disso, a
liberacdo aconteceu em condi¢fes semelhantes ao trato gastrointestinal, o que pode melhorar
a sua biodisponibilidade oral [209]. Em outro exemplo, Mo e colaboradores [210]
empregaram curcumina encapsulada em nanofibras de PLGA e nanocristais de celulose para
tratamento de feridas por queimadura. Os resultados demonstraram uma liberacdo sustentada
de curcumina, melhora em sua biodisponibilidade e aceleramento do processo de cicatrizacdo
de feridas por queimaduras [210]. Em outro trabalho, Perumal e colaboradores [211]
empregaram uma blenda de PLA e poliglicerol na producdo de nanofibras com curcumina
para aplicacBGes no tratamento de feridas [211]. Os resultados observados mostraram que a
liberacdo rapida de curcumina resultou em uma melhora na viabilidade, adesao e proliferacdo
celular, sendo indicada no tratamento de feridas cronicas e agudas em pacientes com diabetes
[211]. Mei e colaboradores [212] empregaram poli (carbonato de propileno) e quitosana
modificada na producéo de nanofibras eletrofiadas com encapsulamento de curcumina. Os
resultados mostraram uma liberacdo gradual de curcumina em 288 horas, excelente acédo

cicatrizante com aproximadamente 100% da ferida foi recuperada ap6s 21 dias [212].
2.4 Curativos

Nos Estados Unidos, cerca de 25 bilhdes de reais sao empregados no tratamento de
feridas cronicas [183,213]. No Brasil, o Sistema Unico de Sadde, que atende mais de 190
milhGes de pessoas, desembolsa para Curativos classificados como Grau | (lesdo aberta,
pequena area de tecido afetado), cerca de R$ 4,50 e para Grau Il (lesdo aberta, grande area de
tecido afetado), cerca de R$ 32,40, por paciente tratado [183]. O tipo de ferida e o tempo de
tratamento podem afetar ainda mais nos valores desembolsados [214]. Os curativos precisam
apresentar caracteristicas e propriedades que os tornem adequados no tratamento de feridas,
tais como, uma estrutura projetada com estabilidade mecénica para protecdo da ferida,

capacidade de absorcdo de exsudato e de impedir infecgdes, manutencdo da umidade no local
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da ferida, e que sejam capazes de liberar compostos que possam acelerar o processo de
cicatrizagao [215,216].

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) disponibiliza no Portal da
ANVISA bancos de dados contendo informagbes sobre dispositivos médicos que estdo
regularizados e com registro valido na Agéncia. A partir desses bancos de dados, encontra-se
através do nome técnico “curativos”, diversos dispositivos registrados. Fabricantes como o
Laboratorio B.braun S/A, Libatape pharmaceutical, Pharmaplast, BSN Medical Gmbh,
Covalon Technologies, entre outros fabricantes com paises de origem como Estados Unidos,
China, Japdo, Canadé, Egito. As principais funcdes desempenhadas por esses curativos sao a
protecdo do local lesionado contra infeccdo bacteriana, empregando prata como agente
antibacteriano ou apenas como um impedimento fisico a entrada de bactérias, controle da
umidade no ambiente, permeabilidade a gases como oxigénio e vapor de &gua. Entre o0s
agentes antimicrobianos adicionados ao curativo, a prata € um dos principais compostos
encontrados, o que encarece ainda mais o produto final. Os pregos dos curativos variam de 10
reais a 600 reais (5 unidades, 10cm x 12cm), dependendo das acOes terapéuticas, tamanho e

material do produto.

O parecer técnico-cientifico “Avaliagdo de Multiplas Tecnologias em feridas Cronicas
¢ Queimaduras” elaborado pelo NATS-INC (Ndcleo de Avaliacdo de Tecnologias em Saude
do Instituto Nacional de Cardiologia) [217] avaliou as tecnologias disponiveis para comércio
destinadas ao tratamento de feridas quanto a sua eficacia e seguranca. As tecnologias
pesquisadas e encontradas em versdes comerciais foram divididas como curativos de feridas
com pressdo negativa, substitutos de pele a base de colageno ou silicone, substitutos de pele a
base de celulose bacteriana e curativa impregnados com prata, além de outras tecnologias
como a ozonioterapia. Os exemplos comerciais séo: Biobrane®, Integra®, Matriderm®,
Pelnac®, Bionext®, Membracel® e V.A.C®. Os resultados desse estudo onde foram
selecionadas revisdes sistematicas ou ensaios clinicos randomizados priorizando as evidéncias
cientificas mostraram que 0s curativos impregnados com prata ndo apresentaram evidéncias
suficientes que garantam a sua eficacia. Os curativos substitutos de pele a base de colageno ou
silicone embora apresentassem superioridade quando comparado a sulfadiazina de prata, com
diminuicdo entre 6 e 8 dias do tempo de cicatrizacdo em queimaduras, obtiveram do Parecer
Técnico-Cientifico uma classificacdo de qualidade muito baixa com estimativa de efeito
muito incerto [217]. O mesmo parecer também foi encontrado para os substitutos de pele a
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base de celulose bacteriana por inexisténcia de ensaios na literatura de qualidade. Outros
curativos podem ser encontrados em indicagdes dados por secretarias de satde [218].

Os custos relacionados ao tratamento de feridas estdo principalmente nos produtos
empregados como pomada, contendo um medicamento, gaze estéril, ataduras, soro
fisiologico, luva estéril, entre outros e sdo apresentados na Tabela 1. E levando em
consideracdo as trocas dos curativos, o valor gasto para tratamento pode chegar a
aproximadamente R$ 915,75 por paciente/més [219] dependendo da gravidade da ferida,

tempo de cicatrizagdo e o nimero de trocas do curativo [220].

Tabela 3: Produtos e custos utilizados no tratamento de feridas.

Produto/Curativo | Quantidade/curativo | Valor/unidade (R$)
Pomada’ 1 (850) 53,00
Gaze estéril’ 10 0,75
Ataduras® 1 (5m) 7,50
Soro fisioldgico® 500 mL 2,50
Luva estéril® 200 275
Valor total 338,75

'SAF-GEL - Convatec.  DESCARPACK. *Atadura rayon. *Sorimax. *Supermax.

O curativo desenvolvido neste projeto visa atuar na ferida de modo ativo, influenciando na
cicatrizacdo e no combate a infeccdo bacteriana, protegendo a ferida. Essas caracteristicas tem
potencial de eliminar a necessidade de pomadas com compostos ativos, gazes ou ataduras. O
custo estimado para o desenvolvimento do curativo baseado em nanofibras levando em
consideracdo quantidade empregada de cada reagente para a producdo de um curativo com
100 cm? é de aproximadamente R$ 1 real e sdo apresentados na Tabela 2. Importante notar
gue nestas estimativas ndo sdo consideradas os custos relacionados ao desenvolvimento do

projeto.

3 Tabela 4: Materiais empregados para produgdo nanofibras contendo curcumina.

Produto Quantidade | Valor (R$)
Cloroférmio’ 1L 25,00
Curcumina® 1 (509) 1900,00
Poliacido-lactico’ 1Kg 123,10
Equipamento de eletrofiacio® 1h 6,16
Equipamento de fiacdo por sopro’ | 1h 1,00
Latex" 1Kg 2,46
Dimetilformamida’ 1L 42,91
Acido formico® 1L 36,00

L78_abSynth. “Aldrich. °Fast Pellets “>EMBRAPA-Instrumentacao ° Instituto de Economia
Agricola-dez 2019.
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2.5 Membrana assimétrica

O processo de reparacdo epidérmica envolve inUmeros processos interativos e
complexos, que sdo divididos em estagios conhecidos como hemostasia ou coagulacgéo,
inflamacéo, proliferagdo e remodelamento [221,222]. Pesquisadores tem buscado desenvolver
tecnologias com baixo custo, que sejam viaveis, seguras, atuem na melhora do processo de
cicatrizacdo e que apresentem um design capaz de mimetizar as estruturas da pele e oferecer
as demandas que um curativo exige. Por exemplo, Hinrichs e colaboradores [223]
empregaram poliuretano na producéo de uma membrana composta por duas camadas distintas
destinadas a oclusdo de feridas, de modo a evitar a penetracdo de bactérias e mimetizar a
estrutura e propriedade das camadas da pele. Com esse trabalho, os autores apresentaram, pela
primeira vez, um novo design para curativos onde a camada superior, contendo poros
interconectados, foi desenhado para evitar a penetracdo bacteriana e permitir a passagem de
exsudato. A camada de baixo, foi projetada para alcancar alta absor¢édo de fluidos e drenar a
ferida empregando capilaridade e estabelecer uma aderéncia no local da ferida [223]. Essa
estrutura foi chamada de membrana assimétrica. Na literatura cientifica, essas estruturas sao
chamadas de membranas assimétricas [224,225] ou estruturas em camadas, como bicamadas
[226,227] ou tricamadas [228,229], e tem sido produzidas empregando diferentes técnicas
para aplicacbes médica [230-235] na adsorcdo de metais [236], filtracdo [237-239],
tratamento de agua [240] e embalagens [241].

As membranas assimétricas aplicadas como curativo e produzidas por eletrofiacdo sdo
construidas através da deposicdo de camada sobre camada. Usualmente, em membranas
bicamadas, a camada superior € produzida para mimetizar a epiderme e derme, com
nanofibras compostas de polimeros hidrofilicos e didmetro menor, permitindo a construcéo de
uma camada densa com pequenos poros capazes de proteger a ferida contra a invasdo de
micro-organismos e radiacdo [244]. Além disso, polimeros como o PCL sdo empregados
devido as sua propriedades mecanicas por conferir resisténcia mecanica as membranas [245].
A camada inferior deve apresentar uma conexao de poros e formar uma rede 3D a partir de
nanofibras de polimeros hidrofilicos para possibilitar um ambiente propicio para as fungdes

celulares como adesdo e proliferagao [246].

Além das membranas bicamadas, outras conformacgdes podem ser obtidas. Qi e

colaboradores [247] reportaram a producdo de um curativo contendo trés camadas de
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nanofibras eletrofiadas. A eficiente estratégia resultou em um curativo capaz de transportar
agua, em uma unica direcdo e de forma esponténea, possibilitando o controle da umidade no
local da ferida. Além disso, o curativo tricamada apresentou acdo antibacteriana contra S.
aureus e E. coli, excelente absor¢édo de agua, permeabilidade a ar e agua e biocompatibilidade
testada em celulas epiteliais gastricas ( GES-1). Xia e colaboradores [248] empregaram
esponja de quitosana entre duas camadas de nanofibras eletrofiadas para formar um curativo

tricamada com capacidade hemostéatica e promocéo do crescimento de células epiteliais.

Como ja mencionado, o processo de eletrofiacdo permite a produgdo de nanofibras a
partir de diferentes polimeros, controle de porosidade, capacidade de produzir fibras com
estruturas similares a estrutura extracelular, e através das variaveis de processo (como tipo de
solvente, viscosidade e tensdo aplicada) pode-se alterar a morfologia, orientacéo, densidade e
tamanhos das nanofibras que irdo contribuir com diferentes propriedades em uma membrana
assimétrica [249,250]. Por exemplo, o controle da porosidade da membrana pode evitar a
contaminacdo por microorganismos na ferida [251]. Figueira e colaboradores [252]
produziram uma membrana bicamada empregada como curativo, com propriedades
mecéanicas apropriadas e similar & matriz nativa extracelular. A técnica de eletrofiacdo foi
empregada na producdo de cada camada, sendo que na camada superior empregou-se uma
blenda de PCL e é&cido hialurdnico (HA) e a camada inferior foi produzida com zeina,
quitosana e acido salicilico [252]. Em outro exemplo, uma membrana assimétrica produzida
por eletrofiagdo compostas de duas camadas foi empregada para acelerar o processo de
cicatrizagdo em feridas [253].

3 OBJETIVOS

3.5 Objetivos gerais
Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento nanofibras a partir de uma blenda
polimérica empregando os polimeros PLA e borracha natural. Objetiva-se também a
incorporagdo de curcumina a matriz polimérica eletrofiada para atribuicdo de propriedades

que as possibilitem sua atuagdo como curativos no tratamento de feridas.
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3.6 Objetivos especificos

e Obtencéo de nanofibras a partir da blenda de PLA/BN;

e Estudo das influéncias das varidveis de eletrofiacdo na producdo das
micro/nanofibras;

e Ensaios de sensibilidade in-vitro das nanofibras contra bactérias S. aureus;

e Caracterizacdo morfoldgica, estrutural e térmica das nanofibras eletrofiadas de

PLA e PLA/BN com o objetivo de selecionar as melhores formulagdes;
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4 MATERIAIS E METODOS

Para obtencdo de microfibras contendo PLA e BN por eletrofiagdo, foi utilizado o
sistema de eletrofiacdo do Laborat6rio Nacional de Nanotecnologia Aplicado ao Agronegdcio
(LNNA) da Embrapa Instrumentacdo. Um aparelho de eletrofiacdo consistindo em uma fonte
de alta tensdo (Glassman Hight Voltage modelo PS/FC60P02.0-22), bomba de injecdo de
seringa (KVS, modelo 100) e um coletor de tambor rotativo de aco inoxidavel com didmetro
de 10 cm e 15 cm de comprimento posicionado horizontalmente e foi empregado para os

experimentos.

O PLA empregado foi obtido da NatureWorks (Minesota, Minesota, EUA)
(M,,=66.000 g.mol™) e o latex foi coletado no Centro de Seringueira e Sistemas
Agroflorestais em Votuporanga — SP e doado pela Dra. Maria Alice Martins (pesquisadora da
Embrapa Instrumentacdo). Curcumina foi adquirida da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO
EUA). Alguns parametros de processo e suas variagdes foram otimizados para a produgéo das
fibras, incluindo: a vazdo da solugdo polimérica, a tensdo aplicada, velocidade de rotacdo do
coletor e a distancia entre a agulha contendo a solucéo polimérica e o coletor. Os solventes
empregados sdo cloroférmio (CHL), N,N-dimetilformamida (DMF) (Synth), acido férmico
(98%) (Sigma Aldrich).

Reacdo de epoxidacdo in-situ da borracha natural - utilizou-se para a reacdo de
epoxidacdo in-situ a metodologia apresentada por Santin e colaboradores [254]. 100 ml de
latex natural do clone RRIM 600 com 40% de massa seca foi adicionado em béquer de 500
ml, levado para agitacdo com 5 ml de Tween 20, o qual foi utilizado para manter estaveis as
particulas de borracha em pH é&cido. Esta solucdo inicial foi diluida em 300 ml de &gua
deionizada. A solucdo contendo latex e Tween 20 foi deixada em agitacdo branda por 11
horas em temperatura ambiente para melhorar a interacdo das particulas de borracha e Tween
20. Apds 11 horas, a temperatura foi elevada para 50 °C para catalisar a reacdo de
epoxidacdo. Com a estabilizacdo da temperatura em 50°C, foi gotejada uma solugéo de &cido
férmico 1M com uma vazéo de 0,8 ml/h e solucdo de peroxido de hidrogénio 1M na mesma
vazdo, utilizando uma bomba ejetora. A solugdo manteve-se em agitagdo branda (300 rpm)
para que ndo houvesse coagulacdo do latex. Aliquotas da solugédo foram retiradas em tempos
predeterminados (12, 15, 20, 24, 36 e 48 horas) e neutralizadas com hidréxido de amoénio 1M

para analise do grau de epoxidacdo alcangado.
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Eletrofiacdo de microfibras de PLA/BNE - as solugbes de PLA/BNE foram
mantidas com uma concentracdo constante de 10% (100 mg/ml) de polimero em relagéo ao
solvente. A proporcdo de BNE foi variada em 5%, 10%, 15%, 25% e 50%. As amostras de
borrachas epoxidadas foram caracterizadas através da técnica de infravermelho (FTIR), onde
pode ser confirmada a epoxidacdo da borracha. A Anélise de calorimetria exploratoria e
Termogravimetria foram utilizadas para analisar o comportamento térmico e o grau de

epoxidacédo alcancado em diferentes tempos de reacéo.

Preparo da borracha natural/latex - 50 mL de latex foi centrifugado a 10000 rpm
por 1 hora a temperatura de 5°C. O sobrenadante, em sua maioria borracha natural, foi
separado e ressuspendido em 50 ml de &gua destilada e repetiu-se o processo de
centrifugacdo. Apos centrifugar, o sobrenadante foi transferido para uma placa de petri e seco
em temperatura ambiente por aproximadamente 5 dias. Esses parametros foram empregados
de forma empirica para separacdo da borracha natural. Apos esse periodo de secagem, a

borracha natural foi empregada para a producédo de nanofibras de BN e a blenda com PLA.

Eletrofiagdo da membrana assimétrica - As nanofibras foram eletrofiadas a partir de
uma solucdo de PLA 10% a qual foi formada a partir da solubilizagcdo de 100 mg/ml de PLA
em cloroférmio e DMF na proporcdo 3:1 (v/v) respectivamente. Os parametros foram
otimizados, obtendo-se a tensdo empregada na producédo das nanofibras de 20 kV e a distancia
entre agulha e coletor foi mantida em 6 cm, rotacdo do coletor de 400 rpm e vazdo de 1 mL.h"
! Uma folha de papel aluminio foi utilizada para recobrir o coletor e coletar as nanofibras. As
condicdes de temperatura e umidade foram de 25 °C e 30% respectivamente. O tempo de

coleta foi de 5 horas.

Apos a eletrofiacdo da manta de PLA, a solucdo de PLA/BN foi eletrofiada. A
concentracdo polimérica otimizada foi de 3% em uma proporc¢do de 3:1 (m/m) de BN e PLA
respectivamente. A solucdo foi formada a partir da solubilizacdo de 22,5 mg/ml de BN e 7,5
mg/ml de PLA em cloroférmio, DMF e &cido formico na proporcdo de 96:2:2 (v/viv)
respectivamente. A concentragdo de curcumina estudada foi de 2,5% e 5% em relacdo a
massa da solucdo polimérica. O tempo de coleta foi de 5 horas. Os valores de comprimento,
largura e espessura das membranas resultantes foram 15+ 2 cm, 5+ 2 cm e 44 £ 2 um,

respectivamente.
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Para melhorar o entendimento, a camada nPLA/BN_Cur (também chamada de camada
inferior) foi projetada para estar em contato direto com a ferida, enquanto a camada nPLA (
também chamada de camada superior) atuara como camada protetora reduzindo a exposi¢édo
da curcumina contida na camada inferior, principalmente contra a luz ambiente e a luz solar.
As caracterizagdes morfoldgicas e quimicas das microfibras produzidas foram realizadas com

0S equipamentos mostrados a seguir.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) - A morfologia das fibras
eletrofiadas foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV- JEO6510). Uma
4rea de 4 mm? de micro/nanofibras foi imobilizada em fita carbono e recoberta com ouro
utilizando uma metalizadora (Leica SCD 050). A distribuicdo do didmetro das fibras foi

determinada com o software ImageJ a partir das medidas de 100 nanofibras.

Microscopia Confocal de Fluorescéncia - Micrografias de fluorescéncia
foram obtidas por Microscopia de Fluorescéncia Confocal (Zeiss LSM 700®, 20x Objective
lens, excitagcdo em 445 nm) no modo Z-stacking. Estas medidas foram realizadas no grupo de
Fotdnica do IFSC-USP.

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TGA) -
A anélise termogravimétrica (TGA) foi realizada em instrumento TA (Q500-Series)
utilizando panelas de platina em uma faixa de temperatura de 30 °C até 600 °C com uma
rampa de aquecimento de 10 °C.min™ em fluxo de nitrogénio. A anélise de Calorimetria
Exploratéria Diferencial foi realizada em um equipamento TA (Q100-Series) utilizando
panela de aluminio com fluxo de nitrogénio a uma taxa de 50 mL.min™ e uma rampa de
aquecimento de 10 °C.min™. Foram realizados dois ciclos de aquecimento, sendo o primeiro
de -70 °C a 200 °C para amostras que continham borracha natural e -50 °C a 200 °C para 0s

materiais contendo apenas PLA. O segundo ciclo ocorreu nas mesmas condi¢oes.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) - Os
espectros de infravermelho das amostras de nanofibras poliméricas foram obtidas no modo
Refletancia Total Atenuada (ATR) de 4000 cm™ a 400 cm™ usando 32 varreduras com

resolucdo de 4 cm™ no equipamento Bruker (vertex 70).

Analise Dindmico-mecanica (DMA) - As propriedades mecanicas das nanofibras de

PLA e BNE foram avaliadas no modo tenséo de tragdo empregando corpos de prova com
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dimens@es de 12 mm (altura)x6.32 mm (largura)x0.079 mm (espessura). Os corpos de prova
foram colocados em dessecador com umidade controlada por trés dias antes dos ensaios.

Angulo de contato - As medidas de angulo de contato das membranas assimétricas
foram realizadas usando um sistema medidor de angulo de contato (CAM 101, KSV
Instrument) equipado com uma cadmera CCD (KGV-5000). Aproximadamente, 5uL de agua
foram gotejados na superficie das membranas de micro/nanofibras e as imagens foram
coletadas automaticamente apds 60 segundos. O angulo de contato foi avaliado empregando
um especifico software (KSV CAM 2008).

Analise de Fotoprotecdo empregando luz UV-Vis - Para avaliar a protecdo a
luz UV-Vis proporcionada pela camada de nanofibras de PLA contra a fotodegradacdo da
curcumina, foi empregado uma camera consistindo de 6 lampadas fluorescentes (Osram,
15W) que foi empregadas de acordo com a metodologia proposta por LOPES e
colaboradores [255]. Resumidamente, a face das membranas assimétricas contendo a camada
de nanofibras com curcumina, assim como a camada protegida com a nanofibra de PLA,
foram simultaneamente expostas a luz sintética (lampadas) por 12h a 18 °C. Em intervalos de
tempos determinados (t =0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12h), o espectro da face de nanofibras contendo a
curcumina foram coletadas empregando espectofotbmetro UV-vis (Shimadzu UV-2550)
como modo de reflectdncia difusa. Os testes foram realizados em triplicata para cada
membrana. A caixa empregada para a fotodegradacdo com ventilacdo e controle de

temperatura é apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Equipamento empregado para analises de fotodegradacdo da curcumina, adaptado de [255].
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Ensaio Antimicrobiano - Para os ensaios microbiolégicos (Método de Microdiluig&o,
Método disco-difusdo, Modelo de feridas em pele de porco ex vivo, Teste de penetracdo
microbiana), agar e meio de crescimento Mueller Hinton foram obtidos na Kasvi e na
Himedia, respectivamente. Agar sal manitol e solucdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
(CTT) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Todos os produtos quimicos foram usados como

recebidos.

Meétodo de Microdiluicdo - A concentracdo inibitoria minima (CIM) e Concentragédo
minima bactericida (CMB) [256] de Cur foi determinada contra a bactéria Gram-positiva S.
aureus segundo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) [256]. Para a CIM, 100 pL de
meio Mueller Hinton (MHB) foi adicionada a cada pogo em uma placa de 96 pogos. A seguir,
100 pL do material testado foi adicionado no primeiro poco e diluicBes seriadas (diluido 2x)
foram realizadas. A suspensdo bacteriana foi preparada e 10pL foi inoculada em cada poco,
obtendo uma concentracéo final de 10° CFU.mL™. As concentracdes de Cur testadas foram na
faixa de 2500 pg.mL™ a 0.61 pg.mL™. Apés 24h de incubacdo, 10 pL de CTT (0.5%) foi
adicionada em cada poc¢o e a mudanca de cor causada pelo CTT foi analisada apds 1h de
reacdo. A CIM foi considerada como a menor concentracdo de Cur que ndo apresentou
nenhum crescimento, indicado pelo CTT. CMB foi determinada pela remoc¢éo de 10 pL de
suspencdo bacteriana de cada poco do experimento da MIC e inoculado em agar MH, onde
foram incubadas a 37 °C por 24h. CMB foi determinada como a menor concentracdo do
agente testado com capacidade de inibir 99,9% de bactérias inoculadas apds 24h de incubacéo
a 37°C.

Método disco-difusdo - A atividade antimicrobiana das membranas assimétricas foi
investigada contra Staphylococcus aureus (ATCC-25923), de acordo com a metodologia
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [257], uma vez que essa bactéria é
comumente encontrada na superficie de feridas [258]. A suspensdo bacteriana foi ajustada
para 1 x 10° UFC.mL™ ap6s a incubagdo por uma noite empregando a escala 0.5 MacFarland
e espalhada em placa de Agar Mueller-Hinton. Logo apés, as amostras foram cortadas em
formato de discos (d = 10mm) e depositadas sobre as placas de agar. As placas foram

mantidas em incubagéo a 36 °C por 24h e a zona de crescimento (mm) foi mensurada.

Modelo de feridas infectadas em pele de porco ex-vivo - Peles de porco foram
compradas de um agougue na cidade de Sdo Carlos-SP e empregada para o teste ex-vivo, para
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servir como um modelo de ferida infectada. As peles de porco foram lavadas com agua
deionizada e mantida por 20 min em &lcool 70% e deixada para secar. A pele de porco foi
cortada em pequenos pedacos (4 cm x 4 cm) e infectadas com 100 pL of S. aureus
(aproximadamente 1 x 10° CFU.mL™). Apés a incubacdo, as membranas assimétricas
nPLA/BN_2,5%Cur foram colocadas nas amostras de pele de porco e incubadas por 24h a
37°C, seguindo a metodologia descrita proposta por Alves e colaboradores [259]. Ap6s 24h
do teste ex-vivo, as membranas foram lavadas com PBS (pH 7.4) duas vezes e fixadas por 4
horas com glutaraldeido 2,5%. Em seguida, as nanofibras foram novamente lavadas em agua
destilada e desidratada em solucgdes de etanol com concentra¢es na faixa de 20% a 90%,
através de sucessivas lavagens. O passo final de desidratacdo das amostras foi um banho em
etanol 100% seguida por liofilizacdo por 12 horas. Em seguida, as nanofibras foram cortadas
em pedacos (1 cm x 1 cm) e entdo visualizadas por MEV para verificar a inibicdo bacteriana

das microfibras contendo curcumina.

Teste de penetracdo microbiana - A habilidade de prevenir a penetracdo de
microorganismos como bactérias foi analisada de acordo com o método reportado por Tang e
colaboradores [260]. Resumidamente, as membranas assimétricas (nPLA/BN_2,5%Cur e
nPLA/BN_5%Cur) e as nanofibras de PLA (nPLA) foram cortadas em pedacos retangulares e
empregadas para selar os tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de crescimento MH. Para
0 controle positivo (C+), um tubo de ensaio foi deixado aberto na mancada do laboratorio e
para o controle negativo (C-), o tubo de ensaio foi selado com parafilm®. Os resultados foram
analisados ap6s 10 dias. Em seguida, 20 pL de cada meio foi adicionado em filtro de papel
(previamente esterilizados) em placas contendo agar sal-manitol. O halo de crescimento
bacteriano foi monitorado ap6s 24h de incubacdo. O esquema para o teste de penetracdo

microbiano é apresentado na Figura 4.

33



Bactérias presentes no ambiente

[ Jc+

N -

[ InPLA

[ 1 nPLA/BN_2,5%Cur

1

\/

b)

\_/
c)

N

d)

~

L nPLA/BN_5%Cur
[ Meio de crescimento

Figura 4. Esquema ilustrativo do Teste de penetracdo microbiana com tubos de ensaio selados com: a)
tubo de ensaio aberto (C+), b) parafilm (C-), ¢) nPLA, d) nPLA/BN_2,5%Cur e ) nPLA/BN_5%Cur.
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5 RESULTADOS

5.1 MICROFIBRAS DE PLA e BNE

Nos topicos seguintes sdo apresentados os resultados referentes a producdo de
micro/nanofibras contendo a blenda de BN e PLA empregando duas metodologias. Na
primeira € utilizada a epoxidacao da borracha natural para melhorar a compatibilizacdo com o
PLA. A segunda metodologia consiste no emprego de borracha natural, sem nenhuma
modificagdo, com PLA. A segunda metodologia foi escolhida para prosseguir com 0s
experimentos e incorporar curcumina nessa matriz, por ndo requerer epoxidacdo da BN e por
levar menos tempo para solubilizacdo da BN. Na sequéncia, sdo apresentados os resultados
obtidos da producdo da membrana assimétrica empregando nanofibras de PLA e nanofibras
de PLA/BN, assim como a obtencdo de microfibras de BN.

Primeiramente foi estudada a influéncia do tempo de reacdo de epoxidacdo na
borracha natural e caracterizada através das técnicas de FTIR-ATR para identificar a estrutura
epoxi da BN. J& a técnica de DSC foi utilizada para quantificar o grau de epoxidacdo
alcancado em diferentes tempos de reacdo, enquanto que o TGA utilizado para a andlise da
estabilidade térmica. Previamente a producdo das nanofibras de PLA/BNE foi realizada a

epoxidacdo da borracha natural e sua caracterizagcdo para confirmacdo da epoxidacéo.

5.2 Epoxidacgéo — Analise por DSC

A reacdo de epoxidacdo foi conduzida em diferentes tempos de reacdo para o estudo
do grau de epoxidacdo alcangado. Os tempos de reacdo foram 12, 15, 20, 24, 36 e 48 horas.
As temperaturas de transicdo vitrea das amostras da BNE obtidas por DSC sdo mostradas na
Figura 5, juntamente com o tempo de reacdo de epoxidagdo. A Tabela 3 mostra o grau de
epoxidacdo atingido em seu respectivo tempo de reacdo. A partir das curvas de DSC
mostradas na Figura 5, nota-se o aumento da temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) das amostras

de borracha submetidas em diferentes tempos reacionais. Esse aumento na Ty ocorre devido a
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incorporacdo do grupo epOxi na cadeia polimérica de poli-isopreno, levando a uma
diminuicdo na mobilidade das cadeias provocadas pelo aumento da interagdo intermolecular.
Em trabalhos anteriores [261,262] foi reportado a variacdo linear entre a Ty e a porcentagem
de mol inserido na cadeia polimérica, sendo que os valores de Tg aumentaram 0,92 °C a cada

mol %, possibilitando o calculo de epoxidagdo da borracha.
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Figura 5. Curvas de DSC para BNE em diferentes tempos de reacdo de epoxidacao.

A Equacéo 1 relaciona a Ty de cada amostra de borracha natural ao grau de
epoxidacdo obtido [263]. A partir dela foi possivel a construcdo da Tabela 3 com dados

referentes ao tempo de reagéo, Ty e % mol epoxidado.

Epoxidado (%mol) = (T4BNE - T4BN)/0,92 (1)
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Tabela 3 — Dados referentes a borracha natural epoxidada e o grau de epoxidacdo alcangado em diferentes

tempos de reacdo e T,

Tempo de reacdo T4(DSC) % mol epoxidado ®
0 horas -64°C 0%

12 horas -39°C 27%

15 horas -34°C 33%

20 horas -28°C 39%

24 horas -21°C 47%

36 horas -12°C 56%

48 horas -4°C 65%

Nota-se que 0 grau maximo de epoxidacao obtido aconteceu apds 48 horas de reacao,

onde 65% da borracha foi epoxidada.

5.3 Epoxidacdo — Anélise por FTIR-ATR

A utilizacdo da tecnica de FTIR possibilitou a caracterizacdo dos grupos funcionais
presentes na borracha natural, bem como o acompanhamento do aparecimento da banda epoxi
apos a reacdo de epoxidacdo. As importantes bandas da BN estdo mostradas na Figura 6(a-b).
As bandas caracteristicas da borracha natural sdo: stretching assimétrico de —CHz; em
aproximadamente 2958 cm™ [264], vibracdes scissoring da banda —CHz em 1375 cm™ [265] e

o stretching -C=C referente & banda da unidade cis 1,4 do isopreno em 840 cm™ [266].
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Figura 6. Espectro de FTIR de borracha natural (BN) em a) diferentes tempos de reacéo de epoxidacéo e

b) Amplificagdo do modo vibracional da BNE.
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Na figura 6 b) ha a amplificacdo do modo vibracional para melhor visualizacdo da
banda epdxi em 877 cm™. A banda referente ao anel oxirano, que é inserido apds a
epoxidacdo, pode ser identificado pelo surgimento da banda em aproximadamente 877 cm™ e
nota-se, quando comparado ao espectro da borracha natural, uma diminui¢do da banda em 840
cm™ referente & unidade cis 1,4 do poli-isopreno. Esta diminuicdo ocorre devido ao
rompimento da dupla ligacdo para incorporacdo do oxigénio apds a epoxidacdo [91]. Assim, a
epoxidacdo pode ser comprovada a partir do surgimento desta banda em 877 cm™ e
diminuicdo da banda em 840 cm™ [267].

A reacdo de epoxidacdo da borracha natural, que consiste na abertura da dupla ligacédo
entre carbonos para a insercdo de um grupo epoxi, tem sido utilizada para compatibilizar esses
dois polimeros [91]. A eficicia da reacdo in-situ da borracha epoxidada em solucéo

demonstrou ser uma reacdo simples, rapida e sem a utilizacao de tratamentos prévios do latex.

Alguns trabalhos sobre epoxidacdo de borrachas mostram a formacéo de didis, ésteres
e grupos hidroxidos apos a reacdo de epoxidacdo [268]. Assim, 0 aumento da absorcdo na
regido entre 3500 cm™ e 3000 cm™ indica o surgimento das reacdes secundarias com a
formacdo de grupos hidroxilas. Esses grupos surgem a partir da abertura do anel epdxi e sdo
chamadas de reacbes secundarias [254,269]. A partir do FTIR-ATR notou-se a presenca
desses grupos no produto final. Juntamente com hidroxilas e carboxilas, os radicais formados
pela decomposicdo do perdxido de hidrogénio contribuem para reacGes de reticulacdo ou
ligacGes cruzadas entre esses radicais e 0 grupo epoxido formado [270]. A literatura mostra
que essas ligacdes cruzadas favorecem a formacéo de estrutura ramificada e a formacao de gel
[271]. Como consequéncia dessa estrutura ramificada, as amostras epoxidadas apresentaram
um aumento no tempo de solubilizacdo para mais de 15 dias ap06s expoxidacdo. O tempo de
epoxidacdo escolhido para seguir com os estudos foi de 12h por apresentar um grau de
epoxidacdo de 27% capaz de melhorar a compatibilizagdo com polimeros [272,273] e por
apresentar o0 menor tempo de reacéo de epoxidacdo estudado e de solubilizacéo.

39



5.4 Microfibras de PLA/BNE - Analise por MEV

As imagens obtidas por Microscopia Eletronica de varredura (MEV) mostradas na
Figura 6.1 revelam microfibras eletrofiadas sem defeitos (beads), superficie lisa e com
auséncia de poros em sua superficie. Essas caracteristicas indicam uma boa compatibilidade
entre os polimeros empregados e os solventes utilizados, sem contornos evidentes de uma
possivel separacdo de fases. Nota-se que com o aumento da quantidade de borracha natural,
hd o aumento do didmetro médio das microfibras passando de 341 nm para BNE 5% para

1288 nm para as microfibras contendo 50% de BNE.

587 £ 373 nm

341 £186 nm

b) Microfibras de PLA contendo 10% BNE

1210 £ 186 nm

5 pm

WY ANrs

(c) Microfibras de PLA contendo 15% BNE (d) Microfibras de PLA contendo 25% BNE
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1288 + 386 nm

5 pm

(e) Microfibras de PLA contendo 50% BNE

Figura 6.1. Imagens obtidas por MEV de microfibras de PLA/BNE em diferentes propor¢oes.
5.7 Microfibras PLA/BNE — Andlise por FTIR-ATR
As Microfibras contendo diferentes proporc6es de PLA/BNE foram analisadas atraves

da técnica FTIR-ATR. Os espectros obtidos sdo apresentados abaixo com destaque para as

bandas para cada respectivo polimero, mostrados na Figura 6.2.

10% BNE
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T ey
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Figura 6.2. Espectros de FTIR das microfibras com diferentes proporcées de PLA e BNE.
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A partir dos espectros de FTIR, observa-se as bandas caracteristicas do PLA em 1755
cm™ referente a0 estiramento do grupo éster (C=0) e os picos em 1452 cm™ e 1384 cm™
referentes ao estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo metil. Os picos
mostrados em 1182 cm™ e 1085 cm™ séo relativos aos estiramentos de C-C e C-O-C de
ésteres [47]. Os espectros da borracha natural em 2960 cm™, 2921 cm™ e 2852 cm™ referem-
se ao estiramento =C-H e estiramentos C-H no grupo metil respectivamente [35]. As bandas
em 871 cm™ e 837 cm™ séo atribuidas aos grupos cis-ep6xi e ao grupamento trissubstituido do
isopreno [47]. Observa-se que nas microfibras com a incorporacdo de BNE acima de 10% ha

0 aparecimento das bandas de absorcdo da BNE evidenciando sua presenca nas microfibras.

5.8 Microfibras PLA/BNE — Analise por DMA

As Microfibras foram avaliadas mecanicamente por DMA no modo tenséo de
tracdo. As curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 6.3. Nota-se que ao incorporar a
borracha natural epoxidada ao PLA a sua deformacdo chega a atingir 200% com a

incorporacgdo de 10% de BNE.

1,4
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EBN 25%

1,0
EBN 15%
0,8
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™ EBN 10%

Tensao (MPa)
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0 10 20 30 40 50 60 70

Deformacao (%)

Figura 6.3. Curvas de DMA das microfibras eletrofiadas contendo diferentes proporcdes de PLA e BNE.
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A Tabela 4 mostra as principais informacdes obtidas a partir das curvas de DMA como

deformacéo eléstica, deformacéo plastica e a tensdo maxima alcancada para cada amostra.

Tabela 4 — Dados das diferentes amostras de micro/nanofibras obtidas pelas curvas de DMA

Amostra Deformacao Modulo Deformacéo Tensao
elastica (MPa)  elastico Pléstica (%) Maxima (MPa)
(MPa)
PLA 0.14 20.66 10.00 0.28
PLA/BNE 5 0.70 34.50 14.00 0.89
PLA/BNE 10 0.80 26.50 35.00 0.96
PLA/BNE 15 0.89 37.24 33.00 0.95
PLA/BNE 25 1.30 33.66 6.00 1.30
PLA/BNE 50 1.30 37.78 26.00 1.35

Apesar do sucesso na obtencdo da borracha epoxidada atraves da epoxidacdo in-situ e
sua compatibilidade com o PLA e producdo de micro/nanofibras, o tempo elevado de
solubilizacdo da BNE, provocado pela reticulagcdo das cadeias poliméricas epoxidadas,
inviabilizou a continuacdo dos estudos como a incorporagdo da curcumina na matriz.
Deste modo, para obtencdo de microfibras de PLA/BN foi realizado um estudo
empregando diferentes tipos de solventes para otimizar o preparo das soluces e por

conseguinte, a obtencdo de micro/nanofibras, conforme mostrado nas se¢des a seguir.
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6 MICROFIBRAS DE PLA E BN

A produgdo de micro/nanofibras de BN ainda é um processo desafiador,
principalmente pelo elevado tempo de solubilidade do polimero [274] e o uso de temperaturas
elevadas para obtencdo da solucdo fiavel [275]. Na literatura sdo reportados estudos
envolvendo a solubilizagdo da borracha natural em solventes como tolueno empregando
temperatura elevada para producéo de nanofibras da blenda de BN com PCL [275] e 0 uso de
tetraidrofurano (THF) [276]. Esses estudos mostram tempos de solubilizacéo de 7 dias para a
borracha natural, o que inviabiliza sua producdo, principalmente em uma escala industrial. A
fim de evitar o uso de solventes altamente toxicos, como o tolueno [277], outros solventes
foram empregados na solubilizacdo da BN, como o cloroférmio [278]. Aqui, nos
apresentamos a producao de microfibras de BN com uma mistura de solventes binarios e
ternarios empregando a técnica de eletrofiacdo, levando em consideracéo as propriedades dos
solventes como sua constante dielétrica e tensdo de superficie que favoreceram a formacao de
microfibras. Como resultado, além do processo da obtencdo das microfibras de PLA/BN, as
solucdes de BN com os solventes empregados foram solubilizadas em algumas horas, sob
agitacdo em temperatura ambiente (25°C), permitindo uma diminuicdo expressiva no tempo

de preparo da solucéo e contribuindo para tornar o processo mais viavel.

As solucBes poliméricas foram eletrofiadas utilizando o sistema de eletrofiacdo ja
descrito anteriormente na secdo Materiais e Métodos. Os parametros otimizados foram: tensédo
de 10 kV; distancia de 10 cm entre coletor e ponta da agulha; vazdo de ejecdo da bomba de
0,8 ml/h; velocidade de rotacdo do coletor de 400 rpm. Inicialmente para as concentragdes
testadas (10%, 8% e 5% em relacdo ao solvente) de PLA e BN, em diferentes proporc¢oes,
houve nitida separacdo de fases da solucdo contendo os polimeros. A concentracdo que nédo
apresentou separacdo de fases foi a de 3% de polimero. Para diminuir o tempo de
solubilizacdo da borracha em solugdo foram utilizados 2% de &cido férmico (AF) (Sigma
Aldrich) e 98% de cloroférmio (Synth) na solucdo contendo BN e PLA. O tempo de

solubilizagcdo diminuiu de alguns dias para 5-7 horas.

Realizou-se a escolha de um terceiro solvente adicionado a solucdo para melhorar o
processo de eletrofiacdo. Os solventes testados foram escolhidos por serem utilizados na

eletrofiacéo de PLA e sdo: acetona, DMF e etanol. Com isso, as condicGes finais da solugéo
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foram de 3% (m/v) de polimero na proporcao 3:1 de BN e PLA, respectivamente. A mistura
de solventes foi fixada em 96% de cloroférmio, 2% de &cido férmico e 2% do terceiro

solvente (acetona ou DMF ou etanol).

A Figura 7 mostra as imagens de microscopia eletrénica de varredura das microfibras
obtidas para cada solvente testado. Devido a maior producdo de fibras homogéneas, 0 DMF

foi empregado para prosseguir com 0s experimentos.

50 pm

a) Microfibras de PLA e BN 3% (m/v) em
solucéo de 98% cloroférmio e 2% acido formico.  solucéo de 96% cloroférmio, 2% &cido férmico e
2% etanol.

c) Microfibras de PLA e BN 3% (m/v) em d) Microfibras de PLA e BN 3% (m/v) em
solucdo de 96% cloroférmio, 2% &cido férmicoe  solugéo de 96% cloroférmio, 2% &cido férmico e
2% acetona. 2% DMF.

Vil

Figura 7. Imagens obtidas por MEV de microfibras de PLA/BN empregando diferentes solventes.

As propriedades fisicas da solucdo polimérica desempenham um papel importante na
morfologia das microfibras. A diferenca na morfologia das microfibras pode ser explicada
pelas diferentes propriedades do sistema solvente como condutividade elétrica, tenséo
superficial, pressao de vapor e constante dielétrica alterando a formacdo do cone de Taylor
[279]. A Tabela 5 mostra as propriedades dos solventes empregados nesta etapa e que
influenciam sua produtividade e morfologia.
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Tabela 5: Propriedades dos solventes [280]

Solventes Ponto de Constante Momento Tensdo de

ebulicdo (°C) dielétrica dipolo(Cy,) superficie (N.m’
Y

Acetona 56 20.60 2.88 22.72

Cloroférmio 61 4.80 1.04 23.44

Acido formico 118 6.2 1.42 37.13

Dimetilformamida 153 36.70 3.82 35.74

Etanol 78 51.1 1.68 21.97

Na literatura verifica-se que a produtividade das nanofibras (0 nimero de fibras por
unidade de area e unidade de tempo) aumenta com o aumento da constante dielétrica e do
momento de dipolo dos solventes [281]. A utilizacdo do DMF como terceiro solvente foi
escolhida para dar continuidade aos estudos, pois contribui para a obtencdo de nanofibras

homogéneas, isentas de granulos e com maior produtividade.

7 NANOFIBRAS ASSIMETRICAS COM A BLENDA PLA/BN

Neste trabalho as nanofibras assimétricas sdo apresentadas como uma estrutura
3D formada por uma manta eletrofiada de PLA seguida da deposicdo de uma manta
eletrofiada da blenda PLA/BN contendo diferentes concentracbes de curcumina. Essa
estratégia agrega as mantas eletrofiadas camada protetora evitando a degradacdo da
curcumina presente nas nanofibras da blenda PLA/BN. A Figura 8 mostra o esquema da

producdo da membrana assimétrica.
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(i) (ii) (i)
SolugdonPLA  Solugdo nPLA/BN_Cur Eletrofiagao

Luz

Pele Camada inferior

(vi) (v) (iv)
Aplicagao como curativo Estrutura membrana assimétrica

Figura 8. Preparacdo das solucdes de nPLA (i) e nPLA/BN_Cur (ii) e processo de eletrofiacdo da membrana
assimétrica de nPLA/BN_2,5%Cur (iv). Imagem digital (v) e imagem de MEV (v) da membrana assimétrica
aplicada como curativo (vi). Reimpresso com permissao. [282]. Copyright 2021 Elsevier.

Com isso, as solucbes de PLA 10% foram inicialmente eletrofiadas e em
seguida, as solugdes de PLA/BN contendo duas concentracdes de curcumina foi eletrofiada
sobre a manta de PLA anteriormente produzida. Otimizacdes no tempo de deposicdo das
fibras, para cada solucdo foram realizadas para que se obtivesse uma espessura ideal que
pudesse ser retirada do papel aluminio facilmente. Cada solucao polimérica foi eletrofiada por

4 horas.

7.1 Membrana Assimétrica - Analise morfologica

A técnica de eletrofiacdo foi utilizada para produzir uma membrana assimétrica
composta por duas camadas de nano/microfibras para aplicagdo como curativo. A camada

interna foi composta por microfibras da blenda de PLA e borracha natural contendo
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curcumina (NnPLA/BN_Cur). A camada externa foi produzida com nanofibras de PLA (nPLA)
para exibir uma funcdo dupla: i) proteger a curcumina contida na camada interna
(nPLA/BN_Cur) contra a fotodegradacéo, ii) para evitar a penetracdo de microrganismos.
Essa combinacdo de propriedades, obtida usando uma membrana assimétrica, € altamente
adequada para aplicacdo de curativo. A morfologia da superficie e a seccdo transversal de
nPLA, nPLA/BN_2,5% Cur e nPLA/BN_5% Cur foram inspecionadas por MEV de acordo
com as micrografias mostradas na Figura 8.1 a)-c), respectivamente. Como pode ser visto,
foram produzidas nano/microfibras livres de defeitos ou beads. O didmetro médio das
nanofibras de nPLA foi de 137 + 33 nm, enquanto que para nPLA/BN_2,5% Cur e
NPLA/BN_5% Cur foram 1,24 + 0,49 um e 2,8 £ 1,38 um, respectivamente. As imagens dos

cortes transversais da membrana assimétrica sdo apresentadas na Figura 8.2 e confirmam a

formacgdo de uma estrutura assimétrica constituida por uma camada densa de nPLA e uma
camada de nPLA/BN_2,5% Cur.

Figura 8.1. Imagens obtidas por MEV das diferentes camadas da membrana assimétrica a) nPLA; b)
NPLA/BN_2,5%Cur e ¢) nPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com a permissdo de Chagas et al. [282]

Figura 8.2. Micrografias da sec¢éo transversal da nPLA/BN_2,5%Cur em diferentes magnificagdes a) 500x; b)

1000x e c¢) 2000%. Reimpresso com permissdo. [282]. Copyright 2021 Elsevier.

Visando investigar a distribuicdo da curcumina nas microfibras nPLA BN_Cur, a
microscopia de fluorescéncia foi empregada, uma vez que a curcumina exibe forte
fluorescéncia [260]. Para este propdsito, as amostras de nPLA/BN_Cur foram excitadas
usando um comprimento de onda centrado em 395 nm. A imagem de microscopia de

fluorescéncia na Figura 8.3 indica que a curcumina estd homogeneamente distribuida em
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ambas as formulacfes de microfibras eletrofiadas PLA/BN, indicando também a preservacao
das propriedades de fluorescéncia apd6s o processo de eletrofiacdo, assim como a

compatibilidade entre a matriz de mistura polimérica e curcumina.

Figura 8.3. Micrografias de Fluorescéncia para as amostras a) nPLA/BN_2,5%Cur e b) nPLA/BN_5%Cur.
Reimpresso com permissdo. [282]. Copyright 2021 Elsevier.

7.2 Membrana Assimétrica — Analise por FTIR-ATR

A estrutura quimica das nanofibras assimétricas e a interagdo interfacial entre
os polimeros e a curcumina foram investigadas por FTIR-ATR para as amostras
NPLA/BN_2,5%Cur e nPLA/BN_5%Cur, borracha natural e curcumina, e apresentados na

Figura 8.4.
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Figura 8.4. Espectros obtidos por FTIR-ATR para amostras de a) curcumina, b) borracha natural, c)

nanofibra assimétrica nPLA, d) nPLA/BN_2,5%Cur e €) nPLA/BN_2,5%Cur. Reimpresso com permissao.

[282]. Copyright 2021 Elsevier.
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O espectro FTIR da curcumina (Figura 8.4) exibe uma banda em 3508 cm™ atribuida
ao alongamento dos grupos funcionais hidroxila; bandas em 1600 e 1625 cm™ indicando
vibracdes de alongamento de C=C; a 1504 cm™ correspondendo as vibracdes de alongamento
aromético-O e aromatico-O-R [283]; em 1272 cm™ e 1151 cm™ para modos de estiramento
aromatico de C=0 e C-O-C, respectivamente [284-287]. As bandas de vibracdo para borracha
natural estdo em 840 cm™ para flexdo fora do plano = CH; em 1375 e 1444 cm™ para o
alongamento assimétrico de CH, e CHs, respectivamente [288]; em 1662 cm™ para
alongamento C = C em 2850-2914 cm™ para alongamento simétrico CH,; e a 2960 cm™ para

alongamento assimétrico de CH3 [289-291].

As principais bandas de interesse que ocorrem para o PLA estdo na faixa de 3200-
2810 cm™ devido ao alongamento de CH [292]; vibrages de estiramento C=0 em 1753 cm™
[293]; CH5; alongamento assimétrico e simétrico a 1452 cm™ e 1377 cm™; vibragdo de flexdo
C-H em CH a 1361 cm™; 1209-1180 cm™ e 1129-1085 cm™ em relagdo as vibracdes C-O-C e
867 cm™ C-C de alongamento da fase cristalina [80,294,295].

Na Figura 8.4 também sdo apresentadas as bandas vibracionais para nPLA/BN_2,5%
Cur e nPLA/BN_5% Cur, respectivamente. A presenca de vibracdes a 1625 cm™ para a
curcumina, a 1662 cm™ para borracha natural e a 1755 cm™ para as vibracdes de PLA
confirmam a incorporacdo da curcumina na matriz polimérica. O pico atribuido ao
alongamento C = C do grupo aromatico do p6 de Cur a 1504 cm™ sofre uma alteracéo para
1514 cm™, sugerindo uma interacéo entre o anel de benzeno da curcumina e a ligagdo C-H do
PLA [296].

7.3 Membrana Assimétrica - Analises Térmicas

As andlises térmicas dos biomateriais com aplicagdo médica usualmente requerem
esterilizacdo a altas temperaturas antes de seu uso [297]. Adicionalmente, as anélises termicas
também proveem informacGes sobre o estado fisico e sobre as interagdes moleculares da
matriz polimérica [298]. As propriedades térmicas de nPLA, nPLA/BN_2,5%Cur,
nPLA/BN_5%Cur foram realizadas por anélises de TGA e DSC e sdo apresentadas na Figura
8.5.
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NPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com permissao. [282]. Copyright 2021 Elsevier.

A partir da Figura 8.5 observa-se que a curcumina apresenta um pico de degradacdo a
162 °C (1,2% de perda de massa). O segundo pico de degradacdo inicia em aproximadamente
me 180°C, se estendendo até aproximadamente 450°C, de acordo com DTG. De 500 °C a 800
°C a curcumina degrada aproximadamente 6% de sua massa e nao apresenta nenhum evento
térmico significativo, similar ao que foi encontrado por Sun e colaboradores [299]. De acordo
com a literatura, a degradacdo térmica da curcumina ocorre devido a degradacdo de grupos
substituintes e do anel benzénico da curcumina [300]. Para as curvas do nPLA, TGA e DTG
mostram um evento térmico iniciado 210 °C terminando em 355 °C com pico maximo em
314°C.

nPLA/BN_2,5%Cur e nPLA/BN_5%Cur apresentam curvas similares, com dois
principais eventos térmicos associados a degradacdo do polimero. O primeiro evento inicia
em 160 °C e termina em 300°C, com intensidade maxima em 285 °C com 23% da degradacéo
do material para nPLA/BN_2,5%Cur, e com degradacdo de aproximadamente 24,7% e pico
méaximo em 270 °C para nPLA/BN_5%Cur. Em 300 °C inicia o segundo evento térmico,
com pico maximo em 361 °C e degradacdo de 72% do material restante. Além disso,
microfibras de nPLA/BN_5%Cur apresentam 0 primeiro evento térmico em menores
temperaturas (270°C) quando comparado com microfibras de nPLA/BN_2,5% (285°C),
indicando um decréscimo na estabilidade térmica quando uma maior quantidade de curcumina
esté presente nas microfibras. O primeiro evento para as microfibras de nPLA/BN_2,5%Cur e
nPLA/BN_5%Cur corresponde principalmente a degradacdo do PLA, enquanto o segundo
evento corresponde & degradacdo da BN e Cur.
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Em geral, nanofibras eletrofiadas tem menor grau de cristalinidade quando
comparadas ao polimero ndo processado e os filmes obtidos por casting [301,302], na qual
também podem ser afetados pelo solvente empregado e a taxa de evaporacgdo. A cristalinidade
polimérica também afeta inUmeros importantes fatores como a taxa de degradacédo [303], a
liberacdo da droga incorporada na matriz [304] e também a adesdo e proliferacdo celular,
quando aplicados como curativos ou engenharia de tecidos [305]. Portanto, a investigacdo da
cristalinidade de amostras de PLA contendo borracha natural e curcumina torna-se
importante. As curvas referentes ao primeiro (linha preta) e segundo aquecimento (linha
vermelha) para as amostras nPLA, Cur, nPLA/BN_2,5%Cur e nPLA/BN_5%Cur séo

apresentadas na Figura 8.6 e 0s principais parametros séo apresentados na Tabela 6.

lexo 1° heating
nPLA e aii \[—
Cur \[’
nPLA/NR_2.5%Cur N~ \F
nPLA/NR_5%Cur — ~

-25 0 25 50 75 100 125 150 175
Temperature (°C)

texo 2° heating
. >y

nPLA \/

Cur ———

nPLA/NR_2.5%Cur

nPLA/NR_5%Cur

25 0 25 50 75 100 125 150 175
Temperature (°C)
Figura 8.6. Curvas de DSC para o primeiro (linha preta) e segundo (linha vermelha) aquecimento para as
amostras Cur, nPLA, nPLA/BN_2,5%Cur and nPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com permisséo. [282]. Copyright
2021 Elsevier.
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A curva de DSC da amostra nPLA apresentam no primeiro aquecimento Ty = 64 ° C,

Tee=80°CeTy,=168 ° C, eventos relatados em amostras de PLA semicristalinos [306]. A

presenca de curcumina e BN induz a modificagdo nas temperaturas Te, Tm € T4, COMO

mostrado na Figura 8.6 e na Tabela 6.

A curva de DSC da Cur para o primeiro aquecimento apresenta um pico endotérmico

em 174 °C correspondente a fusdo da amostra e a desidroxilacdo da Cur com eliminagédo de

duas moléculas de agua [307-310]. Este pico ndo foi observado em nanofibras contendo

curcuming, indicando o decréscimo ou perda da cristalinidade [311]. A rampa do segundo

aquecimento apresentados na Figura 8.6 mostra um pequeno declinio a partir da linha de base

em aproximadamente 82°C, na qual € atribuida a temperatura de transi¢éo (T4) da curcumina

amorfa [312].

Tabela 6. Eventos térmicos obtidos das curvas de DSC.

1° heating

2° heating

Samples

PLA

(°C)

PLA T
S

PLATn
°C)

BN T,
(°C)

PLAT,
(°C)

PLA T
S

PLATh
C

BN T,
(°C)

nPLA

62

81

169

63

98

169

nPLA/BN_2,5%Cur

62

86

160

-62

62

-62

nPLA/BN_5%Cur

62

86

159

-62
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A adicdo de curcumina e BN também é capaz de modificar a cristalinidade da

estrutura do PLA afetando a temperatura de fusdo através de mudancas no tamanho e nas

lamelas cristalinas [313], assim como a temperatura de transicdo vitrea (Ty) pela interagéo
intermolecular [314-316].

7.4 Membrana assimétrica - Medidas de angulo de contato

A hidrofilicidade das membranas possui uma grande influéncia na proliferacdo e

adesao celular [315]. A molhabilidade das amostras de nano/microfibras foram avaliadas por

medidas de angulo de contato e sdo apresentadas na Figura 8.7. As amostras de nPLA

apresentaram medidas de angulo de contato de 126°+ 2 (Figura 8.7 a)), o que confirma o
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carater hidrofobico do PLA. As vantagens da obtencdo de um lado hidrofébico é a habilidade
de evitar a desidratacdo ao impedir que a &gua saia do local da ferida para o ambiente e evita

também a contaminacdo bacteriana [252,317,318].

Figura 8.7. Imagens obtidas por analise de &ngulo de contato para as amostras a) nPLA,; b)
NPLA/BN_2,5%Cur e ¢) nPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com permissdo. [282]. Copyright 2021 Elsevier.

Os valores de angulo de contato para as amostras NPLA/BN_2,5%Cur e
nPLA/BN_5%Cur na Figura 8.7 b) e c¢) sdo 115°+ 1,7 e 122°+ 2,1, respectivamente.

7.5 Membrana Assimétrica - Fotoprotecdo

Apesar das inimeras propriedades vantajosas da curcumina, esta pode ser degradada
ao ser exposta a luz em ambiente contendo oxigénio [185,319,320]. Portanto, sua
fotodegradacdo é uma desvantagem que deve ser avaliada. Com isso, a camada adicional de
nPLA foi proposta para atuar na fotoprotecdo da curcumina e evitar sua fotodegradacéo
provocada pela luz UV-Vis. A radiacdo UV, sabe-se, pode causar danos ao DNA assim como

promover a fotodegradacdo de compostos bioativos como a curcumina.

Alguns estudos encontrados na literatura reportam nanofibras recobertas por
nanoparticulas para atuarem como um sistema de fotoprotecdo [321,322], onde parametros
como o didmetro das fibras e espessura das membranas [323] sdo capazes de interferir na
protecdo UV promovida pelas nanofibras. Os dados referentes & transmissdo UV-Vis sdo
apresentados na Figura 8.8 e apresentam o0s espectros de absorbancia para a)
nPLA/BN_2,5%Cur protegida com nPLA e b) nPLA/BN_2,5%Cur ndo protegida; c)
nNPLA/BN_5%Cur protegida com nPLA e d) nPLA/BN_5%Cur néo protegida.
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Figura 8.8. Espectros de absorbancia para a) nPLA/BN_2,5%Cur protegida com nPLA e b)
NPLA/BN_2,5%Cur ndo protegida; ¢) nPLA/BN_5%Cur protegida com nPLA e d) nPLA/BN_5%Cur ndo

protegida. As setas indicam o aparecimento (4) e a reducéo (*) dos picos de absorbancia. Reimpresso com

permissdo. [282]. Copyright 2021 Elsevier.

A partir dos resultados apresentados na Figura 8.8 para as amostras protegidas a)
nPLA/BN_2,5%Cur e c) nPLA/BN_5%Cur, respectivamente, nota-se que 0s picos em 260
nm e 420 nm caracteristicos da curcumina [324,325], ndo apresentaram significativas
alteracbes apds 12 horas de exposicdo a luz. Isso é devido ao carater de fotoprotecdo da
camada de nPLA na curcumina. As Figuras 8.8 b) e d) apresentam decréscimo nos picos de
absorbancia relacionadas a curcumina em 420 nm, com o aparecimento de picos em 244 nm e
284 nm devido a degradacdo da curcumina presente nas microfibras quando expostas a luz
por 12 horas [185,326]. A degradacdo da curcumina por autoxidacdo foi reportado por
Griesser et al. [327], cujos autores observaram um decréscimo na absorbancia em 430 nm a
qual foi associado a disrup¢do da dupla ligagcdo conjugada entre os anéis fendlicos. Castillo et
al. [328] também reportaram mudancas no pico de absor¢cdo maximo da curcumina, passando

de 429 nm para 390 nm, apo6s a exposi¢cdo a luz do dia por 24 horas. Como produtos da
56



fotodegradagdo da curcumina, estudos reportam a producdo de aldeido ferdlico, vanilina,
acido vanilico e outros produtos ndo fenolicos [329-332]. O fato das nanofibras ndo expostas
a luz ainda apresentarem grupos da curcumina ndo degradadas, sugerem que 0 processo de
eletrofiacdo ndo apresenta efeitos na degradacao da curcumina, assim como a camada nPLA
foi capaz de exercer prote¢do a curcumina (contida na camada inferior de nanofibras) contra a

sua fotodegradacéo.

7.6 Membrana Assimétrica - Ensaios antimicrobianos

Feridas na pele podem ter seu processo de recuperagdo prejudicados devido a presenga
de bactérias diversas, causando riscos ao paciente [333]. Dentre essas bactérias,
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) and Escherichia coli (Gram-negativa) séo
encontradas em septcemia e outras infeccbes de pele [334]. Primeiramente, 0 método de
Microdiluicdo foi empregada para determinar a CIM e CBM dos materiais, e 0s resultados séo
apresentados na Figura 8.9 a) e b) , respectivamente. A CBM ¢ determinada em concentracées
maiores que a CIM e que ndo apresentam nenhum crescimento bacteriano. Os valores
encontrados foram 62.4 pg.mL™ para CIM e 250 pg.mL™ para CBM contra S. aureus. A CIM
da curcumina pode variar de acordo com o grau de pureza, com as cepas de bactérias e 0 uso
de solventes para solubilizar a curcumina [335]. Estudos sobre os mecanimos de agéo revelam
que a curcumina é responsavel pela deformacdo das células bacterianas, provocando a

liberacdo do conteudo intracelular levando a morte celular [336].

7.6.1 Método disco-difusdo em agar

O método disco-difusdo em &gar é um método simples e semi-quantitativo para
determinacdo da atividade antibacteriana de agentes antimicrobianos capazes de difundir em
agar. Este método foi empregado para determinar a eficacia das microfibras contendo
curcumina contra bactérias S. aureus. As fotografias digitais dos experimentos obtidas do
ensaio sdo apresentadas na Figura 8.9 c) e d) para as amostras nPLA/BN_2,5%Cur e
nPLA/BN_5%Cur, respectivamente. Nenhum halo de inibi¢ao foi observado a olho nu, o que

é consistente com a natureza hidrofébica da curcumina [330] que pode dificultar a sua difusdo
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em &gar [337] como reportado na literatura em uma investigacdo de nanofibras contendo
curcumina [338]. Além disso, a presenca de compostos hidrofébicos na superficie pode
facilitar sua insercdo na membrana bacteriana de composicéao lipidica [339,340]. Por outro
lado, as Figuras 8.10 a) e b) apresentam os resultados ap0s a remocdo das amostras
NPLA/BN_2,5%Cur e nPLA/BN_5%Cur, respectivamente, da superficie do &gar. Observa-se
que um halo do mesmo tamanho das amostras é notado, indicando uma ndo proliferagdo de
bactérias, e que foi alcancada devido ao contato com as amostras de nPLA/BN_Cur.
Curativos com superficies antimicrobianas por contato sdo desejaveis por prevenir a adesao

bacteriana e a formagéo de biofilmes [341].

Figura 8.9. Eficiéncia antibacteriana (contra S. Aureus) das amostras testadas a) CIM, b) CBM, c)

NPLA/BN_2,5%Cur e d) nPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com a permissdo de Chagas et al. [282].

Figura 8.10. Eficiéncia antibacteriana (contra S. Aureus) testada apds a remocéo das amostras,

indicando uma n&o proliferagdo de bactérias devido ao contato com as amostras a) nPLA/BN_2,5%Cur e b)

nNPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com a permissdo de Chagas et al. [282].
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Para avaliar a inibicdo do crescimento bacteriano, peles de porco foram empregadas
como suporte para o crescimento S. aureus. As imagens de MEV mostradas na Figura 8.11 a),
b) e c¢) referem-se as amostras nPLA, nPLA/BN_2,5%Cur e nPLA/BN_5%Cur,

respectivamente.

Figura 8.11. Imagens de MEV para as amostras a) nPLA; b) nPLA/BN_2,5%Cur e ¢) nPLA/BN_5%Cur.
Reimpresso com permisséo. [282]. Copyright 2021 Elsevier.
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Imagens de MEV das membranas mostram alta adesdo bacteriana na superficie da
amostra nPLA (Figura 8.11 a)). Ja a amostra nPLA/BN_2,5%Cur (Figura 8.11 b)) apresentou
baixa adesdo bacteriana assim como a amostra PLA/BN_5%Cur (Figura 8.11 c)). Esses
resultados evidenciam que a acéo antibacteriana da curcumina contida nas nanofibras ocorrem

por contato e corroboram os ensaios de halo de inibicdo mostradas na Figura 8.10 a) e b).

7.6.2 Testes de penetracdo microbiana

Infec¢des secundarias em feridas podem intensificar a deterioracdo das feridas e piorar
0 quadro geral do paciente [342,343]. O teste de penetracdo microbiana € de grande
relevancia, e permite avaliar a impermeabilidade da membrana & penetracdo de bactérias
secundérias no local da ferida. O teste de penetracdo microbiana foi empregado com as
amostras de membranas assimétricas e sao apresentadas na Figura 8.12. Neste trabalho, o
controle negativo (nomeado como C-) refere-se ao tubo que foi lacrado com parafilm para
evitar a penetragdo de microrganismos do meio ambiente no tubo. Este grupo foi utilizado
para avaliar a assepsia do meio de crescimento, bem como as variagdes de cor do meio de
incubacdo na auséncia de crescimento bacteriano ap6s o experimento. Por outro lado, o
controle positivo (nomeado como C +) corresponde ao tubo de ensaio na auséncia de material
de vedacéo e foi utilizado para avaliar as variacGes de cor do meio de incubacgédo devido ao
crescimento de microrganismos presentes no ambiente. Assim, tanto o grupo C- quanto o
grupo C + produziram informacdes visuais e qualitativas importantes sobre a eficacia das
membranas de duas camadas na prevencdo da penetracdo bacteriana. Os tubos que foram
selados com nPLA, nPLA/BN_2,5%Cur e PLA/BN_5%Cur ndo apresentaram nenhuma
modificagdo na coloracdo do meio de cultura, resultado similar ao tubo de C- o qual foi selado
com parafilm®. Este resultado pode estar associado com a habilidade das nanofibras de
impedir a passagem de microorganismos, de fato funcionando como uma barreira. Foi notado
alteracdo na coloracdo do meio de cultura do tubo referente ao C+, o qual ndo foi selado,

sendo que a mudanca na coloracéo esta relacionada com o crescimento bacteriano no tubo.

Agar sal manitol foi empregado para confirmar o crescimento de bactérias
(preferencialmente S. aureus) a partir do meio de cultura encontrado em cada tubo de ensaio

selado com as amostras de nanofibras, de modo a verificar a capacidade das amostras de
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impedir a passagem de bactérias. Nenhum halo de crescimento foi encontrado para os tubos
de ensaios selados com as amostras nPLA, nPLA/BN_2,5%Cur e PLA/BN_5%Cur, com
excecao para o controle positivo. Esse resultado pode ser atribuido ao tamanho de poros entre
as nanofibras, sendo menores que o tamanho das bactérias, impedindo a penetracdo de
microorganismos [344,345]. Os resultados indicam que as membranas assimétricas
desenvolvidas sdo capazes de prevenir a penetragdo de microorganismos presente no ambiente

e consequentemente ajudar na protecdo da ferida, evitando infec¢cdes secundarias.

Figura 8.12. Imagens do Teste de Penetracdo bacteriana apds 10 dias para as amostras a) C+; b) C-; ¢) nPLA; d)

nPLA/BN_2,5%Cur; e) nPLA/BN_5%Cur e halo de crescimento em agar sal-manitol para as amostras f) C-; g)

C+; h) nPLA; i) nPLA/BN_2,5%Cur e j) nPLA/BN_5%Cur. Reimpresso com permissdo. [282]. Copyright 2021
Elsevier.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidas por eletrofiagio mantas de micro/nanofibras
poliméricas de PLA 10%, PLA/BNE e PLA/BN. Nanofibras da blenda de poli (&cido lctico)
(PLA) e borracha natural epoxidada (BNE) obtidas por eletrofiacdo indicam através das
curvas de DSC e espectros de FTIR que a epoxidacéo in-situ da borracha natural ocorreu com
sucesso. O diametro medio obtido das nanofibras aumentou com o aumento da quantidade de
BNE adicionada. A epoxidagdo da BN elevou o tempo de sua solubilizacdo em cloroférmio e
acido formico. Como alternativa, microfibras da blenda de PLA com BN por eletrofiacdo
foram obtidas a partir da utilizacdo de diferentes solventes, na qual foi possivel diminuir o
tempo de solubilizacdo da borracha natural de alguns dias para poucas horas.

Também foi possivel desenvolver uma membrana nano/microfibrosa assimetrica de poli
(&cido lactico) (PLA)/borracha natural (BN) contendo curcumina através da técnica de
eletrofiacdo para ser avaliada como um curativo para feridas. A camada interna foi composta
por uma mistura biodegradavel de microfibras PLA/BN contendo curcumina no volume,
enquanto a camada extra superior de nanofibras de PLA foi capaz de impedir a penetracéo de
bactérias externas e também proteger a curcumina contra fotodegradacao, preservando suas
propriedades vantajosas. As microfibras PLA/BN contendo curcumina foram capazes de
prevenir a proliferacdo de S. aureus, que estad relacionada a varias infeccBes cutaneas.
Portanto, a abordagem proposta avanca no desenvolvimento e aplicagdo de membranas
micro/nanofibrosas projetadas para curativos inteligentes, protegendo os compostos ativos
(por exemplo, drogas, antioxidantes, sistemas de fator de crescimento) da fotodegradacédo e

prevenindo a ferida da penetracdo bacteriana externa.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

As fibras eletrofiadas da blenda de BN/PLA com curcumina apresentadas
anteriormente apresentaram didmetros micrométricos. Sabendo que as otimizagGes nos
parametros de producdo de fibras por eletrofiacdo podem levar a uma diminuicéo do didmetro
das fibras, novas otimizagdes foram realizadas, como a diminui¢do da vazdo de ejecdo
polimérica (0,5 ml.h™) e diminuicdo do didmetro da agulha (0,7mm). Com essas novas

otimizacOes, obteve-se uma reducdo do didmetro médio das fibras, apresentando didmetro de
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711 nm = 115nm. A Figura 9 apresenta as imagens de MEV referentes as otimizacOes
realizadas para a amostra nPLA/BN_5%Cur.

Figura 9. Micrografias obtidas por MEV para a amostra nPLA/BN_5%Cur em diferentes magnificaces
a)x500 b)x1000 e ¢)x5000.

Neste projeto também foram produzidas microfibras de BN (nBN) empregando os
mesmos solventes empregados no preparo da solucdo das blenda PLA/BN. Testes empiricos
mostraram que a BN obtida pode ser dissolvida até 50 mg.mL™ em cloroférmio puro, porém a
solucdo resultante é muito viscosa para ser processada adequadamente. Os experimentos
também revelaram que uma combinacdo de cloroférmio e acido férmico (98%) na proporcao
de 98:2 v/v foi mais eficiente do que o cloroférmio puro e, portanto, essa combinacdo foi
definida como o solvente padrdo para os testes na producédo de micro de BN por eletrofiagéo.
Os solventes cloroférmio/acido formico/DMF foram empregados na producdo de microfibras
de NR. A melhor concentraco foi de 30 mg.mL™. A combinagdo de solventes permitiu uma
diminuicdo no tempo de solubilizacdo da solucdo polimérica. O tempo de solubilizacdo
aumentou de alguns dias para 5-6 horas. Imagens de MEV sdo apresentadas na Figura 9.1

para microfibras de BN 3% com diametro médio de 4um.

Figura 9.1. Micrografias obtidas por MEV para a amostra nPLA/BN_5%Cur em diferentes magnificaces
a)x100 b)x500 e ¢)x1000.

Dito isso, novas otimizagGes podem ser realizadas para obtencdo de fibras de menores
diametros a partir das matrizes poliméricas apresentadas neste projeto. Além disso, novos

materiais podem ser encapsulados na matriz polimérica almejando diferentes propriedades,
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como por exemplo, éxido de grafeno [346] e 6xido de grafeno reduzido [347,348], visando
melhora nas propriedades mecénicas e elétricas para atuarem como sensores ou biossensores.
Além disso, a curcumina, por suas propriedades antibacterianas e principalmente por sua
propriedade antioxidante, tem sido empregada para aplicagdes em embalagem alimenticia
[347,349]. Deste modo, o potencial antioxidante das membranas assimétricas aqui
desenvolvidas também pode ser investigado visando aplicacdo como embalagem alimenticia,

principalmente por apresentar fotoprotecdo tanto a curcumina quanto ao alimento embalado.
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12 ANEXO1

Autorizacao para reimpressao das figuras apresentadas neste documento.
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Bilayered electrospun membranes composed of poly(lactic-acid)/natural rubber: A strategy against curcumin
REACTIVES photodegradation for wound dressing application
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