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RESUMO

Tradicionalmente, no tratamento de feridas graves o antimicrobiano tépico deve ser
aplicado uma a duas vezes ao dia na area lesada para reduzir as infeccfes. No
entanto, os pacientes geralmente sofrem desconforto com a aplicacdo de drogas
topicas e com a troca de curativos. Nesse contexto, o desenvolvimento de sistemas
curativos biodegradaveis contendo farmaco antimicrobiano sao fundamentais para a
promocdo de acdes terapéuticas, reduzindo as infeccbes causadas por
microrganismos e podendo substituir os curativos convencionas que nao possuem
polimeros biodegradaveis em sua composi¢cdo. Para ir de encontro com essa
necessidade, filmes de PBAT e PBAT/gentamicina foram preparados por meio de
duas abordagens. Na primeira abordagem filmes de PBAT obtidos por casting foram
funcionalizados por radiacdo UV durante 90 minutos na presenca de Oz atmosférico
para posterior insercdo de gentamicina na superficie através de solucdes tampdes
contendo EDC e gentamicina. A superficie das amostras foi analisada pelo WCA,
FTIR-ATR e XPS. A anadlise antimicrobiana dos filmes também foi realizada. Os
resultados para os filmes de PBAT por casting mostram que o tempo de irradiagéo
produziu superficies altamente hidrofilicas com grupos oxigenados enxertados na
superficie do polimero (C=0 e C-OH). A andlise antimicrobiana indicou que a
gentamicina ndo ligou covalentemente com o PBAT, porém observou-se a presenca
de nitrogénio na superficie das amostras pela andlise de XPS. Na segunda
abordagem foram preparadas fiboras de PBAT e PBAT/gentamicina a partir da
eletrofiacdo. As solugdes utilizadas no processo de eletrofiagdo foram preparadas com
diferentes concentracdes de gentamicina e passaram por analises de condutividade e
viscosidade. As fibras de PBAT e PBAT/gentamicina foram caracterizadas quanto a
suas propriedades fisico-quimicas, morfolégicas, térmicas, antimicrobianas e
biolégicas. Nos resultados obtidos para as fibras de PBAT e PBAT/gentamicina
observou-se que ndo houve mudancga nos espectros ap0s a mistura dos materiais,
uma vez que as bandas de absorgéo foram preservadas e ndo houve o aparecimento
de novos picos. A presenca da gentamicina modificou a morfologia das amostras,
diminuindo o diametro das fibras. O grau de intumescimento foi alterado com o
acréscimo de gentamicina e houve modificacdo da morfologia das fibras apds 48
horas de imersdo em PBS, porém as fibras mantiveram-se presentes. A gentamicina
aumentou o grau de molhabilidade das fibras PBAT. As fibras de PBAT/gentamicina
possuem atividade antimicrobiana frente as cepas de E. coli e ndo apresentaram
citotoxicidadede acordo com o padrdo ISO 10993-5. Estes resultados reforcam que o
PBAT pode ser usado como um sistema curativo com incorporacdo de farmaco,
mostrando ser uma alternativa interessante de curativo/adesivo para uso topico.

Palavras-chave: Curativos de PBAT, polimero biodegradavel, atividade
antimicrobiana, gentamicina.



ABSTRACT

Traditionally in the treatment of serious wounds, topical antimicrobial should be applied
1-2 times daily to the injured area to reduce infections. However, patients often suffer
from discomfort with the application of topical drugs and with the exchange of
dressings. In this context, the development of biodegradable curative systems
containing antimicrobial drug are fundamental for the promotion of therapeutic actions,
reducing the infections caused by microorganisms and being able to substitute
conventional dressings that there aren’t biodegradable polymers in their composition.
To meet this need, PBAT and PBAT/gentamicin films were prepared using two
approaches. In the first approach PBAT films obtained by casting were functionalized
by UV radiation for 90 minutes in the presence of atmospheric Oz for subsequent
insertion of gentamicin on the surface through buffer solutions containing EDC and
gentamicin. The surface of the samples was analyzed by the WCA, FTIR-ATR and
XPS. Antimicrobial analysis of the films was also performed. The results for the PBAT
films by casting show that the irradiation time produced highly hydrophilic surfaces with
oxygenated groups grafted onto the polymer surface (C=0 and C-OH). Antimicrobial
analysis indicated that gentamycin did not bind covalently with PBAT, but nitrogen was
observed on the surface of the samples by XPS analysis. In the second approach,
PBAT and PBAT/gentamicin fibers were prepared from the electrospun. The solutions
used in the electrospun process were prepared with different concentrations of
gentamicin and underwent conductivity and viscosity analyzes. The PBAT and
PBAT/gentamicin fibers were characterized as their physical-chemical, morphological,
thermal, antimicrobial and biological properties. In the results obtained for the PBAT
and PBAT/gentamicin fibers, it was observed that there was no change in the spectra
after the materials were mixed, since the absorption bands were preserved and there
were no new peaks. The presence of gentamicin modified the morphology of the
samples, reducing the diameter of the fibers. The degree of swelling was altered with
the addition of gentamicin and there was a change in the morphology of the fibers after
48 hours of immersion in PBS, but the fibers remained present. Gentamicin increased
the degree of wettability of PBAT fibers. PBAT/gentamicin fibers have antimicrobial
activity against E. coli strains and did not present cytotoxicity according to ISO 10993-
5 standard. These results reinforce that PBAT can be used as a curative system with
drug incorporation, proving to be an interesting dressing/adhesive alternative for
topical use.

Key-words: PBAT dressing, biodegradable polymer, antimicrobial activity, gentamicin.



1 INTRODUCAO

O tratamento de feridas graves ndo € uma tarefa facil, pois a regido afetada é
facilmente infectada. Os organismos infecciosos visam, preferencialmente, feridas sob
materiais curativos, levando a possiveis infec¢cdes que exigem remocéao do curativo e

excisdo de feridas cutaneas?s.

A inibicdo da multiplicagdo e invasdo bacteriana é especialmente importante em
feridas contaminadas. Tradicionalmente, os antimicrobianos toOpicos devem ser
aplicados 1-2 vezes ao dia na area lesada para reduzir as infeccfes, no entanto, os
pacientes muitas vezes sofrem de desconforto com a aplicagcdo de medicamentos
topicos e a troca de curativos. Nesse contexto, a infeccdo pode ser reduzida usando
curativos que incorporam antibiéticos -6, além disso, a substituicdo dos curativos e 0s

danos infligidos no epitélio recém formado podem ser minimizados.

O mercado conta hoje com uma gama variada de curativos que tém por
finalidade béasica proteger feridas de possiveis infec¢des e ressecamento durante sua
cicatrizacdo. A evolucao cientifica aliado a elevada incidéncia de feridas e seus altos
custos para a saude publica tém estimulado pesquisadores de diversas regides do
mundo a buscar solu¢cdes mais eficientes e baratas, pautados na convicgcéo de que
um curativo ndo tem apenas que proteger feridas. Um bom curativo deve proporcionar
protecdo aos ferimentos, potencializar condi¢cdes adequadas para a recuperacao dos
tecidos lesados e dar suporte para a fixacdo celular e para o desenvolvimento do novo

tecido sadio.

O desenvolvimento de um novo sistema de liberacéo de farmacos é fundamental
na promocéao das acoes terapéuticas, contudo isto sé é possivel a medida que novas
tecnologias sdo desenvolvidas, de forma a reduzir as limitacbes nas terapias

existentes’.

Diversas técnicas sdo propostas visando a fabricacédo destes biomateriais, entre
elas podemos destacar algumas como revestimento e eletrofiacdo. A técnica de
eletrofiagdo tem sido amplamente estudada para aplicacdo biomédica, devido a sua
capacidade de produzir scaffolds fibrosos em 3D semelhantes a matriz extracelular
(MEC), apresentando caracteristicas atraentes como nanofibras uniformes e

continuas em escala nanométrica, com elevada area superficial, elevada porosidade,
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interconectividade por toda a sua extensdo e larga escala de producgdo®10.
Adicionalmente a técnica de eletrofiagdo € considerada uma abordagem simples de
baixo custo e bastante versatil, podendo-se utilizar 0 mesmo sistema para processar
materiais sintéticos ou naturais com facil incorporacdo de componentes funcionais,
tais como proteinas, fatores de crescimento, genes, enzimas, drogas, ceramicas

bioativas, entre outros!?12,

Curativos para feridas com antibiéticos'® feitos de membranas poliméricas
fornecem concentracdes bactericidas de antibiéticos durante o tempo prolongado
necessario para tratar completamente a infeccdo particular. Atualmente, diversos
polimeros séo usados para este fim, e mais recentemente o poli (butilenoadipato-co-
tereftalato) (PBAT)'%1214 que é um copolimero alifatico aromatico que possui
caracteristicas atrativas como biocompatibilidade, baixa cristalinidade, flexibilidade e
um elevado alongamento a ruptura. E considerado completamente biodegradavel e
possui balanco ajustavel entre a biodegradacdo e as propriedades fisicas

desejaveist4 15,

As membranas nanofibrosas carregadas de farmacos oferecem vantagens em
relagdo aos convencionais. Os antibioticos locais e 0 anestésico tém a vantagem de
fornecer altas concentracfes de farmacos na area precisa requerida e a dose total de
antibiotico aplicado localmente ndo é normalmente suficiente para produzir efeitos
toxicos sistémicos. Sendo assim, para este sistema ter propriedade antimicrobiana,
um farmaco que inibe o crescimento de varios microrganismos é a gentamicinal®.
Gentamicina € um antibiotico elaborado por fungos do género Micromonospora que €
eficaz contra muitas bactérias gram-negativos, especialmente espécies de
Pseudomonas e Escherichia coli, bem como certas bactérias Gram-positivas,
particularmente Staphylococcus aureus?’.

Atualmente, estudos envolvendo substancias antimicrobianas na matriz
polimérica de PBAT sdo desenvolvidos utilizando o método de casting'®1® e
eletrofiacdo?, porém estes trabalhos ndo apresentam aplicacdes na area de
biomaterias. Nesse sentido, realizamos um estudo envolvendo uma abordagem
diferente dos demais encontrados na literatura, pois utilizamos a combinacéo de PBAT
com um aminoglicosideo, a gentamicina, com o intuito de desenvolver um sistema

curativo biodegradavel e antimicrobiano.



Desta forma, esta dissertacdo apresenta o estudo acerca do desenvolvimento
de filmes de PBAT obtidos pelo método de evaporacdo do solvente (casting), para
posterior insercao de gentamicina na superficie, e também fibras de PBAT com e sem

a incorporacao de gentamicina.

Este trabalho estd descrito em duas abordagens: a primeira abordagem refere-
se aos resultados obtidos a partir de filmes obtidos por casting. Na segunda
abordagem é discutida a caracterizacdo dos filmes obtidos por eletrofiagcdo. Até o
presente momento ndo ha relatos na literatura de fibras de PBAT obtidas por

eletrofiagdo em combinacdo com o antibiético utilizado, a gentamicina.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

Biomaterial € definido como qualquer substancia ou combinacéo de substancias,
de origem natural ou sintética, que podem ser usadas durante qualquer periodo de
tempo, como parte ou como sistemas que tratam, aumentam ou substituam quaisquer

tecidos, 6rgaos ou funcdes do corpo??.

Dada as especificidades que os biomateriais apresentam, a tendéncia é que eles
sejam considerados uma classe especial de materiais. Biomateriais sob a forma de
implantes (ligamentos, enxertos vasculares, valvulas cardiacas, lentes intra-oculares,
implantes dentarios, etc) e dispositivos médicos (marca-passos, biossensores,
coracOes artificiais, etc) sdo amplamente usados para substituir e/ou restaurar a
funcd@o de tecidos ou Orgdos traumatizados ou degenerados, e assim, melhorar a
qualidade de vida do paciente?®?.

Como caracteristica imprescindivel, estes materiais devem ser biocompativeis,
ou seja, ndo devem ser toxicos, carcinogénicos, antigénicos nem mutagénicos, nao
devem interferir com a cicatriza¢do dos tecidos lesados durante o ato cirdrgico e 0s
tecidos do hospedeiro devem tolerar bem as propriedades biomecanicas dos
materiais. Além disso, os materiais devem ser fabricaveis, esterilizaveis e estaveis
durante a implantacdo, ndo estimulando ou provocando o minimo de reacfes
alérgicas ou inflamatérias?3.

A quimica da superficie do material deve permitir a adeséo das células e os
eventos celulares. O substrato deve ser biocompativel de modo que as células sejam
capazes de expressar o seu fen6tipo normal. Além disso, tamanhos de poro e das
interligacdes entre os poros do substrato podem afetar o crescimento interno de tecido
nos implantes e por isso devem ser levados em consideragéo?*2°.

Mais recentemente, com o advento dos materiais de segunda e terceira
geragao, o conceito de biofuncionalidade passou a ser incluido nas discussdes sobre
o desenvolvimento e andlise de novos biomateriais. Isto porque a biofuncionalidade
se refere as propriedades fisicas e mecanicas que permitem que um biomaterial

desempenhe a funcédo planejada. Nao basta ser biocompativel, precisa tambéem
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ser biofuncional. Embora este conceito seja algo ndo muito preciso, € consenso gue
a funcionabilidade estd associada a aplicacdo a que se destina. Com isso, €
conveniente agrupar os materiais pelo campo de aplicacdo a que se destinam, ao
invés de usar a classificacdo tradicional em termos de propriedades gerais que eles
apresentam?3,

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com o comportamento
bioldgico (bioinerte, biotolerados, bioativos e reabsorviveis) e composi¢cdo quimica
(metdlicos, poliméricos, compdsitos e naturais)?3.

Levando-se em consideragéo a resposta bioldgica causada pelo biomaterial
no tecido hospedeiro, podemos classifica-los em:

Bioinertes - ndo provocam reacao de corpo estranho no organismo e estéao
em contato direto com o tecido receptor. Exemplos: titanio, zirconia e alumina?..

Biotolerados - moderadamente aceitos pelo tecido receptor e sdo geralmente
envolvidos por tecido fibroso. Exemplos: aco inoxidavel, ligas Cr-Co e poli
(metilmetacrilato) (PMMA)?L,

Bioativos - ha ligacdo direta aos tecidos vivos devido aos ions, por exemplo, o
Ca*?e/ouPOs2presentes nos substitutos 6sseos, que favorecem uma ligagdo quimica
com o tecido 6sseo. Exemplos: hidroxiapatita (HAp) e biovidros?!.

Reabsorviveis - lentamente degradaveis e gradualmente substituidos pelos
tecidos. Exemplos: fosfato tricalcio (TCP) e biovidros?'.

A selecdo de um material biocompativel deve iniciar com a identificacdo das
propriedades requeridas para a aplicagcdo em questdo. Como essas propriedades sao
extremamente sensiveis a variacfes da estrutura do material em escala micro ou
nanomeétrica, € fundamental que se tenha um entendimento de como se correlaciona
a sua microestutura com as propriedades desejadas?®.

A habilidade dos biomateriais de serem metabolizados pelo corpo permite que
sejam gradualmente substituidos por novas células para formar tecidos funcionais?’.
Na area biomédica, a exemplo do que ocorre em areas que exigem elevada
seguranca, como a aeronautica e a aeroespacial, o custo individual de uma peca nao
€, ou ndo deveria ser, o fator primordial na escolha da mesma. A sele¢cdo do material
€ apenas uma das etapas que garantirdo — ou ndo — 0 sucesso de uma empreitada.
Desde a identificacdo das necessidades de um paciente até a producdo e
comercializacdo de componentes biomédicos, passando pelo projeto, fabricacédo e

testes, um longo caminho deve ser percorrido, dele participando engenheiros
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(projetistas e de materiais), médicos/dentistas, biélogos, quimicos, bioquimicos e até
profissionais com formacdo em desenho industrial e marketing?®.

A caracterizacdo do material ndo habilita o seu uso como biocomponente, mas
pode — e deve — ser utilizada como uma pré-selecdo de condi¢bes a serem testadas
nas etapas seguintes. Os materiais “aprovados” nesta etapa terdo que passar por
testes laboratoriais (testes in vitro) e posteriormente por testes in vivo (em animais e
testes clinicos). A medida que se percorre este caminho, os testes v&o se tornando
mais caros e complexos, devendo ser restringidos ao menor nimero de condicdes
possiveis?!.

Na engenharia de tecido, onde se usam os biomateriais para regeneracao de
tecidos ou 6rgaos, ha necessidade de se desenvolver materiais com caracteristicas
diferentes para funcdes bioldgicas diferentes. Os tecidos biolégicos diferem entre si.
Por exemplo: o tecido mole como pele, e tecido duro como 0sso, possuem modulos
de elasticidade variaveis, estruturas quimicas diferentes, porosidades e mecanismo
de regeneracao peculiar. Sendo assim, devemos considerar os parametros biolégicos
para o desenho de novos biomateriais biocompativeis?’. Estes parametros terdo
papéis preponderantes na adeséo, proliferacdo, diferenciacdo e formacgéao funcional
dos tecidos.

Os requisitos fundamentais para 0 sucesso dos novos materiais devem incluir
avaliacdo e resposta especifica dos mediadores bioquimicos. Existe um desafio de
trabalhar em ciéncia dos materiais modificando as propriedades dos materiais em
relacdo as propriedades mecanicas, estrutura quimica, massa molar, origem dos
mondmeros, ligacdes cruzadas, morfologia de superficie, porosidade, capacidade de
degradacédo e sua toxicidade. Deve-se também levar em consideracéo a capacidade
do material de tomar forma durante sua sintese do desenho tridimensional do tecido

a ser reconstruido?’.

2.2 POLIMEROS

Os biomateriais poliméricos estdo dentre os mais empregados no ambito
médico?®. As principais vantagens dos biomateriais poliméricos em comparagdo com
0S materiais ceramicos ou metélicos incluem a facilidade de fabricacéo para produzir

formas variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), o processamento secundario,
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custo razoavel e disponibilidade em encontrar materiais com propriedades mecéanicas
e fisicas desejadas para aplicacdes especificas®C.

Polimeros sdo macromoléculas de alta massa molar formadas pela ligacao de
unidades repetitivas menores (meros) ao longo da cadeia principal. As ligacdes entre
0S meros sao covalentes, no entanto, ligagdes de hidrogénio entre diferentes cadeias,
assim como interacbes de van der Waals e reticulagdo por meio de ligacoes
covalentes podem também ocorrer3®3l, Os polimeros do tipo termoplasticos, por
exemplo, capazes de se fundir e solidificar repetidas vezes, sao caracterizados por
apresentar ligagdes quimicas fracas de van der Waals entre as cadeias. Desta forma,
sob aquecimento, as cadeias sao capazes de deslizar entre si, podendo também ser
observada a ruptura de interaces intercadeias. Ja os polimeros termorrigidos sao
caracterizados por uma estrutura tridimensional reticulada estabilizada por ligacdes
covalentes fortes. Assim, estes materiais sao insollveis e as ligacdes sdo rompidas
somente por elevadas quantidades de energia, com consequente degradagédo do
polimero?%:32,

Diversos critérios devem ser considerados ao se selecionar um material
polimérico, uma vez que cada polimero pode apresentar propriedades particulares
que irdo direciona-lo para uma aplicacdo especifica®®. Neste sentido, as formas que
as cadeias podem assumir, a disposicdo das unidades monomeéricas, a presenca ou
nao de atomos ou grupos funcionais particulares, a rigidez estrutural, a polaridade da
cadeia e a massa molar do polimero resultam em subclasses de compostos que
podem apresentar comportamentos distintos e com potencial de aplicacao visando
diferentes finalidades?®.

Os polimeros podem ser obtidos a partir de reacdes de polimerizacdo ou por
meio de organismos vivos, classificando-se, assim, respectivamente, como sintéticos
e naturais, os quais podem ser também quimicamente modificados. Os mais utilizados
sdo os sintéticos devido a sua maior estabilidade durante o uso e por possuirem
propriedades bem definidas e reprodutiveis, além de baixo custo. Na Tabela 1 sdo
mostradas as estruturas monomeéricas e aplicacbes de alguns tipos de polimeros

comumente utilizados na constituicdo de biomateriais.
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Tabela 1. Estrutura quimica dos meros constituintes de polimeros comumente usados

na producdo de biomateriais e exemplos de suas aplicacdes tipicas??:160-167,

Polimero

Estrutura

Aplicagao

Polietileno (PE)

Polipropileno (PP)

Poli(tereftalato de etileno) (PET)

Poli(dcido lictico-co-dcido glicélico)

(PLGA)

Poli(e-caprolactona) (PCL)

Poli(cloreto de vinila) (PVC)

Poli(dimetilsiloxano) (PDMS)

Poli(2-hidroxietilmetacrilato)
(poli(HEMA))

Acido hialurénico

Quitosana

H H
| I
—C—C
| |
H H
H
|
—C—=C
| |
H

OH  NH:

OH  NH:

Tubos de drenagem e cateteres

Suturas e reparo de hérnias

Enxertos vasculares, reconstrugdo de
ligamentos e fixagdo de implantes

Suturas e suporte para crescimento
celular

Dispositivo para liberagao de drogas e
suporte para crescimento celular

Sacos para armazenamento de sangue

Suporte para crescimento celular

Lentes de contato

Carreador de células, substituto de
fluido sinovial

Curativos, suporte para crescimento
celular e dispositivo para liberagio de
drogas




A andlise da forma de degradacdo dos polimeros é também de grande
importancia no direcionamento de sua aplicacdo especifica, devendo-se considerar
ndo somente a cinética do processo (que define sua duracgéo in vivo), mas também a
alteracdo progressiva de sua funcionalidade, ja que modificacBes ocorrem progressiva
e irreversivelmente na estrutura e composi¢édo do biomaterial, além das propriedades
dos produtos gerados ao longo de sua decomposi¢cao que podem, eventualmente, ser
citotoxicos. Os polimeros sintéticos e naturais se degradam de formas distintas, por
meio da clivagem hidrolitica e enzimatica de suas ligacdes, respectivamente3*. Desta
forma, a degradacao de um biomaterial polimérico deve ser bem elucidada para que
haja seguranca quando de seu contato com os fluidos fisiol6gicos do paciente.

2.2.1 Polimeros sintéticos

Véarios dos polimeros sintéticos utilizados na producdo de biomateriais
apresentam cinética de degradacdo conhecida e podem ser sintetizados de forma
controlada e reprodutivel. Estes materiais séo facilmente adaptaveis para exercer uma
grande variedade de propriedades funcionais, sendo possivel manipular, por exemplo,
a forma e o tamanho dos dispositivos, assim como suas propriedades mecéanicas
(como a viscoelasticidade). Nesta categoria, 0s principais tipos de polimeros
constituintes de biomateriais sdo: poliamidas, polietileno, polipropileno, poliacrilatos,

fluorocarbonos, poliésteres, poliéters, poliuretanos, entre outros?°3,

Apesar das adequadas propriedades funcionais, os polimeros sintéticos
geralmente ndo apresentam grupos quimicos favoraveis para interacdo celular e
podem ainda liberar subprodutos toxicos na corrente sanguinea durante sua
degradacdo, o que poderia desencadear reacdes inflamatérias no paciente ao longo
de sua utilizacdo?®32. A degradabilidade destes materiais esta relacionada com as
ligagcbes quimicas hidroliticamente instaveis na cadeia principal do polimero. Os
grupos funcionais sensiveis a hidrolise incluem, por exemplo, os ésteres, carbonatos,

amidas, uretanos, ureias e anidridos34.

e

Um exemplo deste caso € o poli(tereftalato de etileno) (PET) que foi
originalmente desenvolvido para aplicacbes téxteis e alimenticias, mas é também
utilizado para a confeccdo de suturas e enxertos vasculares?®3¢, Por apresentar

toxicidade durante a degradacdo, o PET necessita de um tratamento especifico e



rigoroso na limpeza e lavagem do biomaterial a fim de ndo desencadear efeitos
deletérios durante sua utilizagéo?°.

O polietileno (PE) de alta densidade e alta massa molar é altamente estavel,
sendo caracterizado por ser ndo antigénico, ndo alergénico, ndo absorvivel e por
apresentar baixa taxa de desgaste. Tais propriedades fazem com que este material
seja uma referéncia de substéncia inerte em termos de reacgao tecidual. O PE possui
cadeia com estrutura linear e é o polimero base para outros materiais, tais como
polipropileno e o politetrafluoretileno®’. As propriedades do PE de alta massa molar
tornam este material propicio para aplicagdo em proteses de joelho e quadril, porém,
devido a apolaridade da cadeia polimérica, apresenta baixa reatividade quimica, o que
restringe sua fixacdo ao tecido 6sseo®. Tal limitacdo pode ser contornada pela
modificacdo da morfologia do polimero, por meio da insercdo de poros no
material®®, que melhor propicia e acomoda o crescimento celular na matriz.

O aumento da porosidade possibilita ndo somente maior aplicabilidade do PE
de alta massa molar, mas também a de outros tipos de polimeros tanto sintéticos
quanto de origem biol6gica, que podem ser utilizados com sucesso como scaffolds na
area de Engenharia Tecidual. Para tal, os dispositivos devem ser produzidos de forma
a mimetizar a matriz extracelular, permitindo a adsor¢cdo de compostos importantes,
sendo suficientemente estaveis no meio de cultura das células neles inoculadas e no
ambiente fisiol6gico no qual serdo implantados, apresentando poros com arquitetura
apropriada quanto ao formato e distribuicdo, ao tamanho (100 a 500 um) e a
interconectividade (>85%, 100 mm), dentre outras caracteristicas de relevancia3%4.

Especificamente na area de Engenharia Tecidual, os polimeros sintéticos mais
utilizados séo os biodegradaveis, como os poliésteres alifaticos saturados, incluindo o
poli(acido latico) (PLA) e o poli(acido glicélico) (PGA), bem como o copolimero
poli(acido latico-co-acido glicélico) (PGLA)*!. Tais compostos sofrem degradacao
hidrolitica por meio da desesterificacdo. Apdés degradados, os componentes
monomeéricos de cada polimero sdo removidos por vias naturais, havendo no
organismo mecanismos altamente regulados para remover completamente os
componentes monomeéricos dos acidos latico e glicélico, por exemplo®®. Devido a
essas propriedades, tais polimeros tém sido utilizados na confeccdo de suportes
tridimensionais para proliferagdo celular, como suturas biodegradaveis, dispositivos

absorviveis de fixacdo 6ssea e como matrizes para a liberacdo de farmacos®.
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2.2.2 Poli(butilenoadipato-co-tereftalato) - PBAT

Dentre os materiais utilizados na area de biomateriais, os polimeros
apresentam grande potencial de uso, pois sdo, geralmente, faceis de produzir,
manusear e apresentam caracteristicas mecanicas semelhantes aos dos materiais
biolégicos.

O poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) € um polimero alifatico aroméatico
com balanco ajustavel entre a biodegradacao e as propriedades fisicas desejaveis,
sendo um polimero considerado completamente biodegradavel'®194243 Sua estrutura

guimica esta apresentada na Figura 1. A unidade repetitiva “x” (butilenoadipato)
representa 57% da sua composicdo e a unidade repetitiva “y” (butileno tereftalato)
ocupa o resto da sua estrutura. PBAT é obtido pela reacao de policondensacao do
poli(butilenoadipato) e poli(butileno 10 tereftalato)**4°, em que os mondmeros
aromaticos contribuem para a boa estabilidade térmica e propriedades mecanicas e
os monomeros alifaticos fornecem flexibilidade e boa biodegradabilidade. Além
disso, o PBAT ¢ flexivel e possui maior alongamento na ruptura que a maioria dos
polimeros biodegradaveis, tais como o acido poli latico (PLA), muito utilizado em

parafusos de fixacdo ortopédical®.
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Figura 1. Estrutura quimica do poli(butilenoadipato-co-tereftalato)*®44.

O PBAT ¢é comercialmente disponivel, produzido pela empresa BASF
(Alemanha) desde meados da década de 90. O mesmo também é conhecido por
Ecoflex®, e foi o primeiro material totalmente biodegradavel produzido pela empresa
alema. Sua eficiéncia de biodegradabilidade e compostabilidade sdo comprovadas
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por certificagBes européias (EN13432) e norte-americanas (ASTM 6400). O PBAT é
um polimero totalmente livre de metais pesados, ndo apresenta toxicidade e é
autorizado para aplicacdes em embalagens de alimentos pela Food and Drug
Administration (FDA)*.

O poli (butileno adipato-co-tereftalato) tem despertado especial interesse na
substituicdo de polimeros sintéticos ndo biodegradaveis quando se leva em
consideracéo fatores como o balanco da sua biodegradabilidade (ou seja, tempo de
vida) e as suas propriedades fisicas (por exemplo, propriedades mecanicas e
térmicas), as quais podem ser ajustadas pelo controle da razdo molar dos co-
monomeros nestes polimeros6. Além disso, apresenta excelente compatibilidade com
outros materiais e ainda, por apresentar excelente propriedade para extrusdo de
filmes. O PBAT é considerado um polimero completamente biodegradavel?,
apresentando um processo de degradacéo bastante acelerado. Pode degradar em
poucas semanas, uma vez que entre em contato com o meio ambiente, através da
intervencdo de enzimas naturais. E como resultado, o produto final deste processo
inclui &gua e diéxido de carbono, junto com a nova biomassa*’48.

O processo de biodegradacédo no solo depende de um ambiente especifico,
sendo influenciado pelo clima, qualidade do solo e populagédo de micro-organismos.
Os poliésteres podem ser considerados materiais biodegradaveis, visto que a ligacéo
éster pode sofrer hidrolise. Esta ligagcdo € suscetivel a ataques quimicos e/ou
biolégicos, transformando as moléculas iniciais em fragmentos menores, capazes de
atravessar a membrana celular de organismos*®. O PBAT apresenta na sua cadeia
polimérica uma estrutura aromatica, em contrapartida, a existéncia de heteroatomos
e carbonila favorecem a acéo de degradacdo. Além do mais, a degradacdo do PBAT
é favorecida pelo polimero apresentar estrutura linear*®, uma vez que quanto maior o
namero de ramificacdes, menor ou mais lenta é a degradacéo. A biodegradacao de
polimeros biodegradaveis em geral, ocorre com a colonizagéo de sua superficie por
micro-organismos e a formacéo de biofilme*°.

O PBAT tem demonstrado elevado potencial para aplicacdes industriais e
ambientais, e recentemente para possiveis utilizacdes na engenharia de tecidos'4*°,
Jao et al.>! estudaram a biocompatibilidade in vitro de filmes de PBAT e concluiram
que este biopolimero apresenta potencial para ser utilizado em aplicagdes biomédicas
por ndo apresentar citotoxicidade e promover proliferacéo celular, especialmente apos

modificacdo da superficie das amostras com heparina, acido hialuronico e quitosana.
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Fukushima K et al.'* avaliaram a citotoxicidade de nanocompdsitos de PBAT
com diferentes concentracdes de argilas para aplicacdes biomédicas, concluiram que
0S nanocompasitos ndo mostraram efeitos significativos de citotoxicidade de acordo
com os testes preliminares de biocompatibilidade, sugerindo que o material é atraente
para engenharia de tecidos. Goes et al.>?, avaliaram nanofibras de trés polimeros
biodegradaveis poli (D acido lactico) (PDLA), poli (e-caprolactona) (PCL), e poli
(butileno adipato-cotereftalato) (PBAT) e seus nanocompdsitos com uma nanoargila
montmorilonita (MMT) produzidas por eletrofiacdo. A morfologia, 0 comportamento
térmico e a estrutura interna das nanofibras foram analisados por microscopia
eletrOnica de varredura e transmissao, calorimetria diferencial de varredura e difragéo
de raios X, respectivamente. Os autores verificaram que as nanofibras dos
nanocompositos possuiam diametros menores do que os correspondentes polimeros
puros e que as nanofibras de PBAT puro e de PBAT/MMT apresentaram a menor
cristalinidade de todas as mantas. A viabilidade celular de todas as nanofibras foi
analisada pelo teste de MTT. Os resultados mostraram que nenhuma manta
nanofibrilica apresentou toxicidade as células e que as nanofibras de PBAT puro e
seu nanocompésito propiciaram ainda um ambiente mais favoravel ao
desenvolvimento celular de fibroblastos e cardiomiécitos do que as condi¢cdes
oferecidas pelos controles, provavelmente por apresentarem menores diametros e
baixa cristalinidade em relacdo as demais nanofibras. Estes resultados mostram o
potencial de uso destas mantas nanofibrilicas como suportes de crescimento celular.
A principal limitacdo deste e de outros polimeros para aplicacdo médica é a fraca
resisténcia mecanica, no entanto, verificou-se que a adi¢cao de particulas de tamanho
nanomeétrico pode minimizar esta desvantagem, melhorando propriedades
mecanicas, térmicas, além de induzir a osteogénese e acelerar o processo de
osseointegracao# 5354,

Rodrigues et al.’?, avaliaram a influéncia da incorporacéo de baixos teores de
nanotubos de carbono de multiplas paredes (MWCNT) superhidrofilicos em
compositos de PBAT. Os autores verificaram que os scaffolds de PBAT assim como
0S compaositos com incorporacéo de 0,1 e 0,5% de SMWCNT néo foram citotéxicos,
apresentaram maior atividade de ALP e maior incorporacdo do corante vermelho de
alizarina em relagc&o ao grupo controle.

Este polimero exibe boas propriedades térmicas e mecanicas, as quais podem

ser comparadas com aquelas do polietileno de baixa densidade (PEBD) em relacéo
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as propriedades de tracdo®>%. O PBAT possui um elevado alongamento na
ruptural®®’, em alguns casos, superior a 600%°8, apresenta temperaturas de
processamento mais baixas, na faixa de 120-150°C5%%5°, Além disso, apresenta baixa
permeabilidade ao vapor de agua®°.

Como a maioria dos polimeros semicristalinos, as propriedades finais do PBAT
sdo conduzidas em funcao da sua morfologia, que por sua vez é controlada pela razao
da composicdo entre as unidades do butileno tereftalato (BT) e as unidades do
butilenoadipato (BA). O PBAT contém pequenos cristais com uma ampla faixa de
distribuicdo apos a fuséo, e a regido cristalina é composta basicamente por unidades
BT, enquanto que, todas as unidades BA se localizam na regido amorfa“6.62,

2.3 MATERIAIS COM PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

De modo geral, os materiais antimicrobianos sdo compostos que possuem a
habilidade de inibir o crescimento ou matar determinados microrganismos. Esta
propriedade € muito importante em materiais destinados aos mais diferentes usos, em
especial aqueles que necessitam da isencéo ou reducao de agentes microbiolégicos
nocivos e das doencas por eles causadas. Estes materiais tém ampla aplicacdo nas
industrias de alimentos, em ambientes hospitalares e laboratoriais, produtos
farmacéuticos e veterindarios, entre outros. Com relacdo a saude publica, em especial,
muitos recursos podem ser economizados quando prioriza-se uma atuacgao preventiva
e de controle. Neste contexto, a utilizacdo de produtos antimicrobianos eficientes, que
visam evitar contaminacfes causadas por fungos, bactérias e outros microrganismos
de diferentes espécies podem ser de grande valia®?.

Bactérias e fungos tém provocado epidemias durante toda a histéria de vida do
homem, de modo que os agentes microbicidas jA sdo conhecidos e utilizados ha
séculos, especialmente no que se refere ao tratamento de agua, conservacao de
géneros alimenticios e produtos farmacéuticos. As formas de se combater a atuagao
destes microrganismos consistia desde a utilizacéo de jarros de prata e de cobre para
0 armazenamento de agua, até a utilizacéo de vinagre, vinho ou cloreto de mercurio
na limpeza de ferimentos®3. Porém, foi somente na metade do século XIX que se
descobriu 0 papel dos microrganismos sobre uma variedade de doencas infecciosas
que vinham assolando a humanidade desde os tempos mais antigos. A penicilina

comecou a ser usada nos anos 40, e tornou-se uma das principais salvadoras de vidas
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na Segunda Guerra Mundial®4. Durante as duas décadas seguintes, novas classes de
antimicrobianos foram sendo desenvolvidas, cada vez com um espectro
antimicrobiano mais amplo e de maior atividade. No entanto, o uso demasiado de
antibioticos e compostos antimicrobianos comuns, que deve resultar somente na
eliminacdo dos microrganismos presentes em um sistema, pode também significar
uma selecdo indesejavel que acaba por favorecer a permanéncia dos organismos
mais resistentes aos agentes em questao. Com o surgimento de cepas bacterianas e
fungicas que oferecem resisténcia aos microbicidas habituais, tornando-os obsoletos
e ineficazes, tem-se intensificado a busca por novos materiais com potencial
antimicrobiano®®.

O tipo de atuacao antimicrobiana de um material sobre 0os microrganismos
distingue-se entre um efeito letal ou simplesmente inibitorio, podendo ser classificado
desta forma como bactericida®. Denominam-se bacteriostaticos os agentes que
detém o crescimento e a reproducdo dos microrganismos, impedindo desta forma a
sua proliferacdo, mas sem provocar morte imediata. Materiais bactericidas, por sua
vez, sdo aqueles que provocam danos irreversiveis as células, gerando alteracdes
incompativeis com a sobrevida do microrganismo. Um material pode apresentar um
comportamento totalmente bactericida, ou totalmente bacteriostatico, ou ainda exibir
ambos simultaneamente. A forma de acdo mais adequada nem sempre € tdo Obvia
guanto parece, uma vez que pode ser bastante variavel de acordo com o
microrganismo sobre o qual esta atuando. Isto significa que um agente que é
bacteriostatico para um organismo pode ser bactericida para outro organismo, ou
ainda, para outra cepa do mesmo®’.

A necessidade apresentada pelas industrias no desenvolvimento de produtos
com acao bactericida, inibindo ou conduzindo a morte de col6nias de determinados
microrganismos, tem sido crescente. Muitos procedimentos tém sido sugeridos e
adotados no processo de fabricacdo de diferentes produtos, visando sempre o
controle e prevencdo de possiveis doencas geradas pelos agentes patolégicos, ao
invés do combate apenas as possiveis infeccées ocorridas ja apds o contato com os
microrganismos. Com isto, as inUmeras atividades de pesquisa que se seguiram
desde entdo tém proporcionado o desenvolvimento de materiais com propriedades
especiais, denominados materiais antimicrobianos. Tais propriedades podem ser
agregadas durante a sua producédo, envolvendo técnicas especificas e formulacdes

adequadas que fornecam a acdo bactericida, mas que, a0 mesmo tempo, nao
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comprometam as propriedades intrinsecas dos materiais, como as suas
caracteristicas mecanicas, elétricas, térmicas, magnéticas e outras.

Varios compostos apresentam um ja conhecido efeito bactericida,
especialmente os de natureza organica. Contudo, o uso deste tipo de composto
apresenta diversas desvantagens, como baixos pontos de fusdo e de ebuligédo,
tendéncia de se volatilizar ou se decompor, além de serem muitas vezes tdxicos®®. Os
sistemas poliméricos de liberacdo controlada representam uma nova estratégia para
incorporacdo de substancias ativastais como: (1) maior controle da liberacdo do
principio ativo; (2) reducao de doses téxicas e subterapéuticas; (3) monitoramento dos
niveis de farmaco no sitio de aplicacdo; (4) obtencdo de altas concentracdes de
farmaco no local a ser tratado, quando comparadas com os niveis plasmaticos apos
administracdo oral; e (5) direcionamento do principio ativo a alvos especificos, sem
imobilizacéo significativa das espécies bioativas. Além disso, diminui o intervalo de
dosagem e reduz efeitos colaterais indesejados uma vez que utiliza uma menor

quantidade do principio ativo, resultando em menor custo®?.

2.3.1 Gentamicina

O sulfato de gentamicina é um complexo de aminoglicosideo produzido por
fermentacao de Micromonospora purpurea ou M. echinospora, utilizado como o sal de
sulfato® 79, Trata-se de umantibiético de largo espectro e que apresenta sua a¢éo por
inibir o crescimento deuma vasta variedade de micro-organismos Gram-positivos e
Gram-negativos, incluindo espécies resistentes a tetraciclina, cloranfenicol,
canamicina, e colistina, especialmente as Pseudomonas spp., Proteus spp.,
Staphylococcus spp. E Streptococcus spp.’72.

Os antibiéticos aminoglicosideos, desde sua descoberta na década de 40,
fazem parte de um importante acervo terapéutico antibacteriano. A partir doisolamento
da estreptomicina em 1943, em uma cepa de Streptomyces griseus que produzia uma
substancia que inibia o crescimento de diversos micro-organismosGram-positivos e
Gram-negativos, inclusive do bacilo da tuberculose, foi possivel isolar inUmeras novas
substancias com potencial antibacteriano’3. Os aminoglicosideos recebem este nome
por serem compostos basicamente por acgucares aminados e resultam em um pKa

superior a 9,074,
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O sulfato de gentamicina inibe a sintese proteica bacteriana por ligacdo a
subunidade ribossomal 30S, levando a leitura incorreta do RNA mensageiro,
ocasionando a morte celular’>’. Tal produto é altamente solivel em agua (50
mg/mL),praticamente insolivel em alcool e outros solventes organicos, estavel a
temperatura ambiente e em pH 6 a 8, possuindo estrutura polar catidnica, o que
impede a sua absorcéo oral dificultando sua penetracéo intracelular®® 376, A Figura 2

ilustra o farmaco comercial e a estrutura da gentamicina.
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Figura 2. Estrutura da Gentamicina®®.

Devido a estas caracteristicas, sua acao antimicrobiana ocorre sobretudo em
meio aerébio e em pH alcalino, dado que requer oxigénio para o transporte ativo nas
células microbianas sendo mais ativo em meio alcalino do que acido’3.

Pode ser utilizada no tratamento de infeccdes do trato biliar, endocardite,
meningite, otites média e externa, septicemia, infeccbes de pele causadas por
queimaduras ou devido a Ulceras (causadas por Pseudomonas spp. e outros
organismos Gram negativos), infeccdes do trato urinario (pielonefrite aguda). A
gentamicina pode ser aplicada topicamente para tratamento de infec¢des locais, como
impetigo contagioso, dermatite eczematosa e dermatite seborreica, e infeccbes
oculares superficiais.

Como desvantagem, o sulfato de gentamicina, quando utilizado em altas
concentracbes e por um longo periodo de tempo, promove seérios problemas
detoxicidade. Decorrente de sua absorcdo por meio intracelular, seus efeitos toxicos

mais relevantes sdo nefrotoxicidade, otoxicidade e blogueio neuromuscular?.
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Todavia, seu uso se faz importante pelo amplo espectro de acéo diante das
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, e baixo custo em relagdo a outras classes
de antimicrobianos de igual efetividade’. O modelo de liberacdo controlada de
farmaco por meio transdérmico, tem o objetivo de atingir a corrente sanguinea atraves
da pele ou uma acéo local, contrastando diretamente com as formas farmacéuticas
de uso topico, nas quais a permanéncia do farmaco na pele é desejada. Assim, tanto
o dispositivo de liberacdo do farmaco quanto as propriedades da pele servem como
mecanismo de controle sobre a velocidade de liberacéo’.

A incorporacdo de antibioticos em dispositivos para liberacdo controlada tem
se tornado uma pratica comum no meio médico, pois proporciona uma elevada
concentragdo do farmaco no local infectado, sem que haja toxicidade sistémica’’.Em
consequéncia do seu amplo espectro de acdo, o aminoglicosideo sulfato de
gentamicina, configura-se como um dos antibioticos mais extensamente utilizados em
dispositivos de liberagéo controlada, além de sua solubilidade e estabilidade em altas
temperaturas’’.

Chen D. W., et al’®, investigaram liberagéo in vitro de vancomicina, gentamicina
e lidocaina a partir de novas membranas nanofibrosas de PLGA/colageno e
obtiverammembranasextracelulareshiomiméticasbiodegradaveisparaentregaprolong
ada de farmaco a longo prazo.

Em outro estudo®, desenvolveram nanofibras de PLGA/gelatina carregadas
com gentamicina preparadas por eletrofiagdo e demonstraram que o farmaco estava
disperso na matriz do polimero e apresentava potencial para ser utilizado em préticas

de cuidados de feridas para prevenir infeccédo no local da ferida.

2.4 PROCESSOS DE OBTENCAO DE BIOMATERIAIS POLIMERICOS

2.4.1 Casting

Em geral um dos métodos mais empregados na preparacéo de filmes finos de
sistemas poliméricos € o método de espalhamento de solucdo por casting. Além de
eficiente na confecgdo de filmes finos, esse método é de facil implementacéo e

utilizacdo. O método casting consiste em depositar a solu¢éo polimérica no substrato
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desejado e deixar que o solvente utilizado se evapore. Com o0 aumento, controlado,
da temperatura o solvente evapora mais rapidamente. O resultado é um filme
polimérico fino e homogéneo. A técnica de revestimento (casting) (Figura 3) tem
vantagem por nédo fazer-se necessario o uso de equipamentos’°-8,

Este processo é utilizado em muitos estudos para a obtencdo de filmes de
PBAT para diferentes objetivos, por exemplo, a obtencéo de filmes para serem
aplicadas como embalagens para alimentos®, para realizar um estudo sobre a
modificacdo nas propriedades mecanicas, térmicas, morfoldgicas e de biodegradacao
dos filmes®! e realizar uma avaliacdo dos resultados em relacéo a diferentes métodos

de obtencéo’.

Figura 3. Esquema ilustrativo de um filme preparado por revestimento°.

2.4.2 Eletrofiacéo

A eletrofiacdo é uma técnica muito eficaz para a producéao de fibras poliméricas
com diferentes formas e tamanhos, dentro de uma escala entre micro e nanomeétrica,
as quais sdo chamadas de estruturas primarias®>828, O diametro final da fibra
depende principalmente de trés principais variaveis no processamento (taxa de fluxo
da solucéo, tenséo aplicada, distancia entre a ponta da agulha e o coletor), além disso,
depende também das propriedades da solucdo (viscosidade, condutividade e tenséo
superficial)®*.

A técnica de eletrofiacdo consiste na producao de fibras a partir da aplicacao
de um forte campo elétrico, tipicamente 10-30 kV®, e da existéncia de uma diferenca
de potencial entre o tubo capilar que contém a solucéo de interesse e o coletor (Figura

4). Ambos séo eletricamente condutores e separados a uma distancia 6tima entre 0s
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dois®. Inicialmente, a solucédo é mantida pela sua tenséo superficial na forma de uma
gota na extremidade do capilar. Com o aumento da tensédo elétrica, a superficie da
gota se alonga proporcionando a formacdo de uma gota, conhecida como cone de
Taylor, a qual é ejetada quando as forcas eletrostaticas superam a tensao superficial
da solucdo®*87:8, Durante a trajetéria do jato, o solvente evapora e o polimero
solidifica-se, resultando na formacao de fibras ultrafinas que se depositam na
superficie do coletor8289.90,

Nanofibras poliméricas podem ser obtidas por diferentes técnicas de
processamento, tais como, sintese, separacdo de fase, auto organizacdo e
eletrofiacdo® 91, Entretanto, o processo de eletrofiacdo tem um grande potencial para
aplicacdo em escala industrial®®-92, Além disso, as fibras obtidas por eletrofiacédo séo
consideravelmente muito mais finas em diametro e, portanto, superiores em relacao
superficie-volume do que as fibras obtidas por extrusdo mecénica convencional ou
processo de fiagdo%°4,

Neste sentido, o processamento de materiais poliméricos em escala sub e
nanometrica ganha constante atencdo em funcéo das novas propriedades associadas
a escala nanométrica, bem como das possiveis novas aplicacdes para estes
materiais. Nanofibras séo fibras sélidas ultrafinas notaveis por seu didmetro muito
pequeno (menores que 100 nm), sua grande area superficial por unidade de massa e
tamanho de poro pequeno. Devido as propriedades inerentes do processo de
eletrofiacdo, que pode controlar a deposicdo das fibras de polimero sobre um
substrato alvo, nanofibras com complexo e formas tridimensionais sem emendas
podem ser formadas®-%®,

Devido ao melhorado aumento da area superficial destes materiais, a técnica
de eletrofiacdo é considerada uma técnica promissora para obtencao de filmes ativos
para embalagens de alimentos. E nesta aplicagdo mencionada, € necessario um
aumento na interacdo entre o aditivo e o alimento.

Conforme mencionado, devido a area superficial extremamente grande, a alta
porosidade e a interconectividade das fibras, este tipo de material apresenta uma
ampla gama de aplicacdes em diversas areas, tais como, vestuario®, embalagens de
alimentos, liberagdo de drogas, membranas', dispositivos médicos e
aeroespacial®*®"%, Fibras ultrafinas de polimeros tém sido também investigadas
como potenciais biomateriais para liberacdo de peptideos, proteinas, enzimas e

drogas®.
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2.4.2.1 Parametros importantes no processo de eletrofiacdo

Existem alguns parametros que influenciam nas propriedades das fibras
obtidas, como por exemplo89L:;
= a viscosidade da solucéo;
= tensdo elétrica aplicada;
» a vazao de alimentacéo (saida da solucéo do capilar);
= a distancia de trabalho (entre a ponta da agulha e o coletor);
= a temperatura da solucéo;
» umidade;

= a velocidade do ar na camara do eletrofiacao.

.
Seringa |—s &b
i
Solugdo
[ =] —
P polimérica
Fonte de T
alimentacdo de -
alta tensdo .\\& é_:—j:
Vv ———— «—|Nanofibras

T_ Coletor

Figura 4.Esquema do processo de eletrofiagdo.

2.4.2.2 Propriedades da solug&o polimérica

As propriedades da solucdo do polimero tém a influéncia mais significativa na
eletrofiacdo e no resultado da morfologia das fibras. A tensé&o superficial desempenha

um papel na formagéo de beads ao longo do comprimento da fibra. A viscosidade da

21



solucdo e suas propriedades elétricas determinardo a extensdo de alongamento da
solugdo. Isto por sua vez tem um efeito resultante no diametro das fibras
eletrofiadasto?,

As nanofibras resultam da evaporacdo do solvente e solidificacdo do jato do
polimero e o seu didmetro est4 essencialmente relacionado com o jato caracteristico
de cada material. Um parametro muito importante que influencia no diametro da fibra
€ a viscosidade da solucdo. Quando a concentracdo for muito baixa, o grau de
emaranhamento das cadeias poliméricas é pequeno, causando uma instabilidade
capilar na extremidade do jato. Esta instabilidade pode ocasionar um espalhamento
eletrostatico (electrospraying) ao invés da eletrofiacdo. Neste caso, particulas
esféricas ou nanofibras com beads sdo obtidas. Com o aumento da viscosidade e
mantendo-se fixo os demais parametros do processo, existe uma tendéncia a
formacdo de uma fibra continua de polimero®+1°1, Uma solugdo muito viscosa resulta
em um diametro de fibra maior. No entanto, quando um polimero é dissolvido em um
solvente, a viscosidade da solucédo € proporcional a concentracéo do polimero. Neste
sentido, quanto maior a concentracdo do polimero maior sera o diametro final das
nanofibras®?.

O diametro da fibra também pode ser alterado através da tensdo elétrica
aplicada. Em geral, a aplicacdo de uma tensao elevada ejeta mais fluidos em um jato,
resultando em diametros de fibras maiores®. A tensdo superficial esta diretamente
relacionada com a formacéo do cone de Taylor, pois este fendmeno ocorre quando a
voltagem aplicada é suficientemente alta para fazer com que as forcas eletrostaticas
superem a tensdo superficial da gota. A partir deste valor de voltagem, chamada de
voltagem critica, inicia-se o processo de fiacdo'°!. No entanto, como o jato se desloca
no sentido da placa coletora, a tenséo superficial pode causar a formac¢éo de beads
ao longo do jato!°t. Para se obter nanofibras uniformes, é necessario que se tenha um
grau de emaranhamento de cadeias na solucéo polimérica, a qual corresponde a um
valor de concentracéo (viscoelasticidade) minimo!%, caso contrario, ocorre a liberacdo
de pequenas gotas ou resulta em fibras contendo beads. E, quando a viscosidade &
muito alta, a solugcdo pode secar na ponta da agulha antes de iniciar a eletrofiacdo°.

A solucédo de eletrofiagdo sofre algumas mudancas decorrentes da tensdo
elétrica envolvida durante o processo, como por exemplo, a elonga¢do da solucgéo,

que é causado pela repulsdo das cargas na sua superficie. Por conseguinte, a adi¢cédo
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de um sal a solugdo faz com que a condutividade elétrica da solugdo aumente,
resultando em uma maior mobilidade dos fons na solugéo?°*.

A formacdo de beads pode ocorrer se a solugdo nédo for suficientemente
alongada. Portanto, quando uma pequena quantidade de sais é adicionada na
solugdo, o aumento de cargas carregadas pela solucdo pode aumentar a sua
elongagéo. E como resultado, fibras lisas sdo formadas que podem de outro modo
produzir fibras com beads°'.

Beads podem ser considerados como uma instabilidade capilar do jato devido
ao desequilibrio causado pelas flutuagces na forma e densidade de cargas elétricas
do jato%1102 A Figura 5 mostra a morfologia de fibras com a presenca de beads.
Existem muitos fatores que afetam a formacgao de beads nas nanofibras e que podem
também ser considerados 0s parametros mais significativos, como a voltagem
aplicada, a viscoelasticidade da solucéo, a densidade de cargas elétricas e a tenséo
superficial da solucéo®191, Segundo Rutledge e Fridrikh? beads podem surgir devido
a instabilidade no rompimento da gota que fica presa na ponta da agulha, dependente
da concentracdo do polimero e composi¢cédo do solvente. Além disso, beads também
podem ser observados devido a baixa condutividade da solucdo, que resulta na
elongacdo insuficiente do jato pela forca elétrica para produzir uma fibra uniforme.
Embora tais beads tenham sido classificados como defeitos ou subprodutos, e
considerados indesejaveis, a sua presenca pode ter beneficios para aplicacdes

selecionadas, tais como, molhabilidade1%4.

Figura 5. Morfologia das fibras com beads?.

De forma interessante, a morfologia dos beads nas fibras muda de aspecto
conforme a viscosidade da solucdo modifical®. A partir de uma morfologia de gota
arredondada com solucdes de baixa viscosidade, para a forma de gotas alongadas ou
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até fibras lisas quando uma viscosidade suficiente € alcancada, como mostrado na
Figura 6. Nao somente a forma dos beads pode modificar com a viscosidade, mas

também o espacamento entre eles aumenta.

Figura 6. Efeito do aumento da viscosidade da solucdo polimérica sobre a morfologia

das fibras de eletrofiagédo°®.

A técnica de eletrofiacdo apresenta grande versatilidade, através da qual é
possivel obter além de excelentes propriedades, os mais diversos tipos de fibras
através de simples ajustes nas variaveis do processo®. O fendmeno da formacéo de
poros nas nanofibras obtidas por eletrofiacdo se da devido a evaporacao do solvente.
E é durante a evaporacdo do solvente que a solucéo torna-se termodinamicamente
instavel.

Este fenbmeno ocorre devido a formacédo de duas fases na nanofibra, uma
fase é rica em polimero e a outra é rica em solvente!%l, Desta forma a fase rica em
polimero se solidifica logo que ocorre a segregacao das duas fases enquanto que a
evaporacao do solvente ocasiona a formagédo de nanofibras porosas. Costa et.

al.**salientam que o processo de formacdo de poros ndo pode ser atribuido aos
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fenbmenos eletrostaticos desenvolvidos durante a eletrofiagdo, uma vez que a
formacao de fibras porosas pode ser obtidas por métodos que ndo usam tensdo
elétrica como é o caso da fiacdo por sopro em solucéo.

Ramakrishna®® discute a formagédo de nanofibras e um provavel mecanismo da
formacao de nanofibras ramificadas durante a eletrofiacdo pode ser explicado pela
formacdo de jatos secundarios a partir da formagdo do jato priméario, ou pela
separacao do jato inicial em dois jatos menores. O alongamento e a evaporacéo do
solvente leva a uma mudanca dinamica na forma e distribuicéo de cargas ao longo do
jato. Desta forma, o desiquilibrio entre as forgas elétricas e a tenséo superficial do jato
pode levar a instabilidade. Uma opcao para reduzir esta instabilidade é através da
criacdo de jatos secundarios que dardo origem as ramificacdes!?,

Um procedimento bastante usado tem sido a incorporacdo de agentes
antimicrobianos possibilitando a agdo antimicrobiana destes materiais. Além disso, as
fiboras formadas s&o relativamente grandes em comprimento e s&o totalmente
interligadas formando uma rede tridimensional. Como resultado, uma grande area de
contato € acessivel, como por exemplo, para reaces de espécies quimicas, migracao
de substancias ou para afetar propriedades fisicas desejadas %*.

Eletrofiacdo é um processo para gerar fibras de polimero de escala
micrométrica ou nanométrica com grandes areas de superficie e alta porosidade. Para
a pesquisa de engenharia de tecidos, a técnica de eletrofiacdo fornece uma maneira
rapida de fabricar escapas fibrosas com dimensfes comparaveis a matriz extracelular
(ECM). Uma variedade de materiais podem ser utilizados no processo de eletrofiacao,
incluindo biomateriais naturais, bem como polimeros sintéticos!%’.

Nesse sentido, percebemos que tanto o PBAT quanto a gentamicina, sao

materiais que possuem relevancia e destaque para serem utilizados no
desenvolvimento de sistemas curativos antimicrobianos e que as metodologias

escolhidas sao pertinentes na obtencao do biomaterial em estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO

Desenvolver sistemas curativos biodegradaveis utilizando poli(butilenoadipato-co-

tereftalato) (PBAT) com incorporacao de farmaco antimicrobiano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar a superficie dos filmes poliméricos biodegradaveis de PBAT,
preparados pelo método de casting, por radiacdo UV em presenca de O:2

atmosférico.
e Inserir a gentamicina na superficie dos filmes obtidos por casting e caracterizar

as propriedades fisico-quimicas superficiais dos filmes antes e apds o

tratamento.

e Preparar matrizes de PBAT e gentamicina a partir da combinacéo de diferentes

formulacdes utilizando a técnica de eletrofiacao;

e Caracterizar os filmes obtidos por eletrofiacdo quanto as suas propriedades

morfoldgicas, estruturais, térmicas e fisico quimicas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes de casting e eletrofiados através

do ensaio por zonas de inibigao.

e Realizar ensaios biolégicos para avaliacdo da citotoxicidade,

biocompatiblidade, viabilidade, adeséo e proliferacéo celular dos filmes.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais:

e Poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) sob o cddigo (Ecoflex® F Blend
C1200), fornecido pela BASF Corporation (Florham Park, NJ, USA), na forma de
pellets, densidade de 1,27 g cm™ a 23°C, indice de fluidez 13 g 10 min
(190°C/2,16 kg);

e Sulfato de gentamicina, fornecida pela Pharmanostra. De acordo com o
fabricante sua férmula molecular é H204S.x(n&o especificado) e a descricdo
deste produto se apresenta como sendo um pé higroscopico, branco ou quase

branco;

o 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE) 99%, comercializado pela Sigma Aldrich. De acordo
com o fabricante, a férmula quimica deste, é representado por CF3CH20H,
possui ponto de ebulicdo em 74,0°C;

e Cloroférmio, P.A.-A.C.S. comercializado pela Synth, sendo sua férmula
molecular CHClz com PM=119,38 g.mol*;

o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) 98%, comercializado pela
Sigma Aldrich. Sua férmula molecular € CsH17Ns* HCI de PM=191,70 g.mol?;

e Fosfato de Potassio Monobéasico, comercializado pela Sigma-Aldrich.Sua
formula molecular é H2K04P PM=136,09 g.mol;

e Fosfato de Potassio Dibasico, comercializado pela Vetec. Sua formula
molecular é K2HPO4*3H20 PM=228,23 g.mol%;

e Acido acético glacial P.A.-A.C.S. comercializado pela Anidrol. Sua férmula
molecular é C2H402 PM=60,05 g.mol*;
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e Acetato de sodio trihidratado P.A.-A.C.S. comercializado pela Vetec. Sua
formula molecular € NaC2Hs02*3H20 PM=136,08 g.mol™.

4.2 METODOS

Os métodos utilizados para a preparacao dos filmes por casting e eletrofiacao

compostos por PBAT e gentamicina estdo descritos nesta sec¢ao do trabalho.

4.2.1 Preparo dos filmes de PBAT por casting

Os filmes de PBAT obtidos por casting foram preparados em solucéo de
concentracéo de 14 g/L em cloroférmio. Apés, a solugdo em um recipiente fechado foi
colocada no ultrassom para facilitar a solubilizacdo do polimero durante 30 min, onde
posteriormente foram postos em uma placa de Teflon para secagem do solvente. A
placa de Teflon com a solucdo foi acondicionada em um ambiente com pequeno
orificio na base para evitar contaminacdo do filme e também para evaporacgéo lenta
do solvente permitindo um filme de maior homogeneidade. A formacéo do filme se da

apos completa evaporacao do solvente.

4.2.2 Irradiacdo dos Filmes com radiacdo eletromagnética

Os filmes de PBAT foram irradiados com radiacdo UV por meio de uma
lampada de vapor de mercurio de média pressao e de 250 W sem bulbo externo em
ambiente aberto e temperatura ambiente. A irradiacdo UV policromética dos filmes de
PBAT na presenca de O2 atmosférico foi realizada com intuito de inserir grupamentos
oxigenados na superficie do polimero biodegradavel. O tempo de irradiacao foi de 90
min. Apods, os polimeros foram armazenados em dessecador até analise,

caracterizacao da superficie e reac0es posteriores.
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4.2.3 Insercéo da gentamicina na superficie

A insercdo de gentamicina no filme de PBAT modificado foi realizada através
de diferentes etapas. Na presenca de todas as etapas o procedimento foi 1) o filme
de PBAT modificado foi imerso em 20 mL de uma solugcéo tampéo de pH 7,4 e
sonicado durante 10 min; 2) o filme foi transferido para outro béquer e imerso em uma
solucéo tampéao de pH 4,0 contendo 0,02 M de EDC. Essa reacéo foi realizada em um
banho com agitador a 4°C durante 2 horas. 3) Depois, o filme foi sonicado em 20 mL
de solugéo tampéo de pH 7,4 durante 10 minutos e 4) imerso em 20 mL de tampé&o
de pH 4 contendo 0,1 g de gentamicina num banho de agitacdo a 4 °C por 24 horas.
5) Por fim, foi realizada a lavagem final da amostra a fim de retirar 0 excesso de
gentamicina gue nao reagiu. A amostra foi colocada em 20 mL de uma solucéo tampéao

de pH 7,4 e sonicada durante 10 min.

4.2.4 Preparo das solucdes poliméricas para o processo de eletrofiagao

Foram preparadas cinco amostras de PBAT/gentamicina, variando a
concentracdo de antibiotico em 0; 0,5; 2,0; 5,0 e 10% em massa em relagcéo ao valor
de massa total. As cinco diferentes formulagdes possuem 1,2 g e foram dissolvidas
em 5 mL de TFE sob constante agitacdo, por 24 horas e em temperatura de 45°C.
Este solvente foi utilizado, pois o polimero foi totalmente solubilizado e apresentou

uma viscosidade ideal para a sua eletrofiacao.

4.2.5 Eletrofiagao das fibras de PBAT/gentamicina

As solucdes poliméricas de PBAT e PBAT/gentamicina foram eletrofiadas
utilizando um equipamento modelo INSTOR (Projetos e Robdtica, Porto Alegre, Brasil)
(Figura 7). O sistema é composto por uma fonte de alta tensdo, um coletor cilindrico
coberto com folha de aluminio e uma seringa de 1 mL. A solug&o foi colocada em uma
seringa de 1 mL com diametro de agulha de 0,4 mm. As fibras de PBAT e
PBAT/gentamicina foram preparadas com uma taxa de fluxo constante de 1 mL h,
uma distancia de 16 cm da ponta da agulha até o coletor e voltagem de 16 kV. A

seringa foi disposta na posigéo vertical com a agulha em direcéo ao coletor. A agulha
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foi conectada ao eletrodo emissor da polaridade positiva da fonte de alimentagéo da
alta tensédo. Todas as solucdes foram eletrofiadas a temperatura ambiente. Para
determinar a espessura dos filmes, foi utilizado um micrémetro Mitutoyo modelo
Digimatic caliper BD013913. Um total de 7 medidas foram realizadas no filme para
obter o valor médio da espessura. Os filmes foram produzidos com uma espessura de
~ 0,10 mm.

Figura 7. Equipamento de eletrofiagcdo utilizado para a preparacdao das fibras de
PBAT e PBAT/gentamicina.

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

As técnicas empregadas na caracterizagdo dos filmes preparados a partir das
duas abordagens neste trabalho assim como os equipamentos e condi¢des utilizadas

nas analises encontram-se descritas nesta secdo do trabalho.
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4.3.1 Primeira abordagem

4.3.1.1 Determinacédo de Angulo de Contato da Agua (WCA — Water Contact Angle)

A superficie dos filmes de casting foi analisada quanto ao seu carater
hidrofilico/hidrofobico através de medidas de angulo de contato da agua (WCA),
obtidas a temperatura ambiente, utilizando o método da gota séssil. O WCA das fibras
foi realizado no equipamento Kruss DSA 30 composto de uma microseringa e uma
camera acoplada, utilizando o método da gota séssil. Na superficie do material
depositou-se gentilmente gotas de agua deionizada (3 pL). Realizou-se trés medidas
em diferentes posicdes. As imagens foram digitalizadas no equipamento pelo software
Drop Shape Analysis System e posteriormente os angulos calculados pelo software
Surftens 4.5.

4.3.1.2 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier modo Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Andlises de FTIR foram realizadas para identificacdo de grupos funcionais na
regido superficial das amostras. Ao incidir radiacdo eletromagnética na regido do
infravermelho (IV) sobre a amostra, as moléculas absorvem energia e vibram de
acordo com a energia absorvida. A energia disposta nessa técnica é capaz de levar a
frequéncias vibracionais de estiramento e de dobramentos das ligagdes moleculares

que contenham um momento de dipolo permanentel!4,

Ao utilizar o modo ATR, a amostra é colocada sobre a superficie de um prisma
ou cristal de reflexao interna. O feixe de IV ao percorrer o cristal que estd em contato
direto com a amostra reflete e cria uma onda evanescente capaz de percorrer o cristal
de forma perpendicular. Uma parte dessa radiacdo é absorvida pelas moléculas da
amostra e a onda evanescente é atenuada. Apos diversas reflexdes internas ao longo
do cristal que estd em contato com a amostra, o feixe de FTIR sera levado até o
detector. A profundidade de absor¢cdo na amostra esta entre 0,5 — 3 um e depende do

comprimento de onda e tipo de amostral®®,
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Os espectros de FTIR dos filmes foram obtidos através de espectroscopia de
absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), sendo que as
medidas foram realizadas em modo de Refletancia Total Atenuada (ATR). As
amostras foram analisadas em um equipamento do modelo Alpha-P (Bruker) com
prisma de Diamante, a 45 graus, no modo de refletancia total atenuada entre 4000

cmt a 500 cm™, utilizando 24 varreduras em resolucéo de 4 cm™.

4.3.1.3 Espectroscopia de Fotoelétron de Raios X (XPS — X Ray Photoelectron
Spectroscopy)

As amostras também foram caracterizadas por Espectroscopia de Fotoelétrons
de Raios-X (XPS — X-Ray Photoelectron Spectroscopy) sendo possivel identificar os
elementos quimicos e dessa forma avaliar possiveis mudancas no ambiente quimico
da superficie. Fétons energéticos incidem na amostra transferindo energia suficiente
para que o elétron escape da camada mais interna do atomo e se dirija até o detector

como um fotoelétron. Ele pode ser quantificado conforme equacgéo abaixo'%e:

Eb=hv-Ex—w (1)

onde hv € a energia incidente do féton, Ex € a energia cinética do fotoelétron, w € a
funcdo trabalho do equipamento e Eb a energia de ligacéo do elétron de camada mais

interna.

As amostras de PBAT foram fixadas com fita condutora de dupla face em um
amostrador e colocadas sob ultra alto vacuo com pressdo néo superior a 10° Pa.
Apés, foram posicionadas na diregdo do feixe de radiacdo. As mesmas néao
apresentaram carregamento durante procedimento. As analises de XPS foram
realizadas no Laboratério Multiusuéario de Analise de Superficies (LAMAS) da UFRGS.
Os dados de XPS foram obtidos com um analisador hemisférico de sete canais
(Omicron) com fonte de excitagdo de Mg Ka (hv = 1253,6 €V) para a primeira amostra
e de Al Ka (hv = 1486,7eV) para a segunda amostra, com passo de energia de 50 eV
para 0s espectros totais (survey). O sinal do C 1s em 285 eV foi utilizado para
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calibragcéo de todos os espectros. Todos os espectros de XPS foram analisados pelo
software Casa XPS®.

4.3.1.4 Andlise qualitativa por ensaio de halos de inibicdo em placas de petri

(antibiograma)

A atividade antimicrobiana das amostras obtidas a partir das diferentes etapas
de insergcdo de gentamicina, bem como a do filme de PBAT puro (utilizado como
controle), foi realizada através do ensaio de halos de inibicdo em placas de petri
(antibiograma). A bactéria utilizada para a realizagdo do ensaio foi a Escherichia coli
11775™. A mesma foi inoculada em meio de cultura Luria Bertati liquido (triptona 10
g/L, NaCl 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e 4gua destilada), previamente esterilizado
a 120°C e 1 atm. O in6culo foi mantido a 37°C, por 1 h, a 200 rpm. Posteriormente,
100 pL do in6culo foram transferidos e semeados em placas de petri com meio Lutia
Bertani (LB) solido contendo 2% de agar. Amostras de 1 cm de didmetro de cada filme
foram cortadas e expostas a luz UV por 10 min de cada lado para eliminar possiveis
contamina¢des microbianas e, em seguida, essas amostras foram colocadas sobre a
placa contendo a bactéria. As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 24 horas.
A atividade antimicrobiana foi verificada pela formacéo de halos ao redor dos filmes
indicando nenhum crescimento de microrganismos ao redor das amostras. Todas as
determinacdes foram feitas em triplicata (n=3) e utilizou-se como controle positivo
placas contendo a bactéria sem a adicdo dos filmes. Esta analise foi realizada em

parceria com o grupo de pesquisa da professora Roberta Bussamara da UFRGS.

4.3.2 Segunda abordagem

4.3.2.1 Determinacéo da condutividade das solucdes de eletrofiacdo

As medidas de condutividade foram realizadas utilizando um condutivimetro de
bancada Digimed, modelo DM31, previamente calibrado com solucao padréo de KClI
0,01 mol L. As andlises foram realizadas em cinco temperaturas diferentes 20, 25,
35, 45 e 60 °C em duplicata.
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4.3.2.2 Determinacéo da viscosidade das solugdes de eletrofiacdo

Na determinacdo das viscosidades nas diferentes solucdes poliméricas
preparadas para o processo de eletrofiacédo foi utilizado um redmetro (ARES-G2, TA
Instruments). Todos os experimentos foram realizados a 45°C utilizando um sistema
de circulacdo para controle de temperatura e geometria cone placa (40 mm) com
espacamento de 0,042 mm. Este espacamento foi constante para todas as medidas.
O tempo de espera para estabilizagdo da amostra foi de 30 segundos e as medidas
foram conduzidas na faixa de cisalhamento de 0,1 até 300 s™.

4.3.2.3 Grau de Intumescimento (Gl)

Para a analise do grau de intumescimento utilizaram-se amostras em triplicatas
com dimensdes de 10 mm x 10 mm. As fibras de PBAT e PBAT/gentamicina foram
imersas em solucdo tampao fosfato (PBS) com pH 7,4 por 15, 30, 45, 60, 120, 180,
240 min, 24 e 48 horas a 25 °C. Nos horarios indicados, as amostras foram secas com
papel filtro e pesadas antes de retornar a solucdo de PBS. Os calculos do

Intumescimento das fibras foram realizados conforme a Equacéo 2 1°:

_Mi-Mf

Mi

Gl

x 100 ()

na qual o Mf é a massa da amostra apds o tempo de imersdo em solucao

tampao fosfato e Mi € a massa da amostra seca inicial.
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4.3.2.4 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR do sulfato de gentamicina em pé, do filme de PBAT e
dos filmes de PBAT/gentamicina foram obtidos através de espectroscopia de
absorcao no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). As amostras foram
analisadas em um equipamento do modelo Alpha-P (Bruker) com prisma de Diamante,
a 45 graus, entre 4000 cm-1 a 500 cm, utilizando 24 varreduras em resolugéo de 4

cm.

4.3.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie dos filmes eletrofiados foi analisada através da Microscopia
Eletronica de Varredura. As amostras foram preparadas a partir de um pedaco de fibra
que foi colocado sobre os suportes metdlicos. Todas as amostras foram previamente
recobertas com uma fina camada de ouro, de modo a aumentar a condutividade

elétrica.

O diametro médio das nanofibras foi determinado utilizando um software de

analise de imagens (Image J; National Institutes of Health, Bethes da, MD, USA).

4.3.2.6 Microscopia eletronica confocal

A distribuicéo e a disperséo da gentamicina ao longo das fibras foi investigada,
e para isso a gentamicina foi marcada com 2-(5-isotiocianato-2’-hidroxifenil)
benzotiazol'’® em solucdo de DMSO a temperatura ambiente. A marcacdo da
gentamicina foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa do professor Fabiano
Rodembusch da UFRGS. O procedimento de preparacdo das fibras foi o mesmo
descrito nos itens 4.2.4 e 4.2.5, porém as fibras foram depositadas sobre laminas de
vidro. As imagens foram obtidas por microscopia eletronica confocal utilizando um
microscopio Olympus Fluoview™ 1000 (Olympus® Inc., Tokyo, Japan). As imagens

tém dimensdes de 512 pixels, adquiridas com magnificacdo 40 x com a lente objetiva
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UPLSAPO a 405 nm. O software Olympus Fluoview Viewer Version 3.1. foi utilizado
para a aquisicao e processamento das imagens.

4.3.2.7 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise do comportamento térmico das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina
foi determinada por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), utilizando um
equipamento Thermal Analyst Instruments Q20 (New Castle, DE, USA). Para a
realizacdo das analises foram utilizadas em torno de 7,0 + 0,3 mg de amostra. As
amostras foram aquecidas de 25°C a 200°C, com isoterma de 5 minutos. As amostras
foram entdo resfriadas até -50°C e aquecidas novamente até 200°C. Todas as corridas
foram conduzidas a uma taxa de aquecimento de 10°C min' e as andlises foram
realizadas em atmosfera de nitrogénio (50 mL min-1). As medidas foram realizadas no
primeiro resfriamento e no segundo ciclo de aquecimento, conforme norma ASTM
D3418-08.

A partir dessas medidas foram avaliadas a temperatura de fusdo (Tm), a
temperatura de transicao vitrea (Tg) dos materiais e a temperatura de cristalizacédo
(Tc). O grau de cristalinidade (Xc) dos materiais foi determinado a partir da seguinte

relacéo:

AHm
AH°m X W

X 100 (3)

na qual X é a cristalinidade, AHm é a entalpia de fusédo (J g'') da amostra, AH°m
é a entalpia de fusdo do polimero puro, que para o PBAT (AH°n=114JgY)eW éa

fracdo massica de PBAT.

4.3.2.8 Determinacéo de Angulo de Contato da Agua (WCA —Water Contact Angle)

I[dem ao item 4.3.1.1
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4.3.2.9 Perfilometria

A rugosidade da superficie das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina foi medida
utilizando um perfildbmetro Bruker Countor GT (Bruker Nano Surfaces Division, Santa
Barbara, CA, USA). Foram realizadas trés medidas para cada amostra e os resultados

da rugosidade média quadrética (Rq), também conhecida por RMS, foram obtidos.

4.3.2.10 Analise qualitativa por ensaio de halos de inibicho em placas de petri

(antibiograma)

A atividade antimicrobiana das fibras de PBAT (utilizada como controle) e
PBAT/gentamicina foi realizada através do ensaio de halos de inibicdo em placas de
petri (antibiograma). A bactéria utilizada para a realizacao do ensaio foi a Escherichia
coli 11775™. A mesma foi inoculada em meio de cultura Luria Bertati liquido (triptona
10 g/L, NaCl 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e &gua destilada), previamente
esterilizado a 120°C e 1 atm. O in6culo foi mantido a 37°C, por 1 h, a 200 rpm.
Posteriormente, 100 pL do indculo foram transferidos e semeados em placas de petri
com meio Lutia Bertani (LB) sélido contendo 2% de agar. Amostras de 1 cm de
diametro de cada filme foram cortadas e exposta a luz UV por 10 min de cada lado
para eliminar possiveis contaminacdes microbianas e, em seguida, essas amostras
foram colocadas sobre a placa contendo a bactéria. As placas foram mantidas em
estufa a 37°C por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi verificada pela formacéo de
halos ao redor dos filmes indicando nenhum crescimento de microrganismos ao redor
das amostras. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata (n=3) e utilizou-se
como controle positivo, placas contendo a bactéria sem a adicdo dos filmes. Esta
analise foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa da professora Roberta
Bussamara da UFRGS.
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4.3.2.11 Analise Quantitativa por inibicdo de crescimento bacteriano em meio liquido

(microdiluicdo em caldo)

Para a realizagdo da andlise quantitativa das fibras de PBAT e
PBAT/gentamicina foram seguidas as seguintes etapas. A bactéria Escherichia coli
11775™ foi inoculada em meio de cultura Luria Bertani liquido, previamente
esterilizado a 120°C e 1 atm. O in6culo foi mantido & 37°C, por 1 h, a 200 rpm.
Posteriormente, 100 uL do indculo foram transferidos para placas de plastico estéreis,
préprias para microdiluicdo, que possuem pocos de fundo redondo, contendo 1000 pL
do meio LB liquido.

Imediatamente apds foram acrescentadas, em cada poc¢o, as amostras de
filmes previamente tratadas conforme descrito no item4.3.1.4. A placa foi levada a
estufa e mantida por 24 horas a 37°C. Foram utilizados como controles positivos o
meio LB contendo apenas a bactéria e como controle negativo, apenas o meio LB.

A inibicdo microbiana foi determinada pela leitura da densidade 6tica a 600nm
em espectrofotdbmetro de microplacas (Model 550 — BioRad). Esta analise foi realizada

em parceria com o grupo de pesquisa da professora Roberta Bussamara da UFRGS.

4.3.2.12 Ensaio de citotoxicidade

Uma avaliacao de citotoxicidade indireta das amostras foi realizada de acordo
com a norma ISO 10993. Em primeiro lugar, as membranas de PBAT foram
esterilizadas por etanol a 70%, seguidas de radiagéo ultravioleta (UV) durante 1 h (30
minutos cada lado). Posteriormente, as amostras foram lavadas com uma solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS) durante 5 min para remover qualquer solvente
residual. Resumidamente, os meios de extracdo foram preparados por imerséo das
amostras (6 cm?) em 1 mL de Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high glucose
(DMEM) suplementado com 5% de Soro de bovino fetal (SBF) a 37 °C em 95% de ar
umidificado contendo 5 % de CO: e incubado durante 24 h.

A exclusdo do azul de Tripan é baseada na integridade da membrana celular e
foi usada para determinar a viabilidade celular. Para estas experiéncias, a linha celular
de glioma de rato C6, obtida da American Type Culture Collection (ATCC, Rockuville,
Maryland, EUA) foi plagueada em placas de 48 pocos (1 x 10° células por pogo) e
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cultivada em DMEM suplementado com 5% de SBF a 37 °C numa atmosfera umida
contendo 5% de CO:2 durante um dia antes da exposi¢do ao meio exposto ao PBAT.
Apoés 24 h, o meio de cultura da placa de cultura de tecido de 48 pocos foi removido e
0 meio de extracdo preparado foi adicionado aos pocos e as células foram incubadas
durante 24 h. Posteriormente, a viabilidade celular foi quantificada por anélise de azul
de tripan . Resumidamente, para cada tratamento, misturaram-se 10 yL de suspensao
celular com 10 pL de solugéo a 0,4% de azul de tripan. A citotoxicidade (taxa de
inibicdo do crescimento celular) foi determinada a partir do numero de células viaveis
(sem cor) em amostras tratadas como uma porcentagem do controle de PBS.
Utilizamos o contador de células Condens® Automated (Invitrogen, Califérnia,
Estados Unidos). A analise de citotoxicidade foi realizada em parceria com o grupo de

pesquisa da professora Dinara Moura da UFCSPA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PRIMEIRA ABORDAGEM

Neste topico abordaremos os resultados obtidos a partir das analises realizadas
em filmes de casting com o intuito de verificar a modificacao superficial e incorporacao

de gentamicina.

Medidas de angulos de contato da agua foram realizadas na superficie dos
filmes de PBAT, antes e apds os diferentes tempos de irradiagdo com lampada UV. A
medida foi imediatamente apds a deposicdo das gotas em trés locais distintos na
superficie dos filmes e entéo foi calculado a média dos angulos a partir do angulo de
cada gota. A técnica de WCA é bastante simples e revela informacdes sobre a primeira
monocamada da superficie sendo a primeira técnica de caracterizacdo a ser

utilizadal°s,

Os filmes de PBAT apresentaram carater levemente hidrofilico com WCA de
aproximadamente 80°. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura onde
Wang et al.1%® prepararam blendas de PLA/PBAT, bem como filmes de PBAT e de
PLA puros utilizando o método de casting e investigaram o angulo de contato para
estes materiais, verificando que o filme de PBAT puro apresenta angulo de contato de
72,9°. No entanto, quando o filme de PBAT é irradiado por 10, 20 e 30 min, o WCA
aumenta, alterando o carater para hidrofébico. Ao irradiar por periodos maiores o
WCA da superficie comeca a apresentar decréscimo (Figura 8). Dados semelhantes
foram relatados por Belmonte!19, que caracteriza este comportamento como anémalo,
uma vez que observa-se 0 aumento do angulo de contato em tempos de irradiacéao

menores.

Neste trabalho observou-se a dependéncia do WCA com o tempo de irradiacéo,
onde o maior tempo de irradiagdo confere a superficie maior hidrofilicidade. Ao atingir
90 min de irradiacdo o WCA foi préximo a 0°, ndo sendo possivel realizar a medida do

angulo da gota.

Devido ao menor valor de angulo de contato obtido com maiores tempo de

tratamento UV, podendo encontrar um aumento na presenca de grupos hidroxila (O-
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H)111-113 as demais etapas desta abordagem foram realizadas com amostras de

filmes de PBAT com 90 minutos de irradiagéo.
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Figura 8. Variagdo do WCA em funcao do tempo de irradiacdo das amostras de PBAT

preparadas pelo método de casting e tratadas com UV em presenca de Oz atmosférico.

O espectro FTIR-ATR do filme de PBAT sem tratamento (Figura 9) apresenta
uma banda aguda em 726 cm, referente as vibracdes dos quatro ou mais grupos
metileno adjacentes (-CH2-), entre 900-700 cm™ uma banda de dobramento dos
substituintes do anel benzénico'?116117 Em 1250 cm™ é possivel visualizar uma
banda atribuida ao estiramento da ligacdo C-O do éster alifatico-aromatico, em 1710
cm™ a banda refere-se ao estiramento da carbonila do éster alifatico-aromatico e em
3000 cmo estiramento esta relacionado a ligagdo C-H das fragGes aromaticas e
alifaticas. Espectros semelhantes também sédo encontrados nos trabalhos de Li et al

e Al-ltryet alt17118,
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Figura 9. Espectros de FTIR-ATR das amostras de PBAT obtidas por casting, néo

irradiada e irradiada-UV por 90 min na presenca de Oz atmosférico.

Nesta mesma figura (Figura 9) € possivel analisar os espectros de PBAT
irradiados com UV em presenca de Oz atmosférico. Nota-se um aumento na presenca
de grupos hidroxila (O-H) utlizando um tempo de tratamento UV de 90
minutos!!t113.119 "indicado por uma banda de estiramento entre 3600-3100 cm™.Este
mesmo comportamento foi encontrado por Belmonte!!®, que analisou espectros de
FTIR-ATR de filmes de PBAT obtidos a partir da técnica de revestimento (casting),
ndo irradiados e irradiados com lampada UV em diferentes tempos. Neste trabalho?,
a presenca de grupos hidroxila (O-H) foi aumentando de acordo com o aumento do

tempo de irradiagéo.

Outro ponto importante € que quando avaliamos a banda da carbonila do éster
em 1710 cm identificamos um alargamento do lado esquerdo da banda e isso pode
indicar a formacdo de novos grupos carbonila. Um outro ombro a direita da banda
1710 cm pode indicar a presenca de éster de baixo peso molecularl!, E possivel

perceber uma diminuicdo da intensidade da banda referente a carbonila de
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ésterl11.113.119;|ifatica-aromatica em 1710 cm™, bem como da banda de ligacdo C-
O1L1193lifatico-aromatico em 1250 cm™ e também da banda dos grupos metila em

725 cm, podendo indicar uma cisdo da cadeia.

A partir dos espectros de FTIR-ATR das amostras de PBAT obtidas por casting,
ndo irradiada e irradiada-UV por 90 min na presenca de Oz atmosférico podemos
inferir que foi possivel inserir grupamentos oxigenados na superficie das amostras,
podendo-se assim avancar para a etapa das reacdes e insercdo da gentamicina.
Nesta etapa foram realizadas diferentes sequéncias de reacdes (Tabela 2) e sempre
apos a andlise antimicrobiana dos materiais, para verificar se a gentamicina estava

presente na superficie do filme.

A escolha da sequéncia de reacfes, pH, temperatura e tempos utilizados foram

baseados em estudos prévios da literatura®.

Tabela 2. Etapas de preparacdo das amostras utilizadas para a analise

antimicrobiana.

EDC - Gentamicina
Amostra Irradiagdo Tampéo tampido Tampéo — Tampéo Tampao Atividade
(PBAT 90 min pH 7,4 pH 4,0 pH 7,4 pH 4,0 pH7,4 antimicrobiana

casting) Etapal Etapa2 Etapa3 Etapa 4 Etapa 5

1 - - - - - - néo

2 X X X X X - sim

3 X X X X X X nao

4 - - - X X nao

A amostra 1 (Figura 10) trata-se do filme de PBAT obtido por casting, sem

tratamento superficial, utilizado como branco para as demais amostras. Como
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esperado, esta amostra ndo exibiu halo de inibicdo contra a bactéria E. coli,
corroborando com os resultados de de Venkatesan e Rajeswari?® que desenvolveram
filmes antimicrobianos de PBAT e nanoparticulas de ZnO, testando sua atividade
antimicrobiana contra a E. coli. Neste estudo, os autores observaram que apenas 0s

filmes com a presenca de nanoparticulas apresentaram halos de inibic&o.

A amostra 2 (Figura 10) foi a Unica que apresentou halo de inibi¢cao e isto pode
ser devido a adsorcdo de gentamicina na superficie da amostra, pois quando
comparamos a amostra 2 com a amostra 3, que nao apresentou atividade
antimicrobiana, percebemos que a diferenca se deve ao acréscimo da lavagem nesta
amostra (etapa 5). Sendo assim, a etapa da lavagem pode estar retirando a
gentamicina adsorvida e deixando apenas a quantidade de gentamicina ligada
covalentemente. No estudo realizado por Jao et al®!, percebemos que néo houve a
etapa de lavagem final, para as amostras contendo heparina e, desta forma, h4 a
possibilidade deste polissacarideo estar somente adsorvido na superficie.

Figura 10. Atividade antimicrobiana dos filmes de casting de PBAT testados contra E.

coli.
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A amostra 4 foi realizada com o intuito de analisar se as etapas iniciais estavam
inativando os grupos funcionais na superficie do PBAT, porém encontramos resultado
negativo para a atividade antimicrobiana e percebemos que a gentamicina necessita

estar livre na superficie do polimero para ter atividade antimicrobiana.

Afim de identificar os elementos quimicos e avaliar possiveis mudancas no
ambiente quimico da superficie, analises de varredura de XPS foram realizadas para
as amostras 2 e 3, representadas nas Figura 11 e 12, respectivamente. Os espectros
apresentados nessas duas figuras mostram as amostras no intervalo de energia de

ligagéo de 0 a 600 eV.

Tanto a Figura 11 quanto a Figura 12 apresentam espectros com sinais das
contribuicdes do C 1s (286eV), (285eV)>1121e do O 1s (533eV), (532eV)°41?1 do PBAT.
Os espectros de varredura também apresentam um pequeno sinal referente ao Si
2p(103eV), (102eV)e esse sinal também é encontrado em outros trabalhos como o de
Kessleret al e Prabhakaran et alt?2123, O silicio € comumente utilizado em polimeros
como um aditivo de carga de reforco para melhorar propriedades fisicas de tracao, de

compressao, de abrasdo, de tenacidade, de estabilidade térmica e dimensional, entre

outras'?®4,
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Figura 11. Espectro de varredura de XPS da amostra 2 de PBAT, preparadas por

casting, irradiadas com UV por 90 min em presenca de Oz atmosférico.
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Figura 12.Espectro de varredura de XPS da amostra 3 de PBAT, preparadas por
casting, irradiadas com UV por 90 min em presenca de Oz atmosférico.

Nos espectros das figuras 11 e 12 encontramos um pico adicional de N 1s
(400eV), (399eV) devido a presenca do grupo amino da gentamicina. E importante
ressaltar que essa presenca de nitrogénio na amostra 3 pode estar relacionado a
presenca de gentamicina e este resultado pode estar indicando que existe a
possibilidade de ligacdo covalente com a superficie, no entanto a ligacdo néo foi

fundamental para ocorrer a atividade antimicrobiana.

Nesse contexto, percebemos que existe a possibilidade de ligacdo covalente
com a superficie, no entanto a ligacdo nao foi fundamental para ocorrer a atividade
antimicrobiana. Esta abordagem foi fundamental para entendermos melhor o

comportamento da gentamicina e prosseguirmos para a segunda abordagem.
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5.2 SEGUNDA ABORDAGEM

Neste tdpico abordaremos os resultados obtidos a partir das analises realizadas
nas solucdes utilizadas para a eletrofiacao e nas fibras obtidas, com o intuito de avaliar
as mudancgas nos parametros das solugcdes e caracterizar as matrizes de PBAT e
PBAT/gentamicina.

Os parametros da solucao, tais como, viscosidade, condutividade elétrica e
tensdo superficial influenciam diretamente nas morfologias e na geometria das
nanofibras. Estes parametros estéo relacionados com as propriedades fisico-quimicas
dos polimeros, dos solventes e com as interaces do tipo polimero-solvente'?®, Os
parametros ambientais, temperatura, umidade e composicdo do ar também podem

influenciar na formacéo e na morfologia das nanofibras!?é.

A andlise de condutividade elétrica das 5 diferentes amostras em funcédo da
variagao da temperatura pode ser visualizada na Figura 13. As temperaturas utilizadas
foram escolhidas com o intuito de simular o momento da eletrofiacdo, pois a solucéo
€ preparada em 45 °C, mas sua temperatura vai diminuindo devido ao ambiente

externo se encontrar em uma temperatura inferior (aproximadamente 23 °C).

Foi observado um aumento na condutividade de acordo com o acréscimo da
guantidade de gentamicina e esse efeito pode estar relacionado ao fato de que a
adicdo de &cidos, bases ou sais a solucdo faz com que a condutividade elétrica
aumente, resultando em uma maior mobilidade dos ions em solucéo!®. Deve-se levar
em conta também, que a gentamicina possui grupos funcionais que podem estar
inserindo cargas na solucdo. Esse aumento na condutividade também é reportado no
trabalho de Zehetmeyer'® que analisou a condutividade em solucGes de PBAT e
PBAT/nisina, e obteve essa mudanca provavelmente devido a maior concentracao de

nisina, que é um peptideo, com presenca de sais na sua formulacao.

Por outro lado, quando avaliamos os valores de condutividade elétrica das
solucdes em funcdo da temperatura, percebemos que também ha um aumento da
condutividade a medida que a temperatura diminui e este aumento € mais
pronunciado nas amostras com maior percentual de gentamicina. Este resultado
ocorreu, pois possivelmente o aumento da temperatura pode estar favorecendo a

agregacéao do antibiotico, alterando os valores da condutividade e com temperaturas
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menores encontramos valores maiores de condutividade devido ao fato da

gentamicina possuir maios estabilidade em temperatura ambiente.
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Figura 13.Valores da condutividade das solu¢cdes de PBAT e PBAT/gentamicina de

acordo com a variagado da temperatura.

As propriedades viscoelasticas das solu¢cfes pode ser visualizada na Figura 14.
De maneira geral, pode-se observar que o perfil das curvas de viscosidade para as
amostras de PBAT e PBAT/gentamicina sdo semelhantes e apresentam seus valores
marcadamente reduzidos com o aumento da taxa de cisalhamento. Este
comportamento € um perfil inerente a materiais pseudoplasticos (shearthinning),
caracterizados pela dependéncia da viscosidade em funcéo do cisalhamento'?’.

Observa-se também que a amostra de PBAT 10% apresenta viscosidade
levemente inferior as demais amostras em toda a faixa da taxa de cisalhamento
analisada. Este comportamento deve ser decorrente do teor superior de particulas
finas correspondentes a gentamicina e pode estar afetando o deslizamento das

cadeias do polimero em solucdo, durante o cisalhamento.
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Essa pequena variagao na viscosidade das amostras contendo gentamicina,
em relacdo as amostras de PBAT puro, tornou viavel o processo de eletrofiagéo, pois
pequenas mudancas visuais, na viscosidade, dificultavam ou até mesmo
inviabilizavam a producdo de matrizes de PBAT e PBAT/gentamicina. A viscosidade
da solucéo esta relacionada com o grau de emaranhamento das cadeias do polimero.
Quando a viscosidade da solucdo é muito baixa, pode ocorrer electrospraying e

particulas de polimero sdo formadas ao invés de fibras0!.

Outro fator importante para a formagéo de fibras homogéneas, € auséncia de
beads. Veresano, A. et. al*?®, analisam o efeito da viscosidade em misturas de
queratina/poli (6xido de etileno) e verificaram que solu¢des pouco viscosas, contendo
maior concentracao de quitina do que de PEO, tornavam-se impossiveis de eletrofiar
e formavam muitos beads. Entretanto, nanofibras produzidas a partir de solucfes mais

viscosas apresentavam diametros regulares e auséncia de beads'?8,

—=— PBAT
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Figura 14. Curvas de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para as

solugdes de PBAT e PBAT/gentamicina.
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O espectro de FTIR das amostras de PBAT e PBAT/gentamicina estao
apresentados na Figura 15. As fibras de PBAT/gentamicina exibiram bandas
caracteristicas de espectro do PBAT puro, apresentando uma banda aguda em 726
cm?, que esta associada com as vibracdes dos grupos metileno adjacentes (-CH2) da
estrutura principal do polimero. Uma banda na regido de 1268 cm™ atribuida ao
estiramento dos grupos C-O da ligacdo éster. A mais intensa de todas as bandas
apareceu na regido de 1710 ou 1714 cm-1 e esta associada aos grupos carbonila

(C=0) na ligagéo éstert212°,

Uma banda na regido de 3000 cm™ que corresponde ao estiramento C-H das
porcdes aromaticas e alifaticas também foi observada. Espectros similares de FTIR
foram observados apds a incorporacdo da gentamicina a matriz do polimero,
indicando a auséncia de alteracdes quimicas na estrutura do PBAT ou interacfes
quimicas com a gentamicina. Comparativamente, os resultados de FTIR para as fibras
de PBAT (Figura 15 e) e para as fibras de PBAT/gentamicina(Figuras 15 a, b, c e d)
estdo muito semelhantes e este comportamento também é observado em outro
trabalho utilizando PBAT, porém com a adigdo de nisina'?4,

O espectro de FTIR do sulfato de gentamicina (Figura 15 f) apresenta bandas
de absorcdo nos comprimentos de onda de 3000-3400cmdevido a vibracdo de
alongamento de aminas primarias (R-NH2) e secundérias (R2NH), as bandas 1628cm-
1, 1516 cm* e 1293 cmreferem-se as vibracdes de flexdo dos grupamentos de
aminas (NH) I, Il e lll, e a banda 1044 cm relaciona-se a deformacéo axial dos grupos

NH e amina terciaria (RsN)6:10,
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Figura 15. Espectros de FTIR para as fibras de PBAT e PBAT/gentamicina.
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A morfologia das fibras do PBAT e PBAT/gentamicina foi obtida a partir da
técnica de MEV. Suas micrografias e as suas respectivas distribuicdes de frequéncia
em funcéo do diametro da fibra estdo apresentadas na Figura 16.

Pelo processo de eletrofiacdo foram obtidas fibras aleatérias e com auséncia
de beads que podemos observar na imagem de microscopia eletrénica de varredura
das fibras do PBAT puro (Fig. 16a). As fibras de PBAT apresentaram uma
frequéncia de distribuicdo entre 100 e 1300 nm, com um diametro meédio de 412 nm +
331 nm, revelando ampla polidispersdo na frequéncia de diametro. Quando a
gentamicina foi adicionada, o diametro médio das fibras das amostras de PBAT 0,5%
e PBAT 2% aumentaram para 528 = 128 e 665 + 383, respectivamente. Para as
amostras de PBAT 5% e PBAT 10% diminuiram para 388 + 143 e 378 = 82,02, em
relacdo ao polimero puro. Este efeito pode estar relacionado com a instabilidade do
jato ejetado durante a eletrofiacdo!3%132 uma vez que jatos multiplos podem contribuir
para uma distribuicdo heterogénea de tamanho, além de afetar a morfologia das fibras
poliméricas. Jatos multiplos podem ser influenciados pelos parametros do ambiente,
no momento do preparo e obtencao das fibras, tais como umidade e temperatura, 0s
quais também desempenham um papel importante na determinacdo da morfologia
das fibras eletrofiadas'33134,

Realizamos esse estudo das distribuicdes de frequéncia em funcéo do diametro
da fibra, pois o diametro da fibra desempenha um papel muito importante nas
propriedades finais da rede eletrofiada!?4133, Por exemplo, fibras poliméricas com 100
nm de diametro tem uma area superficial de aproximadamente 1000 m? g e este é
um motivo importante da escolha do método de obtencao das fibras, pois quanto maior
a area superficial, melhor é a liberacao do antibiético.

O estudo das distribuicbes de frequéncia em funcdo do diametro da fibra foi
feito a partir de 100 medicdes de fibras em trés diferentes imagens de cada amostra,
sempre calibrando com a escala das micrografias. Percebe-se que para as amostras
de PBAT 5 e 10% de gentamicina sdo encontrados tamanhos de fibras menores que
100 nandmetros e essa diminuicdo do didmetro pode estar relacionada com os valores
de condutividade, pois observamos que houve um aumento da condutividade com o
aumento da quantidade de gentamicina adicionado a solucdo. No que diz respeito a
condutividade, a literatura'® reporta reducéo no diametro da fibra com o aumento da

condutividade.
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A diminuigdo do tamanho das fibras para as amostras com maior concentracao
de gentamicina corrobora com os resultados obtidos na analise do grau de
intumescimento, pois a reducdo do diametro da fibra causou uma diminuicdo na
macroporosidade (menor espaco entre fibras), além de aumentar a densidade de
fibras. Em outras palavras, as fibras sdo mais finas e mais proximas umas das outras,
diminuindo a absorcdo de agua atraves da superficie e isso pode estar relacionado ao

fato das fibras estarem mais empacotadas, possuindo pequenos espacos entre elas.
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Figura 16.Imagens de microscopia eletronica de varredura para as fibras de PBAT e
PBAT/gentamicina e as respectivas distribuicdes de frequéncia em fungéo do diametro
das fibras: (a) PBAT, (b) PBAT 0,5%, (c) PBAT 2%, (d) PBAT 5% e (e) PBAT 10%.

O grau de intumescimento e a solubilidade séo propriedades que permitem
avaliar o comportamento dos filmes frente & imersdo em diferentes meios.
Dependendo da aplicacdo a que se destina, graus de solubilidade e/ou
intumescimento sdo requeridos em maior ou menor grau®.

A figura 17 mostra o grau de intumescimento para as fibras de PBAT e
PBAT/gentamicina. As fibras compostas apenas por PBAT mostraram um grau de
intumescimento maximo de 495% a 30 min e um minimo de 414%, apés 48 h. No

entanto, a medida que a concentracdo de gentamicina aumentou nas amostras, o0 grau
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de intumescimento diminuiu para cerca de 300%, comparando com 0s valores apds
48 h de imerséo.

Quando comparamos o grau de intumescimento e a analise do angulo de
contato das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina (Tabela 5), percebemos que apesar
do WCA diminuir de acordo com o aumento da concentra¢ao de gentamicina, notamos
uma menor absorcao de agua.

Esse efeito também foi encontrado no estudo de Siqueira et al*¥’, utilizando a
mesma técnica de producdo de fibras, porém com outros materiais, o PLA, um
polimero que também é hidrofébico e a quitosana, um polissacarideo que quando
adicionado diminui o angulo de contato das fibras. Os autores sugerem que as
interacbes secundarias entre PLA e CS tenham ocorrido durante a dissolucdo do
polimero, uma vez que ambos o0s polimeros sdo capazes de hidrolisar e gerar
fragmentos menores de cadeia de polimero, causando assim uma maior interacédo
entre os dois polimeros. Esses dois efeitos associados podem promover um obstaculo
estérico e contribuem para a menor absorcéo de agua'?’. Levando em consideragéo
gue tanto o PBAT quanto a gentamicina sao hidrolisaveis, efeitos semelhantes podem

estar ocorrendo, diminuindo assim o grau de inchamento.
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Figura 17.Perfil do grau de intumescimento das fibras de PBAT E PBAT/gentamicina
em tampéao PBS durante a andlise de 48 horas.
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Para avaliar qualquer possivel modificagdo morfologica introduzida pela
imersdo em solucdo tamponada, realizamos a analise da Microscopia Eletrénica de
Varredura das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina que foram submetidas a imerséao

em tampéao PBS por 48 horas.

A Figura 18, apresenta as micrografias das fibras ap6s 48 horas de imersédo em
PBS e podemos perceber que houve alteracdo na morfologia das amostras em
relacdo as fibras que nao foram submetidas ao processo de imersao. As fibras
apresentam-se aglutinadas, no entanto, apesar do processo de imersao em solugéo
tamponada, as fibras mantiveram-se presentes, mostrando que nao houve total

coalescéncia ou desaparecimento da morfologia.

Estudos similares foram realizados'381%° e os resultados sédo interessantes para
avaliar o comportamento das amostras em meio similar ao ambiente bioldgico.
Liverani et al*3, investigaram possiveis alteragdes na morfologia de fibras eletrofiadas
de PCL e quitosana em solucdo tamponada e ressaltam que nado detectaram

diferencas relevantes entre as amostras antes e apés a imersao.

A técnica de microscopia eletrbnica confocal foi utilizada para avaliar a
dispersdo da gentamicina ao longo da fibra e também para avaliar se a gentamicina
marcada com 2-(5’-isotiocianato-2’-hidroxifenil) benzotiazol pode ser incorporada ou
nao nas fibras de PBAT. Os derivados de 2-(5-isotiocianato-2’-hidroxifenil)
benzotiazol s&o moléculas fluorescentes particularmente interessantes que
apresentam alto deslocamento Stokes e apresentam grande estabilidade térmica e
fotofisica devido a um mecanismo de transferéncia proténica intramolecular no estado
excitado (ESIPT)4%%41  |nvestigamos a distribuicdo da gentamicina nas fibras de
PBAT utilizando gentamicina marcada com sonda fluorescente em concentracdes de
0%, 0,5% e 10%.
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Figura 18: Imagens de microscopia eletronica de varredura para as fibras de PBAT e
PBAT/gentamicina: (a) PBAT, (b) PBAT 0,5%, (c) PBAT 2%, (d) PBAT 5% e (e) PBAT

10%, apos 48 horas de imersdo em PBS.
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Figura 19. Imagens de microscopia eletrbnica confocal das fibras de PBAT e

PBAT/gentamicina: (a, b) PBAT puro, (c, d, e, f) 0,5% e (g, h, i, j) 10% de gentamicina.
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As imagens da gentamicina marcada ao longo das fibras de PBAT sao
apresentadas na Figura 19. Em geral, fibras sem beads e/ou ramificagcdes puderam
ser identificadas nestas amostras. Deste modo, a imagem a esquerda (Fig. 19c)
apresenta a morfologia da fibra e a localizacdo da gentamicina, e a imagem a direita
(Fig. 19d) indica a localizacdo do sinal fluorescente (sinal azul) nas imagens
digitalizadas. Por outro lado, a (Fig. 19a) apresenta a morfologia das fibras do PBAT
puro e ilustra que as fibras de PBAT puro (sem gentamicina) ndo apresentam sinal de

fluorescéncia (Fig. 19b).

A microscopia eletrénica confocal indica que o sinal de fluorescéncia aparece
ao longo da fibra individual e também em pontos onde ndo encontramos fibras,
sugerindo que a gentamicina pode ter sido incorporada nas fibras, mas também estar
dispersa na matriz tridimensional (Fig. 19e, i). Além disso, quanto maior a
concentragdo de gentamicina, mais particulas fluorescentes sdo visiveis ao longo da
fibra (Fig. 19f, ).

A literatura também reporta a utilizacdo da Microscopia Confocal como
ferramenta para distinguir diferentes fases e para avaliar a dispersdo de agentes
antimicrobianos ao longo das amostras, sendo que apenas uma fase apresenta

fluorescéncial#?.

A partir do DSC investigamos o efeito da adicdo da gentamicina na matriz do
PBAT e o comportamento de cristalizagcdo das fibras de PBAT/gentamicina. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 3 e as curvas tipicas de DSC estédo
apresentadas na Figura 20.

A adicdo de gentamicina as solucdes de PBAT nado apresentou uma grande
diferenca nos picos de cristalizagdo das fibras de PBAT/gentamicina (Fig. 20a). As
fiboras de PBAT puro apresentaram temperatura de cristalizacédo (Tc) de 90,9°C. O
PBAT é um polimero com uma estrutura semicristalina que geralmente cristaliza
acima da temperatura de transicdo vitrea, uma vez que abaixo da temperatura de
transicao vitrea ndo ha mobilidade molecular suficiente para ocorrer a interacdo das
cadeias do polimero*8.

As temperaturas de transigcdo vitrea (Tg) das fibras de PBAT apresentaram
pequena variacdo apds a adicdo da gentamicina. O PBAT puro apresentou Tg de -
25,7°C, e os valores para as fibras de PBAT/gentamicina permaneceu entre -25,7°C
e -26,6°C. A temperatura de fuséo (Tm) do PBAT puro foi de 128,4°C (Figura 20b), e
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este valor permaneceu muito préximo para todas as formulacdes das fibras (Tabela
4). Resultados semelhantes foram encontrados por Shiet al.'*® que reportaram

temperatura de fusdo para o PBAT de 121°C.

Tabela 3. Resultados de DSC para as fibras de PBAT e PBAT/gentamicina.

Amostras  Tg(°’C) Tm(°C) Tc(°C) AHm (J/g) Xc (%)

PBAT -25,7 128,4 90,9 17,5 15,4
PBAT 0,5% -25,7 128,9 89,8 16,1 14,1
PBAT 2% -26,1 129,7 87,8 14,6 12,8
PBAT 5% -26,6 130,7 94,6 10,9 9,6
PBAT 10% -26,6 130,3 94 10,2 8,9

O percentual de cristalinidade (Xc) para as fibras de PBAT foi de 15,4%,
engquanto que as fibras com 10% de gentamicina apresentaram Xc de 8,9% (Tabela
3). A presenca de alguns aditivos, tais como antimicrobianos, pode reduzir o espaco
disponivel para o crescimento do cristal, reduzindo assim a cristalinidade!*®. Em
outras palavras, a gentamicina possivelmente impediu a difusédo das cadeias do PBAT
e contribuiu para as mudancas na cristalinidade do polimero. Um outro fator que deve
ser levado em consideracao é a voltagem aplicada para a obtencao das fibras, uma
vez que a cristalinidade pode diminuir a medida que a tensdao aumenta. Como a
distancia entre a agulha e o coletor é curta, as cadeias poliméricas ndo tem tempo
suficiente para se organizar, reduzindo a cristalinidade. O efeito do processo de
eletrofiacdo na estrutura da fibra tem sido reportado em estudos anteriores'#4, e esse
fendbmeno estad provavelmente relacionado com as modificacdes estruturais que
resultam a partir da alta voltagem utilizada durante o processo de eletrofiagcdo. A
cristalinidade da nanofibra é também afetada pelo campo eletrostatico e o tempo de

cristalizagdo durante o percurso do jato!0:145,
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A influéncia da adi¢éo de sulfato gentamicina em hidrogéis de poli (acrilamida-
co-acido acrilico) também foi estudada pela técnica de DSC por A. Thakur et al*4.
Este estudo apresenta os termogramas do sulfato de gentamicina puro, dos polimeros
puros e dos hidrogéis com o farmaco e mostra que o sulfato de gentamicina modificou
as temperaturas de fuséo e cristalizacdo dos polimeros puros, sugerindo uma forte
interac&o entre o polimero e o farmaco. Diferente deste caso, no presente estudo nao
visualizamos uma grande alteracdo nas temperaturas encontradas nos processos
endotérmicos e exotérmicos, ou seja, houve pouca influéncia da gentamicina na matriz
do PBAT.

A caracterizacdo das propriedades hidrofilicas/hidrofébicas de um material é
essencial para uma compreensao profunda de suas potenciais aplicacfes. Quando as
aplicacbes sdo no campo biomédico, como na engenharia de tecidos, € considerado
extremamente importante o] uso de um material com boa
molhabilidade/hidrofilicidade®.A analise WCA é uma técnica simples e confiavel sobre
a molhabilidade do material analisado. Ela mede o quanto uma gota de agua se
espalha sobre a superficie do material, obtendo entdo informacdes sobre a
hidrofobicidade ou hidrofilicidade do material*4’. As propriedades quimicas da matriz
da fibra podem ser avaliadas através da medida da hidrofobicidade das diferentes
formulacdes das fibras'*®, e além disso, a natureza hidrofilica ou hidrofébica do
substrato tem um impacto direto na forma de como ele é utilizado!°%. A molhabilidade
da superficie que inclui as propriedades hidrofilicas e hidrofébicas, é considerado
como um fator crucial para a determinacdo das respostas bioldgicas, tais como
adsorcao das proteinas, adesédo/ativacao de plaquetas, adesao bacteriana e células,
e a adesdo ou liberacdo de aditivos antimicrobianos'4. Assim, a fim de avaliar os
efeitos das propriedades de superficie das fibras eletrofiadas, medidas de angulo de
contato da agua (WCA) foram realizadas, e a imagem da gota de agua na superficie

das fibras de PBAT puro pode ser visualizada na Figura 21.
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Tabela 4. Resultados de WCA para as fibras de PBAT e PBAT/gentamicina.

Amostra WCA (°)
PBAT 127 = 1
PBAT 0,5% 120 + 2
PBAT 2% 116 +12
PBAT 5% 101 +9
PBAT 10% 108 +6

A superficie de fibras que sdo mais ou menos hidrofébicas podem estar
atribuidas ao efeito combinado da morfologia nanoestrutural e enrugada, e as quais
formam redes tridimensionais'®®. Materiais hidrofilicos apresentam pequeno angulo
de contato (espalhamento de agua em toda a superficie) enquanto materiais
hidrofébicos apresentam um alto angulo de contato (contato minimo entre a gota de

agua e a superficie)t01.149,

As fibras de PBAT puro apresentaram angulo de contato com a gota de agua
de 127 * 1 indicando uma superficie hidrofébica. A Figura 4 mostra o formato da gota
em contato com a superficie e este resultado pode também corresponder
aproximadamente aos resultados experimentais encontrados na literaturat®15?,
Apenas para as amostras de PBAT e PBAT 0,5% as gotas mantiveram-se estaveis
em um ponto da superficie, jA para as amostra PBAT 2, 5 e 10% ndo houve
estabilizacdo das gotas, pois as mesmas foram rapidamente absorvidas, assim a
imagem foi congelada logo apés a deposi¢do da gota afim de obter os valores dos
angulos iniciais. Os valores iniciais encontrados foram de 116 + 12; 101 £+ 9 e 108 + 6
para PBAT 2, 5 e 10% respectivamente.

A presenca da gentamicina, uma molécula solavel em agua, afetou
significativamente o grau de molhabilidade da superficie das fibras, uma vez que as
amostras com maior percentual de gentamicina obtiveram carater hidrofilico e isto
pode estar acontecendo devido as interacdes entre 0s grupos polares da gentamicina
gue estao disponiveis na superficie as fibras e sdo capazes de interagir com as

moléculas de agua via ligacéo de hidrogénio'®2,
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Figura 21. Fotografia da gota de agua na superficie da fiboras de PBAT para

determinacao do WCA.

Com o intuito de estudar as caracteristicas da superficie das fibras quanto a
sua rugosidade, as amostras foram analisadas por perfilometria 6ptica e os valores da
rugosidade média quadratica estdo apresentados na Tabela 5. O valor de rugosidade
média quadratica encontrado para a amostra de PBAT puro foide 6 + 1 pm e a
literatura também encontrou valores de rugosidade média quadratica muito préximos
para amostras de fibras de PBAT puro eletrofiadas, sendo eles 6 + 1151 e 7 + 019,
demostrando a reprodutibilidade que a técnica e a andlise proporcionam para estes

materiais.

Em relacéo as fibras de PBAT puro que apresentaram valores de rugosidade
meédia quadratica de 6,7 =+ 1,4 um, as amostras de PBAT 0,5% e 2% demonstraram
um aumento para valores de 7 + 0 e 8 £ 3 um, respectivamente. Porém analisando as
amostras de PBAT 5% E 10% visualizamos uma diminuicao para valores de 3+ 0 e
5+ 1 um. Este comportamento pode também ser observado nos perfis de superficie

nas imagens 3-D (Figura 22).
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Estes resultados podem estar relacionados com a morfologia adquirida e
analisada a partir do MEV, pois quando avaliamos a frequéncia de distribuicdo das
micrografias de cada amostra em funcéo de seu didametro médio, percebemos um
aumento do diametro médio das amostras de PBAT 0,5% e 2% e uma diminui¢do do
didmetro médio das amostras PBAT 5% e 10%, encontrando até mesmo fibras com
tamanhos nanométricos. Essa diferenca de diametros modifica a morfologia da
superficie das fibras e pode estar interferindo nos valores de rugosidade média

quadratica encontrados.

Tabela 5.Valores de rugosidade expressas como RMS (um) das fibras de PBAT e

PBAT/gentamicina.

Amostra RMS (um)
PBAT 6+1
PBAT 0,5% 7+0
PBAT 2% 8+3
PBAT 5% 30
PBAT 10% 5+x1

Muitos estudos comparam valores de rugosidade com as medidas de angulo
de contato, e mostram a dependéncia dos valores encontrados entre as técnicas, seja
a variacdo devido a adicdo de cargas ou devido a tratamentos superficiaist10151153.154
A modificagdo no grau de molhabilidade das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina
também pode estar relacionado com a variacdo da rugosidade das matrizes obtidas,
bem como as condi¢cdes ambientais no momento da eletrofiacdo, pois para obter fibras
lisas e homogéneas, as condigbes ambientais do local de trabalho devem ser
cuidadosamente monitoradas. Outrossim, a solugdo da amostra para o eletrofiacdo
deve ser cuidadosamente monitorada também, visto que a alteragdo de algumas
propriedades tais como a viscosidade, concentragdo, condutividade e tensao

superficial podem ter um efeito direto nas propriedades finais da fibrat3+155,
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Figura 22. Imagens de perfilometria das superficies das fibras de PBAT e
PBAT/gentamicina: a) PBAT, b) 0,5%, c) 2%, d) 5%, e) 10% de gentamicina.
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A acéo antimicrobiana das fibras desenvolvidas foi avaliada contra a bactéria
gram-negativa Escherichia coli (abreviada como E. coli) que faz parte de um grupo
grande e diverso de bactérias. Embora a maioria das cepas de E. coli sejam
inofensivas, outras podem causar doencas. Alguns tipos de E. coli podem causar
diarréia, enquanto outros causam infec¢des do trato urinario, doencas respiratérias,
pneumonia e outras doencas!®®,

A incorporacao da gentamicina em diferentes concentracfes nas solucdes de
PBAT resultou em fibras com atividade antimicrobianas a qual pode ser verificada
através dos halos de inibicdo contra a bactéria indicadora E. coli. Os resultados
representativos da atividade antimicrobiana das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina
estdo apresentados na Figura 23.

Maiores zonas de inibicdo foram observadas nas fibras a medida que a
concentracéo de gentamicina aumentou na matriz de PBAT. Como esperado, as fibras
de PBAT puro (sem gentamicina) ndo apresentaram atividade antimicrobiana, ou seja,
nenhum halo de inibicdo ao redor do filme pode ser identificado, sugerindo que a E.
coli cresceu em toda a regido e ao redor deste filme. Estes resultados indicaram que
a gentamicina foi eficientemente liberada a partir das fibras de PBAT/gentamicina e
apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-negativa em

concentrac;(”)es crescentes.

A literatura reporta a analise da atividade de fibras de PLGA com gentamicina
e vancomicina contra as bactérias E. coli e S aureus, respectivamente, e percebem
gue a atividade dos antibidticos permanece elevada apés o processo de eletrofiacao,
atestando que a eletrofiacdo pode ser um método adequado para a preparacao de

membranas de liberacédo de farmacos?'’.

Outro estudo®®” que utilizou PLA como base para gerar fibras ultrafinas com
gentamicina encapsulada, também investigou sua eficacia antimicrobiana contra a
bactéria E. coli. Os resultados indicaram que as fibras de PLA puro ndo apresentaram
atividade e as fibras que continham gentamicina demonstraram eficacia contra a E.
coli, comprovando que as fibras com o farmaco podem ser utilizadas como

plataformas avancadas de entregas de antimicrobianos.
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Figura 23. Atividade antimicrobiana do filme das fibras de PBAT e das fibras de
PBAT/gentamicina testados contra E. coli. Os niumeros indicam as amostras 1)PBAT;
2)PBATO0,5%; 3)PBAT 2%; 4)PBAT 5%; 5)PBAT 10%.

Através da técnica de microdiluicho em caldo foi possivel determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM). A Tabela 6 apresenta as concentracdes
inibitérias minimas (CIM's) das fibras de PBAT e PBAT/gentamicina. As CIM's
variaram entre 0,100 e 1,056 pg/mL frente ao microrganismo testado. Os dados sé&o
comparados com o controle positivo (CP) que possui o0 meio de cultura, a bactéria E.
coli, mas néo foi colocada a amostra e com o controle negativo (CN) que ndo possui

bactéria e nem amostra, somente o meio de cultura.

Observa-se que as fibras de PBAT/gentamicina apresentaram atividade
antibacteriana contra a E. coli, pois inibiram o0 seu crescimento quando comparado
com o PBAT puro que apresentou CIM de 1,056 pug/mL, muito préximo do controle

positivo que é de 1,451 pg/mL.
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Os métodos de diluicdo em caldo ou agar sdo igualmente aceitaveis para medir
guantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um
determinado isolado bacteriano®®®. Este método é denominado “microdilui¢do”, porque
envolve o uso de pequenos volumes de caldo colocados em placas de plastico
estéreis, proprias para microdiluicdo, que possuem pocos de fundo redondo ou conico.
Cada placa deverd incluir um pogo de controle de crescimento e um poc¢o negativo

(ndo inoculado)?®®°,

A quantidade de crescimento nos poc¢os contendo o antibidtico deve ser
comparada com a quantidade de crescimento nos pocos de controle de crescimento
(sem antibiético) usada em cada conjunto de testes ao determinar os pontos finais de
crescimento. Para que o teste seja considerado valido, € necessario que haja

crescimento (22mm turbidez definitiva) no pogo de controle positivo!®°,

Tabela 6. Atividade antimicrobiana do filme das fibras de PBAT e das fibras de

PBAT/gentamicina testados contra E. coli.

Amostras CIM (ng/mL)
PBAT 1,056
PBAT 0,5% 0,195
PBAT 2% 0,112
PBAT 5% 0,113
PBAT 10% 0,100
CcP 1451
CN 0.000

A citotoxicidade das diferentes amostras de PBAT e PBAT/gentamicina foi
avaliada pelo método de analise de azul de Tripan em células C6. Os resultados
mostraram que o PBAT, sozinho ou com gentamicina, induz uma diminuicdo da

viabilidade celular, no entanto, essas reducdes ndo séo estatisticamente significativas
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(Figura 24). De acordo com o padrao ISO 10993-5, as amostras sao consideradas
citotéxicas quando a reducédo da viabilidade celular € maior do que 30%.

Controle
PBAT
PBAT 0,5%
PBAT 2%
PBAT 5%
PBAT 10%

-
o
o

i
10RO

Viabilidade celular (%)
()
T

Figura 24. Os resultados sdo expressos como porcentagem média em células
tratadas em comparacdo com controle + desvio padrdo da média de quatro

experimentos independentes.

Sabe-se que a citotoxicidade de um biomaterial é afetada por vérios fatores
como sua topologia de superficie, hidrofilicidade, entre outros®. Uma alteracdo na
morfologia celular pode ser observada nas amostras PBAT e PBAT/gentamicina, o
gue pode explicar a diminuicédo da viabilidade celular (Figura 25).

A viabilidade celular de fibras de PBAT também foi investigada por Rodrigues
et al*®, e os resultados demonstraram que as amostras sdo viaveis para aplicacées

biomédicas, uma vez que nenhum efeito citotdxico foi observado.
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Figura 25. Fotografia morfolégica das culturas celulares ap6s 24 horas de exposi¢ao

a extracao, 100x.

Outro estudo’® analisou a influéncia da presenca de gentamicina, vancomicina
e lidocaina na viabilidade celular de fibras de PLGA/colageno e os resultados
sugeriram viabilidade celular inferior no grupo de membranas nanofibrosas contendo
farmaco sem comparagdo com o grupo controle. Isso pode ser devido ao fato de que
os antimicrobianos liberados das nanofibras prejudicam o tecido viavel e atrasam o

processo de cicatriza¢@o. O crescimento celular e a proliferacdo diminuiram.

A partir deste ensaio de citotoxicidade foi possivel perceber que a combinacao
de PBAT com gentamicina diminui a viabilidade celular em relacéo ao controle, porém
cabe ressaltar que todas matrizes produzidas neste estudo ndo foram consideradas

citotoxicas.

Nesse contexto, a producdo de nanofibras de PBAT e PBAT/gentamicina é
viavel e resulta em niveis adequados de viabilidade celular, o que permite uma ampla

gama de aplicac6es biomédicas para esses materiais.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel obter filmes por casting com o polimero biodegradavel PBAT e os
resultados indicam que a funcionalizacdo superficial do polimero através da
metodologia de modificacéo superficial escolhida foi realizada com sucesso.

A partir da atividade antimicrobiana, percebemos que a gentamicina necessita
estar livre para ter efeito antimicrobiano. Os resultados de XPS indicam que existe a
possibilidade de ligacdo covalente da gentamicina com a superficie do PBAT, no
entanto a ligacdo ndo foi fundamental para ocorrer a atividade antimicrobiana. A
primeira abordagem foi fundamental para entendermos melhor o comportamento da
gentamicina e prosseguirmos para a segunda abordagem.

Na segunda abordagem, fibras de PBAT e PBAT/gentamicina foram
produzidas a partir do método de eletrofiacdo. A presenca da gentamicina modificou
a morfologia das amostras diminuindo o diametro das fibras para tamanhos
nanometricos e esta modificacdo pode estar relacionada com o aumento da
condutividade promovida pelas cargas presentes na gentamicina. A presenca da
gentamicina foi comprovada pela microscopia eletrénica confocal, sugerindo que a
gentamicina foi incorporada nas fibras, mas também ficou dispersa na matriz
tridimensional.

A presenca da gentamicina, afetou significativamente o grau de molhabilidade
da superficie das fibras, uma vez que as amostras com maior percentual de
gentamicina obtiveram caréter hidrofilico.

As nanofibras de PBAT/gentamicina apresentaram atividade antimicrobiana
contra cepas de E. coli, demonstrado pelos halos de inibicdo. Esta investigacao
demonstrou uma abordagem de combinacao viavel para a producédo de nanofibras de
PBAT e gentamicina com niveis adequados de viabilidade celular, o que permite uma
ampla gama de aplicacdes biomédicas para esses materiais.

O biomaterial desenvolvido a partir de PBAT e gentamicina apresenta potencial
como curativo contendo farmaco antimicrobiano para ser aplicado na prevencgéo de

infec¢des bacterianas durante seu uso.
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