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Resumo

A pectina, é um polimero natural que apresenta vantagens como biodegradabilidade,
solubilidade em 4agua, baixa toxicidade e propriedades bioadesivas. Estas vantagens
convertem-na numa forte candidata a ser utilizada em aplicacdes biomédicas.

Deste modo, o objetivo deste trabalho teve por base a producao de fibras de Pectina
através de electrospinning. No entanto, apesar da sua utilizacdo ser vantajosa, a pectina
apresentou uma fraca electrospinnability, que ¢ provocada pelas cargas elétricas,
nomeadamente pelas forcas repulsivas existentes entre os polianides. Desta forma, para
inverter esta dificuldade adicionou-se um polimero sintético, o poli (vinil alcool) (PVA).

A adicdo do PVA resultou numa mistura com as caracteristicas desejaveis, uma vez
que a interacdo entre o PVA e as cadeias poliméricas da Pectina reduziu as forcas repulsivas
existentes. Assim, aumentou substancialmente a electrospinnability da Pectina e
consequentemente foram produzidas as nanofibras pretendidas.

A morfologia das nanofibras de Pectina/PVA obtidas a partir do electrospinning
foram, posteriormente, analisadas por microscopia eletréonica de varrimento (SEM). O
resultado esperado verificou-se quando uma solucao de 4% Pectina foi misturada com uma
solucao 10% de PVA numa proporcao 30:70 (v/v), respetivamente. Nesta proporcao observou-
se fibras uniformes e homogéneas com diametro de 287 nm.

Posteriormente, a L-Cisteina foi adicionada a solucdo Pectina/PVA 30:70 (v/v). Esta
adicdo teve como objetivo avaliar a bioactividade da L-Cisteina na mistura. Para estimar a
quantidade de L-Cisteina a ser adicionada a mistura Pectina/PVA a sua concentracdao minima
MIC obtidos para a solucao de Pectina/PVA 30:70 com L-Cisteina foram de 5 mg/ml para
Staphyloccocus aureus e de 10 mg/ml para Klebsiella pneumoniae. Estes valores, confirmam
que a L-Cisteina funciona como agente antimicrobiano, o que pode ser muito Gtil em

aplicacoes biomédicas.
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Abstract

Pectin, is a natural polymer that has advantages, such as biodegradability, water
solubility, low toxicity and bio adhesive properties. These advantages becoming a strong
candidate to be used in biomedical applications. Thus, the objective of this work was based
on the fabrication of pectin fibers through electrospinning. However, although their use is
advantageous, the pectin showed a low electrospinnability, which is caused by the electrical
charges, particularly by repulsive forces among the polyanions.

Thus, the order to invert this situation was addeded a synthetic polymer, poly (vinyl
alcohol) (PVA). The addition of PVA resulted in a blend with the desired characteristics since
the interaction between PVA and chains polymeric pectin it reduced the existing repulsive
forces. Hence, electrospinnability of pectin increased substantially and consequently required
nanofibers were produced.

The morphology of nanofibers Pectin/PVA obtained from electrospinning were
analyzed by Scan Electron Microscopy (SEM). The expected result was found when a solution
of 4% pectin was mixed with a solution 10% PVA in a proportion of 30:70 (v/v), respectively.
This proportion uniform and homogeneous fibers were observed with a diameter of 287 nm.

Afterward, L-Cysteine was added to the pectin/PVA 30:70 (v/v) solution. This addition
was aimed assess the bioactivity of L-Cysteine in the blend. To estimate the amount of L-
Cysteine to be added in the Pectin/PVA blend its minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined by the broth microdilution test.

The MIC values obtained for L-Cysteine of the pectin/PVA 30:70 solution were 5
mg/ml for Staphylococcus aureus and 10 mg/ml of Klebsiella pneumoniae. These values
confirm that L-Cysteine acts as an antimicrobial agent, which can be very useful in

biomedical applications.

Keywords

Nanofibers; pectin; PVA; L-Cysteine; electrospinning; Antimicrobial activity; Staphyloccocus

aureus; Klebsiella pneumonia; MIC

iv



Indice

Paginas
Agradecimentos i
Resumo ifi
Abstract iv
Lista de Figuras viii
Lista de Tabelas ix
Lista de Acronimos X
Contextualizacdo e Estrutura da dissertacao 1
Capitulo 1- Introducao
1.1 Nanomateriais e nanotecnologia 2
1.2 Polimeros
1.2.1 Polimeros naturais 3
1.2.1.1 Polissacarideos 3
1.2.1.1.1- Pectina 4
1.2.1 Polimeros sintéticos
1.2.1.1- PVA 5
1.3- Agentes antimicrobiano 6
1.3.1- Cisteina 6
1.4 Electrospinning ou electrofiacao 8
1.4.1- Caracterizacao da técnica 9
1.4.2- Parametros que influenciam o electrospinning
1.4.2.1- Propriedades intrinsecos da solucao
1.4.2.1.1- Viscosidade da solucao 11
1.4.2.1.2- Condutividade elétrica 11
1.4.2.1.3- Tensao superficial 12



1.4.2.2- Condi¢cdes operacionais
1.4.2.2.1- Voltagem aplicada
1.4.2.2.2- Distancia entre a gota e o coletor
1.4.2.2.3- Velocidade de fluxo da solucdo
1.4.2.3- Parametros ambientais
1.4.2.3.1- Temperatura

1.4.2.3.2- Humidade

1.4.3- Aplicacées biomédicas das fibras produzidas por electrospinning

1.4.3.1 - Engenharia de tecidos
1.4.3.2 - Entrega de farmacos
1.4.3.3 - Revestimentos para feridas

1.4.4- Electrospinning da mistura Pectina/PVA

Capitulo 2- Materiais e Métodos

2.1- Materiais
2.2- Métodos
2.2.1- Configuracdo do electrospinning
2.2.2- Preparacao das solucdes poliméricas
2.2.3- Avaliacao das propriedades da solucao
2.2.3.1- Avaliacao da viscosidade
2.2.2.2- Avaliacao da condutividade
2.2.4- Processo de electrospinning
2.2.5- Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

2.2.6- Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Capitulo 3- Resultados e Discussao

3.1- Avaliacao das Propriedades da Solucao
3.1.1- Efeito da Variacdo da Concentra¢ao
3.1.2- Efeito da Viscosidade e da Condutividade

3.2- Caracterizacao das fibras

12

13

13

14

14

15

16

17

18

20

21

22

23

24

24

25

27

28

29

vi



3.3- Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

3.4- Caracterizacao das fibras Pectina/PVA/L-Cisteina

Capitulo 4- Conclusoes

4.1- Perspetivas futuras

Capitulo 5- Referéncias Bibliograficas

31

33

34

35

36

vii



Lista de Figuras

Paginas

Capitulo 1 - Introducéao

Figura 1  Estrutura quimica da Pectina. 4

Figura 2 Estrutura quimica do PVA obtida através da hidroélise alcalina do 5
PVAc.

Figura 3  Estrutura quimica da L-Cisteina. 6

Figura4 Formacao de Cistina. Ligacdo entre duas moléculas de Cisteina ;
por ligacoes dissulfureto (S-S).

Figura5 Esquema de montagem de um sistema de electrospinning. 9

Figura 6 Mudanca na forma dos jatos emitidos pela ponta da agulha,
contendo um liquido, em presenca de um potencial elétrico 10
crescente.

Capitulo 2 - Materiais e Métodos

Figura 7 Sistema de electrospinning utilizado. 21

Figura 8 Elétrodo de spinning cilindrico de arames. 21

Figura 9 Painel de controlo do sistema de electrospinning utilizado. 22

Figura 10 Redmetro utilizado para medicao da viscosidade da solucao. 23

Figura 11 Condutivimetro utilizado para medicdao da condutividade da 24
solucao.

Figura 12 yicroscopio Eletrénico de Varrimento (SEM) utilizado para avaliar 25
a morfologia das nanofibras.

Capitulo 3 - Resultados e Discussao

Figura 13 Imagens SEM (a) 10% PVA; (b) Pectina/PVA 30:70; (c) Pectina/PVA 31
50:50; (d) Pectina/PVA 70:30.

Figura 14 Imagens SEM (a) Pectina/PVA 30:70; (b) Pectina/PVA 30:70 com 33

2% L-Cisteina.

viii



Lista de Tabelas

Paginas
Capitulo 2 - Materiais e Métodos
Tabela 1 Reagentes usados no decorrer do trabalho. 20
Tabela 2 Equipamentos usados no decorrer do trabalho. 20
Tabela 3 Parametros aplicados no processo de electrospinning. 25
Capitulo 3 - Resultados Ae Discussao
Tabela 4 Valores de viscosidade obtidos a partir das solucdes Pectina/PVA 28
preparadas.
Tabela 5 Valores de condutividade obtidos a partir das solucdes 29
Pectina/PVA preparadas.
Tabela 6 Valores de MIC obtidos para o Staphylococcus aureus e para a 32

Klebsiella pneumoniae.

ix



Lista de Acronimos

Acrénimo Desighacao

AATCC American Association of Textile Chemists and Colorists
BSA Albumina sérica bovina

CAP Aceto ftalato de celulose

CHCl; Cloroféormio

CS; Dissulfureto de carbono

DMF Dimetil formamida

DNA Acido desoxirribonucleico

EGF Fatores de crescimento

Lst Lizostatina

MIC Concentracao minima inibitoria
MM Massa molecular

NacCl Cloreto de sodio

nm Nanémetro (=10° m)

PCL Policaprolactona

PDLA Acido Poli-D,L latico

PEO Polidxido de etileno

PLGA Acido latico e glicdlico

PMMA Acrilico polimetil metacrilato

PU Poliuretano

PVA Poli (vinil alcool)

PVAc Poli (vinil acetato)

SEM Microscopia eletronica de varrimento
THF Tetrahidrofurano

VIH Virus da Imunodeficiéncia Humana
Y Velocidade de corte

Tensao de corte



Contextualizacao e Estrutura da
dissertacao

A nanotecnologia é uma area inovadora de investigacao que se destina a produzir
materiais de dimensoes reduzidas, conhecidos por nanomateriais, que podem ser Uteis numa
vasta area de aplicacdes. A biomedicina é uma das areas que suscita mais interesse na
atualidade, uma vez que os nanomateriais podem ser utilizados na engenharia de tecidos, na
entrega de farmacos e nos revestimentos para feridas. Esses materiais podem ser obtidos por
electrofiacao ou electrospinning.

A técnica de electrospinning é uma técnica simples e versatil que tem como objetivo
a formacdo de fibras, sob a acdo de um campo elétrico. As fibras produzidas por
electrospinning podem ser baseadas em polimeros naturais ou sintéticos. O electrospinning de
polimeros naturais é mais vantajoso relativamente ao electrospinning de polimeros sintéticos,
uma vez que o electrospinning de polimeros naturais diminui os custos associados a utilizacao
de produtos quimicos, tornando-se assim numa tecnologia ecologica. A pectina € um dos mais
abundantes polimeros naturais. Apresenta um baixo custo e é extraida das paredes celulares
das plantas. Para além disso, a pectina demonstra inUmeras vantagens, como
biodegradabilidade, solubilidade em agua, baixa toxicidade e propriedades bioadesivas, o que
faz com que esta seja um polissacarideo bastante promissor na biomedicina.

No entanto, a utilizacdo dos polimeros naturais no electrospinning é ainda uma
limitacdo, devido a sua baixa electrospinnability e resisténcia mecanica. Assim, a adicdo de
polimeros sintéticos torna-se uma alternativa viavel para melhorar o processo e as
propriedades da estrutura final dos materiais.

Um dos polimeros sintéticos mais utilizados no electrospinning é o poli (vinil alcool)
(PVA) devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade.

As fibras de Pectina/PVA, para que possam ser aplicadas na biomedicina, tém de
apresentar caracteristicas Unicas como, elevada porosidade, elevada razao area/volume,
diametro adequado, biocompatibilidade, biodegradabilidade e boa resisténcia mecanica. Para
além disso, também tém de cumprir determinados requisitos, sendo o mais imprescindivel o
efeito antimicrobiano, combatendo microrganismos, como bactérias e fungos patogénicos,
que sdo responsaveis por varios problemas de salde.

O trabalho de investigacdo realizado no ambito desta dissertacdo de Mestrado em
Biotecnologia tem, portanto, como objectivo produzir nanofibras de Pectina/PVA através de
electrospinning. As nanofibras de Pectina/PVA foram, posteriormente, funcionalizadas com L-

Cisteina, de maneira a conferir-lhes bioatividade.



Capitulo 1

Introducao

1.1 Nanomateriais e nanotecnologia

Uma das definicbes mais usadas para nanotecnologia foi adotada pelo National
Nanotechnology Initiative (NNI), uma iniciativa desenvolvida pelos Estados Unidos para
coordenar as investigacdes realizadas na area das nanociéncias, engenharias e tecnologias [1].
Esta iniciativa foca-se na nanotecnologia, que € uma area de investigacdo que tem como base
os seguintes desafios [1]:

1. Pesquisa e desenvolvimento da tecnologia a niveis atomicos, moleculares, ou

macromoleculares, a escala de, aproximadamente, 1-100 nm;

2. Criacao e uso de estruturas, maquinas, e sistemas que possuem novas propriedades e

desempenham novas fun¢des devido ao seu tamanho;

3. Capacidade de controlo ou producao a escala atomica.

Os produtos da nanotecnologia sao os nanomateriais. Os nanomateriais sdo constituidos
por componentes provenientes da Natureza (poeiras dos fogos florestais, particulas
biologicas) e por particulas antropogénicas nao intencionais (motores a diesel, centrais
elétricas) com uma dimensao inferior a 100 nm [1]. Esses nanomateriais podem ser produzidos
no laboratorio ou na industria por duas maneiras diferentes: “top-down” ou “bottom-up” [1].
O procedimento “top-down” envolve a obtencao de nanomateriais na conformacao desejada,
enquanto o procedimento “bottom-up” associa as particulas mais pequenas para obter
nanomateriais através de varios processos, entre os quais a sintese quimica. Muitas aplicacoes
“top-down”, tais como os processos litograficos para fabricar chips informaticos, tém sido
investigadas durante muitos anos, enquanto outros procedimentos “bottom-up”, tais como
producao de fibras de Pectina/PVA para aplicacoes biomédicas, sao relativamente novos.

Os nanomateriais, devido ao seu tamanho reduzido, apresentam algumas vantagens,
nomeadamente, melhores propriedades magnéticas, melhor atividade elétrica e 6tica, e uma
integridade estrutural elevada.

Estas propriedades permitem que os nanomateriais sejam capazes de melhorar o
desempenho de uma grande variedade de produtos e servicos, incluindo equipamento
desportivo, téxteis, geracao e distribuicio de energia, farmacos, dispositivos médicos e

processamento de alimentos [1].



1.2 Polimeros

1.2.1 Polimeros naturais

Os polimeros naturais ou biopolimeros sao derivados dos materiais encontrados na
natureza tais como: exosqueletos de crustaceos, cogumelos, ou madeira, entre outros.
Enquanto algumas aplicacbes se centram no uso de polimeros naturais por causa da sua
sustentabilidade, eficiéncia ecologica, ecologia industrial, e natureza renovavel, o uso
racional de polimeros naturais esta predominantemente baseado nas suas propriedades
inerentes. Os polimeros naturais para além de derivarem de fontes renovaveis exibem
intrinsecamente atividade antimicrobiana, biodegradabilidade e biocompatibilidade [2]. Essas
propriedades fazem com que sejam ideais para uma grande variedade de indUstrias tais como
oftalmologia, medicina, agricultura, téxteis, revestimentos de papel, e automoveis [2]. As
fibras de polimeros naturais produzidas por electrospinning podem oferecer aplicacoes
especificas incluindo filtracao do ar, vestuario protetivo, substitutos para pesticidas agricolas,
e nanocompositos [2,3].

E importante notar que trabalhar com polimeros naturais pode ser um desafio. Por
exemplo, a quitina pode ser extraida do exosqueleto de crustaceos, das cuticulas de insetos
ou da biomassa de fungos [2]. Baseados na sua fonte, variam em massa molecular, grau de
desacetilacao, pureza, distribuicao de grupos carregados e cristalinidade [2]. Esta variacao
torna-se verdadeira para todos os polimeros. Apesar dos desafios supracitados, os beneficios
intrinsecos nao podem ser ignorados; é por esta razao que as microfibras contendo polimeros
naturais tais como quitosano [2,4], alginato [2,5], celulose/quitina [2,6],
alginato/carboximetil/quitosano [2,7], colagénio/PLGA [2,8], tém sido previamente
fabricados utilizando as técnicas tradicionais de processamento de fibras. A producao de
fibras de polimeros naturais é uma area que esta atualmente a ser investigada. Essas fibras
sdo de interesse adicional para varias areas de investigacao no futuro, uma vez que, hoje em

dia, consegue-se trabalhar com particulas reduzidas devido ao avanco das novas tecnologias.

1.2.1.1- Polissacarideos

Ao longo das Ultimas trés décadas o uso de materiais poliméricos tornou-se muito
usual para aplicacoes biomédicas [3,9]. Os polissacarideos pertencem a classe dos polimeros
naturais e sdo constituidos por monémeros de hidratos de carbono unidos por ligacoes
glicosideas. Os estudos descritos na literatura tém-se focado na atividade bioldgica especifica
dos polissacarideos, que tém um elevado interesse de pesquisa na atualidade. No corpo
humano realizam funcdes biologicas Unicas de sinalizacao celular para reconhecimento da
imunidade [9, 10].



Os polissacarideos sao provenientes de varias fontes naturais, tais como as algas
(alginato), plantas (pectinas e goma de guar), animais (quitosano, condrotoina), e
microrganismos (dextrano, goma de xantano) [9].

Do ponto de vista dos polissacarideos ionicos, podem ser divididos em polielectrolitos
e nao-polielectolitos. Os polissacarideos polielectrélitos também podem ser divididos em
polissacarideos carregados positivamente (quitosano) e em carregados negativamente
(alginato, heparina, acido hialurénico, pectina) [9].

Os polissacarideos diferem das proteinas e acidos nucleicos pela formacdo de
estruturas ramificadas [9].

Os polissacarideos sao capazes de formar complexos no intervalo da nanoescala. Essas
novas estruturas dos polissacarideos estdo a ser usadas para a entrega controlada de
farmacos, proteinas e terapia génica; engenharia de células e tecidos; e novas plataformas
para o estudo da bioguimica [9, 11]. Os polissacarideos sdao extremamente Uteis na
alimentacdo, cosmética, biomedicina e indUstria farmacéutica [9, 12], devido as suas

propriedades fisicas e bioquimicas.

1.2.1.1.1- Pectina

A pectina é um polissacarideo derivado de muitas fontes naturais e é o principal
componente da parede celular das plantas. A pectina € um dos maiores constituintes da
parede celular e apresenta uma grande capacidade de formacao de géis [13]. Quimicamente,
a pectina é constituida por acidos 1, 4-a galacturénicos, com varios graus de metilacao dos

residuos de acido carboxilico, figura 1 [13].

Figura 1 - Estrutura quimica da Pectina (adaptado de [13]).



A pectina com baixo grau de metilacao forma géis na presenca de ides multivalentes,
enquanto a pectina com alto grau de metilacdo forma géis em meio acido com a adicao de
acucares diferentes, como sacarose ou glicose [13]. Estruturalmente, a pectina pode ser
dividida em regides lineares e regides ramificadas. O grau de esterificacao dos residuos de
acido galacturdnico afeta a solubilidade da pectina e as suas propriedades de formacao de
géis e de filmes. O grau de esterificacdo varia de acordo com a fonte de origem da planta, o
tempo e o espaco em que esta é recolhida e com as condicées do processo de esterificacao
[13, 14].

A pectina tem sido usada na indUstria alimentar como um agente de formacdo de
compotas e geleias, sumos de fruta, produtos de confeitaria e formacao de iogurtes [13]. A
pectina € um constituinte da fruta e dos vegetais que é crucial para a salde, pois pode
reduzir os niveis de colesterol e de glicose no soro [13]. Também se tem provado que o
consumo regular de pectina melhora o ambiente fecal, protege o esmalte dentario, modera a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e imunoglobulinas para regular a resposta
inflamatdria no colén e inibe a expressao de galectina, importante para a proliferacdao de
células malignas [15].

A pectina apresenta ainda certas propriedades, como baixo custo,
biodegradabilidade, elevada solubilidade em agua, baixa toxicidade e propriedades
bioadesivas, fazendo assim com que esta seja muito utilizada em varias aplicacdes biomédicas
[16]. Nas aplicacdes biomédicas, a pectina € usada para entrega controlada de farmacos para
efeitos digestivos, transportadores celulares, remocao de metais pesados e na criacao de

scaffolds ndo-citotoxicos [15].

1.2.2- Polimeros sintéticos
1.2.2.1- PVA

O poli (vinil alcool) (PVA) é um polimero sintético [17], altamente sollUvel em agua e
com boa estabilidade quimica e térmica [18]. Este polimero é frequentemente produzido por
transterificacdo, em que o PVAc é hidrolisado por tratamento de uma solucdo alcoodlica de

PVAc com uma solucao alcalina [17], como mostrado na figura 2.

—~CH,— CH—~ + NaOH —— —CH,—CH—HCH,—CH—}-
| l

(il) OH 0

! I
i~ s
- C]l-l,

Figura 2- Estrutura quimica do PVA obtida através da hidrélise alcalina do PVAc (adaptado de [19]).



As propriedades basicas do PVA dependem do grau de polimerizacdo e do grau de
hidrolise [20]. O grau de hidroélise tem um efeito significativo na solubilidade do PVA em agua.
O PVA com maior grau de hidrolise tem os grupos hidroxilo mais expostos, o que faz com que
aumente as ligacoes de hidrogénio entre estes, levando assim a uma diminuicao da
solubilidade do PVA em agua. O grau de cristalizacao do PVA depende, portanto, do grau de
hidrélise, podendo induzir assim uma diminuicdo da solubilidade [21]. As solucdes aquosas de
PVA com um elevado grau de hidrélise apresentam também uma maior viscosidade, o que
pode levar a formacao de géis [17].

Para além disso, o PVA ainda apresenta outras propriedades, nomeadamente elevada
biocompatibilidade, elevada biodegradabilidade e baixa toxicidade [18]. Isto faz com que seja
utilizado em diversas aplicacdes biomédicas, como lentes de contacto, engenharia de tecidos

e sistemas de entrega de farmacos [22].

1.3- Agentes antimicrobianos
Diferentes compostos para proporcionar atividade antimicrobiana aos materiais tém
vindo a ser estudados. Compostos sintéticos organicos, compostos de aménia quaternaria,

poli-guaninas, N-halaminas, metais como a prata e polimeros naturais como o quitosano,

foram alguns dos agentes que apresentaram efeito antimicrobiano [23].

1.3.1- Cisteina

A L-Cisteina é um aminoacido que estd presente em muitos alimentos. Este

aminoacido possui um grupo enxofre na sua cadeia lateral, figura 3 [24].
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Figura 3- Estrutura quimica da L-Cisteina (adaptado de [25]).



As moléculas de cisteina podem ligar-se umas as outras formando um aminoacido
dimérico chamado cistina. A cistina forma-se, portanto, através da ligacao de duas L-Cisteinas

pelos grupos de enxofre, ou seja, através de uma ligacao dissulfureto (S-S), figura 4 [24].
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Figura 4- Formacao de Cistina. Ligacdo entre moléculas de Cisteina por ligagdes dissulfureto (S-S)
(adaptado de [26]).

Até a data, tém sido realizados varios estudos relativos a atividade antimicrobiana da
L-Cisteina. Por exemplo, Kari et al. (1971) [24] verificou que a cisteina tem atividade
antibacteriana contra Escherichia coli. Deste modo, sendo a L-cisteina um composto
extremamente reativo é de prever que esta possa afetar varias reacoes enzimaticas in vitro e
uma série de fungdes metabolicas desta bactéria, bem como de outros microrganismos [27].
Assim, L-cisteina inibe, portanto, a sintese de RNA e proteinas, e consequentemente o inibe o

crescimento dos microrganismos [27].

Gomez et al. (1980) [28] abordaram o estudo sobre o efeito toxico da cisteina sobre a
Salmonella typhimurium cujos resultados indicam que o mecanismo de toxicidade pode
dever-se a inducdo de cisdes na cadeia de DNA na mesma. Recentemente, existem muitos
estudos que mostram que o mecanismo de acao da cisteina tem alcancado resultados
bastante interessantes. Esses resultados foram baseados na capacidade da L-cisteina exercer
um efeito antimicrobiano em bactérias gram-positivas e gram-negativas, através de um

mecanismo de distUrbio mecanico e de despolimerizacao das membranas celulares.

O efeito antimicrobiano dos grupos tiol foi anteriormente mencionado por Morris et
al. (1984) [29] num estudo que estabelece convictamente a sua reacao com os grupos sulfidril
localizados na membrana celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas. A interacao
entre o grupo tiol (SH) da cisteina com os grupos tiois da membrana celular causa alteracoes
drasticas no metabolismo celular, provocando assim a reducdo do crescimento bacteriano.
Por este motivo, os microrganismos dificilmente conseguirdo desenvolver-lhe resisténcias.

Neste caso, o crescimento microbiano so seria possivel através de modificacdes na
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organizacao e composicao da parede celular, um processo que se torna muito dispendioso em
termos energéticos. Para além disso, o fato da pectina ser um polimero natural também faz

com que possua certa resisténcia a presenca de microrganismos [30].

A resisténcia antimicrobiana da L-cisteina foi confirmada através de um estudo que
envolve a utilizacdo deste aminoacido na funcionalizacdo da la [30]. Os resultados obtidos
neste estudo foram bastante promissores, uma vez que a la funcionalizada com L-cisteina
obteve um efeito antimicrobiano duravel e sem danos citotoxicos para as células humanas
[24].

1.4- Electrospinning ou eletrofiacao

Electrospinning ou eletrofiacao é uma técnica simples e versatil que utiliza forcas
eletrostaticas para produzir fibras de varios tamanhos que variam dos micrometros até aos
nanometros. A técnica pode ser aplicada para produzir fibras de uma grande variedade de
polimeros naturais, biodegradaveis, ndo - degradaveis, ou combinacoes destes [31].

Varios métodos de producao de fibras estdao atualmente disponiveis tais como
separacdo de fases, secagem, sintese de “modelos” e auto-montagem [2]. Embora essas
tecnologias tenham alcancado bons resultados em diversas aplicacoes, o electrospinning tem-
se tornado uma area de investigacdo muito procurada, o que vem incutir a facilidade de
fabricar nanofibras através de uma grande selecao de materiais [32].

As fibras produzidas por electrospinning tém, por isso, algumas caracteristicas que
fazem com que estas tenham uma elevada aplicabilidade. Essas caracteristicas sao, portanto,
elevada superficie por unidade de volume, elevada porosidade, rede de poros interconectada,
diametro de menores dimensoes, entre outras [31]. Estas caracteristicas fazem com que as
nanofibras produzidas por electrospinning sejam aplicadas em diversas areas. Na eletrénica,
as nanofibras formadas tém sido usadas como material para o anodo das baterias de litio, em
maquinas eletrénicas micro e nano, e como nanomateriais Oticos e elétricos [31]. As
nanofibras tém uma aplicacdo como substrato catalitico devido a sua elevada area de
superficie por unidade de massa [31]. Essas fibras também tém sido usadas para filtracao do
ar e tém sido fabricadas com sucesso em varias indUstrias de filtracdo, como por exemplo,
filtros com uma elevada eficiéncia de filtracao e baixa resisténcia ao ar [31].

Os materiais nanofibrosos tém sido também investigados para absorcdo de agua e
adsorcdo de poluentes tais como tolueno e benzeno [31]. Por acréscimo, as membranas de
nananofibras produzidas por electrospinning tém sido empregues no fabrico de sensores para
a detecao de gases, substancias quimicas tais como ureia e farmacos tais como agentes anti-
cancerigenos [31]. Na area da biomedicina, estas nanofibras tém recebido aceitacado nas areas
de entrega de farmacos, entrega de genes, prevencao de adesdes pos-operativas, téxteis para

feridas e engenharia de tecidos [31].



1.4.1- Caracterizacao da técnica

O aparelho mais basico de electrospinning consiste em trés componentes: uma fonte
de alta voltagem ou tensao, um elétrodo altamente condutor e um coletor separado a uma
distancia definida. No laboratério, o modelo mais comum ¢é a seringa que armazena a solucdo

polimérica com uma agulha como elétrodo condutor, figura 5 [32].
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Figura 5 - Esquema de montagem de um sistema de electrospinning (adaptado de [33]).

O electrospinning pode ser encarado como um caso especial de electrospraying. Tal
como acontece no electrospraying, uma seringa é carregada com uma solucdo onde é
colocada uma agulha na sua extremidade. Esta combinacdo seringa-agulha é aplicada numa
bomba para que um fluxo continuo se produza da solucdo para a ponta da agulha. Por sua
vez, o capilar é ligado a uma fonte de alta tensao para elevar o potencial eletrostatico do
fluido. Antes do processo comecar, o campo elétrico aplicado entre a gota e o coletor é nulo.
0 aumento do potencial eletrostatico aumenta a carga superficial do liquido. Logo, para o
electrospinning ocorrer tem de ser aplicada uma alta voltagem a solucao de polimero [34].

Normalmente, a saida da gota da ponta da agulha é ditada pela tensao superficial da
solucdo. No entanto, quando o fluido é carregado, verifica-se uma acumulacdo de gotas na
ponta da agulha, o que leva a formacao de uma estrutura cénica, conhecida como “Cone de
Taylor” [35]. A formacao do Cone de Taylor é causada pelo equilibrio existente entre as
cargas elétricas induzidas na solucao e a tensao superficial da mesma. Uma maior tensao
superficial leva a um alongamento do cone. No limite maximo de tensao aplicada, um jato é
projetado da ponta da agulha [36]. A figura 6 traduz o tipo de jato formado com o aumento

do potencial.



Modo de Modo
Gotejamento Microgotejamento

Modo Jato

Modo Cone Modo Multijato Ramificado

Potencial Elétrico

Figura 6 - Mudanca na forma dos jatos emitidos pela ponta da agulha, contendo um liquido, em
presenca de um potencial elétrico crescente (adaptado de [34]).

No modo de gotejamento ndo existe campo elétrico e o liquido flui gota a gota [34]. A
medida que a voltagem aplicada aumenta, vai-se iniciando o chamado microgotejamento.
Neste, ha um aumento na velocidade de gotejamento e uma diminuicdo do tamanho da gota.
Este comportamento tem dois motivos: o liquido é atraido para o coletor devido a acao da
voltagem aplicada e a tensdo superficial é reduzida devido a acumulacdo de cargas na
superficie da gota pendente [34]. Para voltagens mais elevadas inicia-se o0 modo cone, onde a
gota é deformada pelo campo elétrico e assume a forma de Cone de Taylor. Este modo é o
idealmente requerido para um bom processo de electrospinning [34]. Para voltagens muito
elevadas, o modo cone torna-se instavel e iniUmeros jatos emergem a superficie do liquido: é
o inicio do modo multijato. O nimero de jatos aumenta com o aumento da voltagem,
podendo ocorrer ramificacoes devido a elevada quantidade de cargas elétricas no fluido [34].
O modo jato ramificado ocorre a voltagens bastante elevadas. O jato nao possui uma
espessura uniforme e um ou mais jatos emergem da superficie do fluido, sendo emitidos em
varias direcoes [34]. Posteriormente, esses jatos resultantes do aumento da voltagem vao
solidificar e consequentemente vao formar nanofibras, cujo seu diametro e a morfologia
podem ser ajustados aos seguintes parametros do processo [31, 37, 38, 39, 40]:

1. Propriedades intrinsecas da solucao, tais como propriedades do solvente, viscosidade
da solucao, condutividade elétrica e tensao superficial;

2. Condicdes operacionais, tais como a voltagem aplicada, a distancia entre o elétrodo
de spinning e o coletor, a velocidade de alimentacao da solucao polimérica;

3. Parametros ambientais tais como a temperatura da solucao e humidade.
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1.4.2 Parametros que influenciam o electrospinning
1.4.2.1- Propriedades intrinsecas da solucao

1.4.2.1.1- Viscosidade da solucao

A viscosidade é um dos principais parametros que afeta o processo de electrospinning.
Para baixas concentracoes de polimero, a tensdo superficial aumenta e o jato divide-se em
gotas [31]. Para concentracOes superiores, a viscosidade aumenta, o que leva a uma maior
agregacao das moléculas de polimero e consequentemente ocorre a formacao de nanofibras
de diametro adequado. A concentracdao do polimero tem assim um grande efeito na
viscosidade da solucao, ou seja, para concentracdes elevadas de polimero vao-se formar
nanofibras de maior diametro. No entanto, para concentracdes que ultrapassam um certo
limite, a viscosidade da solucao torna-se extremamente elevada, destruindo o fluxo da
solucdo polimérica através da ponta da agulha [31].

Doshi et al. (1995) [41] investigaram o efeito da viscosidade no electrospinning de
solucdes aquosas de polioxido de etileno (PEO). Neste estudo observou-se que as nanofibras
foram formadas em solucdes com viscosidades entre 800 e 4000 cp. Abaixo dos 800 cp, o jato
subdividiu-se em gotas e acima dos 4000 cp a formacao da nanofibra tornou-se dificil, uma
vez que a solucdo ndo expeliu da ponta da agulha. Concluindo-se que as nanofibras sé se
formaram num limite de valores de viscosidade.

O efeito da variacao da viscosidade em solucdes de PEO, assim como, a morfologia
das nanofibras também foi investigado por Fong et al. (1999) [42]. Neste estudo verificou-se
que com o aumento da viscosidade a morfologia das nanofibras alterou-se. Para baixas
concentracbes poliméricas, a existéncia de uma elevada tensao superficial do fluido fez com
que o jato se transformasse em gotas. As forcas viscoelasticas competiram assim com a
tensdao de superficie do jato e um aumento da viscosidade favoreceu a formacado de

nanofibras de diametro mais reduzido.

1.4.2.1.2- Condutividade elétrica

A condutividade elétrica da solucdo, embora desempenhe um papel menos
importante, pode influenciar o tamanho das nanofibras. As solucées com maior condutividade
exibem maior capacidade de induzir a corrente elétrica pois nas solucdes altamente
condutoras, o jato de fibras esta sujeito a uma maior tensdao superficial. Num estudo
conduzido por Hayati et al. (1987) [43] verificou-se que solucdes altamente condutoras foram
extremamente instaveis na presenca de fortes campos elétricos, o que levou a producao de
nanofibras deformadas.

No entanto, liquidos semi-condutores, como 6leo de parafina, produziram fibras

relativamente estaveis. Zhang et al. (2005) [22] estudou o efeito da adicao de ides a uma
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solucdo aquosa de PVA. Neste estudo, quando a concentracao de NaCl adicionado a solucao
aumentou, o diametro da nanofibra diminuiu. Os autores atribuiram essa diminuicdo ao
aumento da condutividade induzido pelo NaCl.

Jiang et al. (2004) [44] investigaram a incorporacdo da albumina sérica bovina (BSA)
em fibras de dextrano para entrega de farmacos ou engenharia de tecidos. Eles verificaram
que a adicao da BSA levou a diminuicao do diametro da fibra. No entanto, a viscosidade do
dextrano nao foi alterada com o aumento da concentracao da BSA, podendo-se assim concluir
que a diminuicao do diametro da fibra aconteceu devido ao aumento da condutividade da

solucao.

1.4.2.1.3- Tensao superficial

O processo de electrospinning so6 ocorre se a solucao ultrapassar um determinado
valor de tensao superficial. A tensao superficial tem como funcao diminuir a massa superficial
por unidade de fluido, levando assim a agregacao das moléculas de solvente e ao aumento do
volume da gota [37].

Uma alta tensao superficial significa que a interacao entre as moléculas de solvente e
de polimero é mais significativa, ou seja, quando a solucao esta sob a acdo de um campo
elétrico, os solventes tendem a difundir-se a volta das moléculas de polimero [37]. Este
fenomeno pode ser controlado pela escolha de um solvente apropriado com uma tensao

superficial mais baixa.

1.4.2.2- Condicdes operacionais

1.4.2.2.1- Voltagem aplicada

Taylor (1969) [38] estudou o efeito da voltagem aplicada no electrospinning, e chegou
a conclusdo que a voltagem pode levar a instabilidade da gota e a diminuicdo do volume do
cone. Isto significa que voltagens superiores a um determinado valor critico podem levar a
ejecao do jato de polimero do vértice do cone. Esse valor critico de voltagem aplicada varia
com o tipo de solucao, existindo assim um valor 6timo de voltagem, para o qual a formacao
das nanofibras é desejavel. Assim, uma voltagem superior ou inferior a esse valor critico
resultara na producédo de nanofibras deformadas ou até na inibicao do jato. No geral, quando
a voltagem aumenta para além de certo valor critico, o diametro da nanofibra inicialmente
diminui e depois aumenta até atingir um certo ponto [38]. A diminuicao inicial do diametro da
nanofibra é atribuida a um elevado grau de formacdo do jato, como consequéncia de um

aumento na voltagem.
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Por sua vez Zong et al. (2002) [45] investigou o efeito da voltagem aplicada na
morfologia das nanofibras de acido poli-D,L latico (PDLA). Para uma voltagem de 20 kV, foram
produzidas nanofibras deformadas. Quando a voltagem aumentou para 25 kV, o volume da
gota diminuiu e a producao de fibras deformadas tornou-se mais evidente. Quando a voltagem
aumentou para 30 kV, a gota desapareceu completamente e o jato emergiu da ponta da
agulha. As nanofibras obtidas com essa voltagem tiveram didametros maiores tornando-se

assim mais esféricas.

1.4.2.2.2- Distancia entre a gota e o coletor

A distancia entre a gota e o coletor influencia o tamanho e morfologia das nanofibras
formadas. No entanto, o seu efeito € menos relevante comparativamente com as outras
variaveis do processo. Uma distancia otima entre a gota e o coletor é desejavel para a
formacdo das nanofibras. Se a distancia escolhida nao estiver no intervalo das distancias
o6timas podemos verificar a formacao de nanofibras deformadas [31].

Geralmente, com um aumento na distancia entre a capilaridade e o coletor, o
diametro das fibras diminui [31]. Para distancias mais curtas, o solvente ndo tem tempo
suficiente de se evaporar, o que faz com que as nanofibras se tornem mais redondas devido a
secagem inadequada [31].

Relativamente ao spinning de PVA [39], gelano [46] e quitosano [47] nao se verificou
nenhum efeito significativo da distancia entre a gota e o coletor sobre o tamanho e a
morfologia da fibra.

0 spinning da fibroina da seda produziu fibras mais redondas quando a distancia foi

maior e fibras mais planas quando a distancia foi menor [48].

1.4.2.2.3- Velocidade de fluxo da solucéao

A velocidade de alimentacdo da solucdo polimérica através da agulha influencia o
diametro, a porosidade e a geometria das nanofibras [31].

Como observado por Deitzel et al. (2001) [49] e por Zong et al. (2002) [45] o volume
da gota polimérica no Cone de Taylor diminuiu com o aumento da voltagem, o que fez com
que o jato nao fosse ejetado sob a forma de Cone de Taylor [50].

Portanto, de modo a manter o tamanho do Cone de Taylor e evitar as deformacoes,
uma velocidade de alimentacdao minima do polimero tem de ser estabelecida [31]. Melgelski
et al. (2002) [51] verificaram que o aumento do diametro e do tamanho do poro das
nanofibras de poliestireno, esteve associado ao aumento da velocidade de fluxo da solucao.
Como a velocidade de fluxo aumentou, o volume de polimero utilizado foi maior. Quando a

velocidade de fluxo foi ainda mais elevada, as nanofibras foram incapazes de secar
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completamente antes de alcancar o coletor, o que levou assim a formacdo de nanofibras
irregulares.

Noutro estudo realizado por Zong et al. (2002) [45], foi também demonstrado que
houve deformacao quando se usou velocidades de alimentacao mais elevadas, tendo-se obtido
nanofibras de maior diametro. Isto foi atribuido ao aumento do volume da gota na
extremidade da agulha, que fez com que a solucao tivesse uma trajetoria mais rapida e

resultasse na secagem incompleta e na formacao de deformacoes.

1.4.2.3- Parametros ambientais

1.4.2.3.1- Temperatura

Em estudos anteriores, verificou-se que para temperaturas mais baixas, obteve-se
nanofibras deformadas, e para temperaturas mais elevadas obteve-se fibras mais planas [39].

A formacao das deformacodes foi inibida a temperaturas mais baixas por variacao de
outros parametros do processo de electrospinning [39].

Num estudo com nanofibras de PVA [39] verificou-se que as suas espessuras variaram
entre 0 e 560nm. Sabe-se que, com o aumento da temperatura, a viscosidade diminui e,
portanto, a voltagem critica requerida para o electrospinning diminui quando se usa uma

temperatura mais elevada.

1.4.2.3.2- Humidade

A humidade do meio que rodeia o electrospinning tem influéncia na solucao
polimérica. Quando a humidade é elevada, é provavel que a agua condense a superficie da
fibra. Como resultado, esta pode ter influéncia na morfologia da fibra, especialmente quando
polimeros dissolvidos em solventes volateis como cloroféormio, diclorometano, CS;, acetona,
CHCl;, THF, agua, tolueno e DMF sao utilizados [51, 52].

A humidade também determinara a velocidade de evaporacao do solvente na solucao.
Quando a humidade é muito baixa, um solvente volatil pode evaporar muito rapidamente,
pois a evaporacao do solvente pode ser mais rapida do que a remocao do solvente da ponta
da agulha. Como resultado, o processo de electrospinning pode so ser realizado durante

alguns minutos antes da ponta da agulha ser obstruida [40].
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1.4.3- Aplicacdes biomédicas das fibras produzidas por

electrospinning

1.4.3.1- Engenharia de tecidos

Uma das areas que envolve nanofibras produzidas por electrospinning é a medicina
regenerativa. Um dos objetivos da engenharia de tecidos é usar scaffolds como analogos da
matriz extracelular ou substratos de suporte para as células que tenham sido revestidas nesta
matriz [32]. O scaffold produzido serve assim para facilitar a ancoragem, migracao, e
proliferacdo das células para reproduzir a estrutura tridimensional do tecido a ser
regenerado. Os scaffolds obtidos por electrospinning sao atrativos para engenharia de tecidos
porque tém propriedades biomiméticas, caracterizadas por diametros da fibra no intervalo de
submicro, elevada razado area/volume, alta porosidade, distribuicao variavel do diametro do
poro, e também por uma grande capacidade de serem manipulados numa variedade de
tamanhos e formas, ou seja, as propriedades fisico-quimicas do scaffold podem ser ajustadas
a sua funcao no organismo [32]. Assim, com o objetivo de estudar as interacées entre as
células e a matriz extracelular muitos estudos tém sido realizados. Esses estudos provaram
que os diametros das fibras produzidas por electrospinning estao em conformidade estrutural
com a matriz extracelular e sdao da ordem de 80-500 nm [32]. Foi também descrito que a
diminuicdo do diametro da nanofibra pode levar a um aumento da biocompatibilidade do
material. Num estudo realizado por Boland et al. (2004) [53] verificou-se que uma elevada
razao area/volume e um menor diametro podem ajudar a aumentar a biocompatibilidade,
observando-se, assim, uma maior capacidade das células aderirem as fibras.

Outro parametro muito importante para o crescimento celular é o grau de porosidade
e a dimensao média do poro dos scaffolds de nanofibras. Dependendo do tipo de célula, os
diametros 6timos do poro sao 20-100 pm [54]. Alem disso também ¢é possivel verificar que as
células sao faceis de migrar quando o diametro do poro ronda os 100 pm [55].

Varios polimeros naturais e sintéticos tém sido usados para produzir tecidos.
Recentemente, a fibroina da seda tem ganho imensa popularidade na area da engenharia de
tecidos. A fibroina exibe boa biocompatibilidade, boa cristalinidade, boa elasticidade, boa
resisténcia a tracao, dureza e resisténcia a rutura na compressao. Esta proteina foi
originalmente produzida para engenharia de tecidos de ligamentos mas tem sido também
usada para engenharia de tecidos vasculares, 6sseos, e dérmicos [32]. Outro exemplo de
aplicacao na engenharia de tecidos pode ser dado pela producao de scaffolds a partir de
misturas poliméricas de pectina/quitosano/PVA [56]. Esta mistura polimérica permitiu
produzir um scaffold rugoso para crescimento de fibroblastos durante a cura da ferida, com
um tamanho da fibra semelhante as fibras de colagénio da matriz extracelular, esse tipo de
scaffold foi capaz de promover a rapida regeneracao do tecido. Assim, com um crescimento
celular mais lento, o scaffold de pectina/quitosano/PVA ofereceu uma resisténcia mecanica

semelhante a da pele natural.
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1.4.3.2- Entrega de farmacos

O objetivo do desenvolvimento de um sistema de entrega de farmacos é permitir a
libertacao do farmaco a uma velocidade controlada num periodo de tempo desejado [57].

As nanofibras produzidas por electrospinning apresentam caracteristicas especiais
para poderem ser aplicadas na entrega de farmacos. Estas caracteristicas sao: area superficial
elevada (que esta relacionada com uma maior velocidade de dissolucao), facilidade de
incorporacao do farmaco e rapida cristalizacao [57, 58]. Para além disso, varias biomoléculas
tém sido incorporadas com sucesso nas nanofibras para libertacao do farmaco, tais como DNA,
proteinas e enzimas [57].

Em termos do processo, ha dois métodos diferentes de incorporar biomoléculas em
fibras: electrospinning de fusao e electrospinning co-axial. No electrospinning de fusao, as
moléculas de farmaco estao fundidas ou misturadas com o polimero e o electrospinning desta
mistura forma fibras encapsuladas com o farmaco. Isso ja nao se verifica para o
electrospinning co-axial, uma vez que o electrospinning do polimero e do farmaco produz
nanofibras sob a forma de “nlcleos”. O electrospinning co-axial é o mais favoravel no fabrico
de scaffolds nanofibrosos para entrega de farmacos. A libertacdo de fatores de crescimento é
mais controlada para nanofibras em forma de “nlcleos” do que para nanofibras produzidas
através do electrospinning de fusao [57].

Muitos sistemas de entrega de farmacos sao desenvolvidos especificamente para
varias aplicacdes, tais entrega por via oral, entrega direcionada ao colén, quimioterapia e até
prevencao da transmissao do HIV. Park et al. (2012) [59] criaram um sistema linear de
entrega de farmacos de nifedina usando um método de producéo simples para entrega por via
oral. Por exemplo, as fibras de aceto ftalato de celulose (CAP) produzidas por electrospinning
foram incorporadas com farmacos antivirais para prevenir a transmissao do HIV do homem
para a mulher. Os resultados deste processo mostraram que a prevencao do HIV é mais eficaz
no esperma do que no fluido vaginal, uma vez que as fibras de CAP foram mais sollveis no
esperma, que tem um pH entre 7,4 e 8,4, do que na vagina que tem um pH abaixo de 4,5
[59].

As fibras de CAP sdo atdxicas para células epiteliais, e por este motivo nao conseguem
impedir a proliferacao da microflora vaginal. Para além disso, as fibras de CAP sem farmacos
anti-HIV também inibiram a infecdao das células CD4+ e TZMbl in vitro. No entanto, sao
necessarios mais estudos in vitro para explorar o potencial das fibras de CAP na prevencao da
transmissao do HIV [59].

Embora as fibras produzidas por electrospinning sirvam como excelentes
transportadores de farmacos, ainda ha algumas questées que precisam de ser resolvidas. O
perfil de libertacdo do farmaco das fibras tem sido um dos principais problemas encontrados
pelos investigadores, principalmente para concentracdes elevadas devido a agregacdo das

moléculas do farmaco perto da superficie das fibras [57, 60]. Isto acontece sempre quando os
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farmacos sao diretamente encapsulados ou misturados com a solucdo de polimero para
electrospinning.

Outro desafio enfrentado pelos investigadores na area de entrega de farmacos é
confirmar se a bioatividade ou a eficiéncia funcional do farmaco nao é afetada por condicoes
adversas durante o processo de producao ou pelos proprios sistemas de entrega. A
ultrasonificacao realizada na preparacao da solucdo polimérica e a alta voltagem aplicada
durante o electrospinning podem alterar a estrutura do farmaco [61]; O DNA incorporado em
particulas de quitosano apresenta uma eficiéncia de transfeccdo relativamente elevada em

relacdo a entrega sem transportador [62].

1.4.3.3- Revestimentos para feridas

Os revestimentos para feridas tém como objetivo acelerar o processo de reparacao da
ferida [58, 64]. As nanofibras produzidas por electrospinning sao excelentes candidatas a
téxteis biomédicos, pois apresentam caracteristicas Unicas, tais como elevada razédo
area/volume, elevada porosidade e elevada capacidade de incorporacdo do agente
antimicrobiano [57, 63]. Estas caracteristicas das nanofibras fazem com que desempenhem
determinadas funcoes no processo de cura de feridas, tais como absorcao do sangue,
prevencao da secagem da ferida, prevencao da ferida contra a infecao bacteriana e
permeacao a gases [57, 63].

Um dos estudos realizados com téxteis biomédicos envolveu a imobilizacdo da enzima
litica lizostatina (Lst) em nanofibras baseadas em celulose [64]. As nanofibras de celulose,
celulose/quitosano e celulose/acrilico polimetil metacrilato (PMMA) foram funcionalizadas
com Lst através de oxidacao, cross-linking e hidrolise, respetivamente. As nanofibras oxidadas
e hidrolisadas mostraram neutralizacao completa da atividade de Staphylococcus aureus em
ensaios antimicrobianos. Um teste in vitro em que foram utilizados queratinocitos mostrou
que as fibras de celulose oxidadas inibiram completamente o crescimento do Staphylococcus
aureus, o que demonstra que estas nanofibras funcionalizadas com Lst tém potencial para
superar a resisténcia desta estirpe a metilcilina. Além disso, as nanofibras de celulose nao
revelaram qualquer tipo de toxicidade em queratinécitos, o que reforcou a hipotese de que
estas nanofibras sao biocompativeis.

Noutro estudo realizado por Schneider et al. (2013) [65], os fatores de crescimento
(EGF) foram incorporados em nanofibras de fibroina, com o objetivo de investigar o aumento
da velocidade de re-epitelizacao durante o processo de cicatrizacao da ferida. O perfil de
libertacao inicial do EGF é considerado favoravel porque ajuda rapidamente a ativar os
queratinécitos. Um modelo in vitro da pele humana foi usado para investigar a eficacia das
nanofibras na cicatrizacao da ferida. Desta forma, verificou-se que a velocidade de
cicatrizacao de feridas foi muito maior nas nanofibras da seda funcionalizadas com EGF do

que nas nanofibras sem EGF.
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Varios materiais poliméricos podem ser usados para cura de feridas e a facil
incorporacdao do agente bioativo pode fornecer atividade antimicrobiana e promover o
crescimento do tecido [66]. Os polimeros sintéticos, tais como poliuretano (PU), PLA, PCL e
PLGA tém um grande potencial para serem aplicados em téxteis biomédicos, pois apresentam
boas propriedades mecanicas [66]. No entanto, a sua natureza hidrofobica faz com que eles
tenham uma baixa afinidade com a agua, o que pode levar a uma diminuicdo na velocidade de
cura da ferida. Este problema pode ser ultrapassado com a conjugacdo de polimeros
sintéticos hidrofébicos a polimeros naturais hidrofilicos. Logo, os polimeros naturais
hidrofilicos tais como quitosano, gelano, dextrano, acetato de celulose e colagénio sao
sempre usados em dispositivos médicos, pois a hidrofilicidade é essencial para acelerar o
processo de cura de ferida [57]. A avaliacao in vitro e in vivo da atividade dessas fibras a base
de polimeros compésitos tém confirmado o seu potencial na area dos téxteis biomédicos.

No entanto, o aspeto mecanico dos téxteis biomédicos tem sido sempre focado. Em
termos praticos, o mddulo de elasticidade, que indica a dureza, deve ser suficientemente
elevado para evitar a facil degradacdo do téxtil no processo de cura. No entanto, as
propriedades mecanicas do farmaco variam apds interacdo com o ambiente aquoso da
vizinhanca da ferida. Por exemplo, o modulo de elasticidade das nanofibras de
quitosano/PLGA diminuiu significativamente de 178.7 + 50.4 MPa no estado seco para
somente 2.42 + 0.54 MPa no estado himido [67]. Estes valores estdao fora do intervalo de
forcas ténseis da pele humana, que esta entre 15 e 150 MPa [67]. Outro estudo realizado por
Liu et al. (2010) [68] mostrou que a forca ténsil do algodao é significativamente maior do que
a de polimeros como PVA, poliacrilonitrilo (PAN), PCL, PAN-PU, entre outros. A incorporacdo
de um polimero hidrofébico pode baixar a sua forca ténsil e dai ser necessario verificar a
forca ténsil antes e durante o processo de cura in vitro, especialmente quando sao utilizados

polimeros hidrofobicos.

1.4.4- Electrospinning da mistura Pectina/PVA

As nanofibras tém sido utilizadas em diversas aplicacées biomédicas, como producao
de scaffolds para engenharia de tecidos, sistemas de entrega de farmacos e téxteis
biomédicos. A grande vantagem das nanofibras é a elevada porosidade por unidade de area e
o diametro na ordem dos nanometros. Para além disso, as nanofibras também podem
apresentar uma morfologia semelhante a matriz extracelular, o que pode ser (til na formacao
de scaffolds para engenharia de tecidos, pois pode promover a adesao, migracao e
proliferacao celular [33]. Uma técnica simples, eficaz e inovadora de produzir nanofibras é o
electrospinning. O electrospinning € um processo de producdo de fibras de polimero que
variam entre o micrometro e o nanémetro por uso de um campo elétrico [32].

Um dos polimeros mais utilizados no electrospinning é o quitosano, que tem sido

muito utilizado na regeneracao da pele [57]. O quitosano é biodegradavel, biocompativel e
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pode aumentar a regeneracao da ferida por migracao dos fibroblastos na matriz extracelular
durante os primeiros dias [69]. No entanto, os hidrogéis de quitosano nao apresentam
resisténcia mecanica suficiente para serem usados em aplicacoes biomédicas. Como
resultado, outros componentes, tais como gelano, colagénio e fibroina foram utilizados para
producao de fibras com maior resisténcia mecanica e melhor performance biolédgica [70].

A pectina é um polissacarideo aniénico natural que é extraido das paredes celulares
das plantas [13]. Alguns estudos com a pectina mostraram que este polimero tem melhor
biocompatibilidade, maior solubilidade em agua e maior resisténcia mecanica em relacédo a
outros polimeros naturais [56]. Para além disso, também tem a particularidade de ser um
polieletrolito anionico devido aos grupos carboxilos dos acidos galacturénicos [9, 13, 71], o
que faz com que reaja com caties divalentes, como calcio, de modo a formar hidrogéis que,
posteriormente, vao contribuir por, exemplo, para a regeneracao o6ssea [72].

Muitos progressos tém sido feitos com o objetivo de produzir nanofibras de pectina
através de electrospinning. Por exemplo, Lin et al. (2013) [56] estudaram as nanofibras de
pectina/quitosano como scaffolds para regeneracao da pele. Estes investigadores observaram
que essas nanofibras tiveram uma resisténcia mecanica e um diametro semelhante ao das
fibras de colagénio da matriz extracelular, promovendo assim a regeneracao rapida do tecido.
Esta funcionalidade faz com que as nanofibras de pectina sejam fortes candidatas a serem
utilizadas na engenharia de tecidos.

No entanto, o electrospinning de polimeros naturais nem sempre foi tarefa facil e
houve varias razdoes para que isso acontecesse. Por exemplo, em polimeros naturais
carregados negativamente, como o alginato, e em polielectrolitos carregados positivamente,
como o quitosano, as interacoes repulsivas entre os ides, levaram a uma diminuicao da sua
viscosidade em solucao aquosa, tornando dificil o processo de electrospinning [73, 74].

Deste modo, para ultrapassar estas dificuldades, adicionaram um polimero sintético, como
PVA, escolhido pelas seguintes razoes:
1. O PVA interage fortemente com os polimeros naturais através de ligacoes de

hidrogénio [73, 74];

2. O electrospinning do PVA pode ser realizado em solucao aquosa [75];

3. Melhora as propriedades mecanicas dos polimeros naturais [74].

Até a data, o PVA ja foi utilizado em muitos polimeros naturais como quitosano [73],
alginato [74] e gelano [76].

As nanofibras de pectina/PVA sao um biomaterial que pode ser bastante promissor
para ser aplicado em téxteis biomédicos devido a elevada biocompatibilidade e
biodegradabilidade. No entanto, os téxteis biomédicos tém de cumprir certos requisitos,
sendo o mais imprescindivel, a actividade antimicrobiana. Os téxteis biomédicos devem,
portanto, ser resistentes a contaminacdo por bactérias e fungos patogénicos, que podem

comprometer a qualidade dos mesmos e provocar doencas graves na populacao.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1- Materiais

Os materiais usados no decorrer deste trabalho estao descritos na tabela 1 e 2.

Tabela 1- Reagentes usados no decorrer do trabalho.

Reagentes Marca

Poli (vinil alcool) (PVA) (MM 115000Da)
Grau de hidrélise: 87 % BDH
Grau de polimerizacao: 87 %

Pectina comercial . .
Obi Pektin D075

Grau de esterificacao: 25 %

L-Cisteina Sigma Aldrich
Meios de Cultura Marca
Mueller Hinton Broth (MHB) LiofilChem
Nutrient Agar (NA) Panreac
Nutrient Broth (NB) Panreac

Tabela 2- Equipamentos usados no decorrer do trabalho.

Equipamentos

Marca e Modelo

Electrospinning

Elmarco’s, Nanospider Laboratory (NS LAB 500)

SEM

Hitachi Field Emission S-3400 Type Il

Viscosidade

Haake Rheo Rheometer RS 150

Condutividade

Inolab, level 2

Autoclave

Advantage Lab - ALO2-03-100

Camara de Fluxo Laminar

TopSafe 1.2 BioAir EuroClone

Vortex

Heidolph Reax top Vidrolab 2

Densitometro McFarland

Grant-bio DEN-1

Agitador Orbital

Agitorb 200 Aralab

Estufa de Incubacao

Memmert
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2.2- Métodos
2.2.1- Configuracao do Electrospinning

O NS LAB 500, especialmente concebido para o desenvolvimento de estruturas
planares (téxteis ou ndo téxteis), foi utilizado para realizar o processo de electrospinning,
figura 7. Este sistema ao contrario dos normalmente utilizados, ndao possui bomba de seringa
nem agulha. Neste caso, elétrodos cilindricos de aco inoxidavel em constante rotacdo sao
utilizados. Ou seja, este sistema possui diferentes elétrodos cilindricos, os quais sao

escolhidos consoante a aplicacao.

Figura 7- Sistema de electrospinning utilizado.

Neste trabalho foi selecionado o elétrodo cilindrico de arames, figura 8 uma vez que
permite trabalhar numa vasta gama de viscosidades, sendo recomendado para a maioria das

solucdes preparadas em solventes organicos e/ou inorganicos ou em agua.

Figura 8- Elétrodo de spinning cilindrico de arames.
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Relativamente ao funcionamento do sistema o principio € o mesmo dos restantes
sistemas. As gotas formam-se nos elétrodos cilindricos, em constante rotacdo, que se
encontram mergulhados na solucdo (ao invés da gota formada na extremidade de uma
agulha). Isto permite a existéncia de inUmeras (centenas) de gotas que mediante a aplicacao
da tensdo originardo os correspondentes cones de Taylor e as respetivas nanofibras. E um
sistema pratico, eficiente, e caracterizado por permitir ndo s6 a deposicdo em multicamada
das nanofibras num coletor planar, como uma constante velocidade de alimentacao e uma
excelente anisotropia da deposicdo das nanofibras. Além disso é possivel a producdo de
maiores quantidades, em menor espaco de tempo, tendo em conta que os restantes sistemas
suportam 1-8 seringas no maximo (1-8 gotas).

A semelhanca dos restantes sistemas, o NS LAB 500 é composto por uma fonte de
alimentacao de alta voltagem, a qual pode ser controlada por um painel de controlo e por um
coletor no qual se depositam as fibras.

No entanto, ao contrario da maioria dos sistemas, este apresenta uma camara de
spinning e um painel de controlo. A camara de spinning consiste na area de operacdo. Esta
area confere maior protecdo e seguranca. O painel de controlo, por sua vez, permite
controlar as condicdes operacionais (distancia entre o elétrodo e o coletor, rotacao do
elétrodo, voltagem aplicada, corrente aplicada) que podem influenciar o processo de
electrospinning e consequentemente a morfologia e as propriedades das fibras obtidas, figura
9.

Figura 9- Painel de controlo do sistema de electrospinning utilizado.

2.2.2- Preparacao das solucées poliméricas

Solugdo de Poli (vinil alcool) (PVA). O PVA foi dissolvido em agua destilada, sobre agitacao
vigorosa, a uma concentracao de 10% (m/V). Para facilitar a dissolucao do PVA a solucao foi

aquecida a 85°C durante 5 h.
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Solucdo de Pectina. A pectina foi dissolvida em agua destilada, sobre agitacao vigora, a uma
concentracao de 4% (m/V). A dissolucdo da pectina na solucdo foi realizada a temperatura

ambiente durante 2h.

Solugdo de Pectina/PVA. De forma a avaliar a influéncia do PVA e da pectina na formacao de
fibras, foram preparadas solucdes de polimero em diferentes proporcdes Pectina/PVA. As
solucdes foram preparadas com base nas combinacdes selecionadas de Pectina/PVA: 70:30
(v/v); 50:50 (v/v); 30:70 (v/v).

Solucdo de Pectina/PVA/L-Cisteina. De forma a avaliar a influéncia da L-Cisteina na
formacao das nanofibras e o efeito antimicrobiano que esta pode apresentar, foi preparada
uma solucao de mistura Pectina/PVA/L-Cisteina. A solucao final foi preparada através de uma

solucdo Pectina/PVA na proporcao 30:70 a qual foi adicionado 2% de L-Cisteina.

2.2.3- Avaliacao das propriedades da Solucao
2.2.3.1- Avaliacao da Viscosidade

A viscosidade foi uma das propriedades da solucao estudada. Para tal, recorreu-se a
um redémetro de tensdo controlada (Haake Rheo Rheometer RS 150) com cone e prato (angulo

0,5° e diametro 35 mm), figura 10.

Figura 10 - Reémetro utilizado para medicao da viscosidade da solucao.
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No decorrer do ensaio, cada uma das solucoes foi colocada em quantidade suficiente
sobre o prato e foram realizados testes de varrimento de tensdes entre 0,00 a 100 Pa para
uma frequéncia fixa de 1Hz. Além disso, foram realizadas curvas de escoamento da solucdo
variando a taxa de deformacao entre 0,1 e 700 st

Os resultados obtidos para a tensao de corte (t), velocidades de corte (y) e
viscosidade aparente foram posteriormente transferidos para o Microsoft Office Excel onde foi
realizado o tratamento dos resultados e, consequentemente determinada a viscosidade das

solucdes de polimero.

2.2.3.2- Avaliacao da Condutividade

A condutividade das solugdes foi medida no condutivimetro (Inolab, level 2),
devidamente calibrado, figura 11. Este equipamento permite medir diretamente a

condutividade da solucado, de forma eficiente e pratica.

F

Figura 11 - Condutivimetro utilizado para medicdo da condutividade da solucgao.

2.2.4- Processo de electrospinning

As solucoes previamente preparadas foram adicionadas a uma cuba que contem,
devidamente colocado, o elétrodo cilindrico de arames. Assim, apos se transferir para a cuba,
que se encontra na camara de spinning, cada solucdo o processo de electrospinnig foi
iniciado.

A diferenca de potencial aplicada durante o processo de electrospinnig, a corrente

aplicada, a velocidade de rotacao do elétrodo e a distancia entre o elétrodo e o coletor foram
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os parametros de electrospinning estudados e otimizados. Na tabela 3 encontra-se registado

os valores aplicados dos parametros que influenciam o processo de electrospinning.

Tabela 3 - Parametros aplicados no processo de electrospinning.

Pectina/PVA Voltagem Corrente Rotac¢ao do Distancia elétrodo-
(V/vV (Kv) (Ma) elétrodo (rpm) coletor (cm)
70:30 72,000 0,032 7,000 18,000
50:50 75,000 0,070 7.000 17,000
30:70 73,700 0,063 7.000 17,000
10% PVA 71,000 0,027 7,000 18,000

2.2.5- Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

A morfologia das fibras foi analisada por microscopia eletrénica de varrimento (SEM).
As nanofibras resultantes do processo de electrospinnig foram analisadas em um microscépio
eletrénico de varrimento, Hitachi Field Emission S-3400 Type Il equipado com Bruker x-flash
5010 a alto vacuo, operando a 20 kV. Antes da observacdo as amostras com as nanofibras

foram revestidas com uma camada de ouro, no sputter coater (Biotech SC005), durante 60 s.

Figura 12 - Microscopio Eletronico de Varrimento (SEM) utilizado para avaliar a morfologia das
nanofibras.
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2.2.6- Determinacdo da Concentracao Minima Inibitéria (MIC)

A determinacao da concentracao minima inibitéria (MIC) foi realizada pelo método de
microdiluicao em caldo, em placas de 96 pocos.

Por definicdo, o MIC é a menor concentracdo do agente antimicrobiano que é
necessaria para impedir o crescimento visivel de um microrganismo. A determinacao do MIC
permitiu, desta forma, quantificar a quantidade de L-Cisteina a ser utilizada na preparacao
das misturas Pectina/PVA. Para avaliar o MIC das misturas de Pectina/PVA com e sem L-
Cisteina foram utilizadas as estirpes bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC6538) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC11296). Este ensaio foi realizado segundo a norma descrita na
NCCLS (National National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1997, 2002) em que
as bactérias foram incubadas durante 24h a 37°C, usando o meio Mueller-Hinton.

Assim, de acordo com esta norma, o MIC foi determinado por diluicbes em série no
mesmo tipo de meio (Mueller-Hinton), partindo de uma solucao composta por 10 mg/ml de
pectina misturada com uma solucao de 56 mg/ml PVA, numa proporcao Pectina/PVA 30:70. A
esta mistura foi adicionado 20 mg/mL L-Cisteina. Deste modo, 50 pl de inéculo bacteriano
(solucao de trabalho) foi adicionado a cada poco, ja contendo 50 pl da solucdo de
Pectina/PVA com L-Cisteina. A placa de 96 pocos foi, posteriormente, incubada durante 24 h
a 37°C. 0 mesmo procedimento foi efetuado para a solucdo de Pectina/PVA sem L-Cisteina e

para a L-Cisteina.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

As condicOes experimentais foram otimizadas para permitir a obtencao de estruturas
com caracteristicas Unicas e altamente desejaveis. A otimizacdo das condicdes operacionais
do electrospinning e das propriedades da solucao foram feitas em paralelo, uma vez que estas
variaveis dependem sempre uma da outra.

Relativamente as propriedades de solucao, efetuou-se um estudo aprofundado a cerca
da influéncia da concentracao de pectina e PVA na formacao das nanofibras. Este parametro
tem uma influéncia determinante sob outras propriedades da solucdo, nomeadamente sobre a
viscosidade e a condutividade da solucdo o que consequentemente ira influenciar as
caracteristicas das nanofibras obtidas.

Simultaneamente, foi realizada uma analise das condicoes operacionais mais
importantes. Desta forma, a distancia entre o elétrodo e o coletor, a velocidade de rotacdo
do elétrodo e a diferenca de potencial aplicada foram os parametros ajustados e deste ajuste
resultaram as estruturas de nanofibras. Uma vez ajustadas as condicoes operacionais, estas

foram mantidas fixas ao longo de todo o processo investigativo.

3.1 Avaliacao das Propriedades da Solucao

3.1.1 Efeito da variacdo da concentracao

De forma a estudar a influéncia do PVA na formacao das nanofibras, prepararam-se
solucdes com diferentes proporcoes de PVA. Para isso uma solucao de 4% pectina foi
misturada com uma solucao de 10% PVA em diferentes proporcoes (Pectina/PVA 100/0;
70/30; 50/50; 30/70).

A juncdo do polimero sintético, PVA, a pectina foi pensada face a
dificuldade/impossibilidade de produzir nanofibras de pectina no electrospinning. Esta
impossibilidade é devida a fraca electrospinnability da solucao de pectina provocada pelas
cargas elétricas, nomeadamente pelas forcas repulsivas existentes entre os polianides [9].
Além disso, a pectina apresenta fracas propriedades mecanicas logo a mistura com um
polimero sintético, nomeadamente, com o PVA permitiu superar este problema, resultando
numa mistura com as caracteristicas desejadas [73, 74, 75]. Desta forma, a interacao
intermolecular do PVA com a pectina através de ligacdo de hidrogénio aumentou
substancialmente a electrospinnability da pectina e consequentemente permitiu que fossem
produzidas as nanofibras pretendidas. Ou seja, a interacao entre o PVA e as cadeias

poliméricas da pectina reduziu as forcas repulsivas existentes entre as moléculas de pectina.
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Assim, para todas as misturas de Pectina/PVA analisadas (Pectina/PVA: 70/30; 50/50;
30/70) verificou-se que o aumento da quantidade de PVA nas misturas possibilitou a
deposicao de nanofibras na superficie do coletor, em vez de pequenas beads como verificado

para as proporcoes com maior quantidade de pectina.

3.1.2 Efeito da Viscosidade e da Condutividade

A viscosidade da solucao aumenta com o aumento da concentracao do polimero. Este
fator é determinante para o sucesso do processo de electrospinning [42, 77]. Assim, a medida
que a viscosidade aumenta, a forma adquirida pelo jato da solucao passa de pequenas gotas
esféricas para gotas mais estiradas, até que um valor minimo que suporta um estiramento
continuo é atingido. Nesse ponto um filamento uniforme é originado. No entanto, uma
viscosidade excessivamente elevada pode dificultar a saida da solucdo do elétrodo e
consequentemente afetar a trajetoria do jato até ao coletor [31].

Desta forma, no presente estudo a viscosidade obtida para as misturas de
Pectina/PVA aumentou ligeiramente com o aumento da quantidade de PVA, tabela 4. Nesse
sentido, foi obtido um valor de viscosidade mais baixo para a mistura Pectina/PVA 70:30,
0,1964 Pa.s, e um valor mais alto para a mistura Pectina/PVA 30:70, 0,3519 Pa.s.
Relativamente, a solucao de 10% PVA a viscosidade foi bastante mais elevada, 0,8412 Pa.s, o
que esta de acordo com um estudo realizado por Supaphol et al. (2007) que observou um

valor de 0,810 Pa.s para uma solucao de PVA com a mesma concentracao [78].

Tabela 4 - Valores de viscosidade obtidos a partir das solucoes Pectina/PVA preparadas.

Pectina/PVA (V/V) Viscosidade (PA.s)
100:0 0,2168
70:30 0,1964
50:50 0,3160
30:70 0,3519
0:100 0,8412

Por sua vez, a condutividade da solucao influencia o modo como a solucao se
comporta por acao da diferenca de potencial. Este parametro é importante pois no processo
de electrospinning a formacao das nanofibras ocorre devido ao estiramento da solucao

polimérica causado pela aplicacdo de uma elevada diferenca de potencial. Assim, quanto
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maior € a condutividade da solucao, maior € também a repulsdo das cargas superficiais. Isto
provoca um maior estiramento da solucao e consequentemente o diametro das fibras € menor
e a formacao de beads é reduzida [79].

Os valores de condutividade obtidos neste trabalho para as misturas de Pectina/PVA
aumentaram com o aumento da quantidade de pectina, tabela 5. Este aumento deve-se ao
facto da pectina ser um polieletrélito enquanto o PVA é um polimero nao idnico. Assim, a
condutividade das misturas diminuiu de 4,72+0,020 mS/cm para 0,18+0,008 mS/cm, valores
correspondentes a solucdo de 4% pectina e 10% PVA. No entanto, quando a quantidade de
pectina foi excessivamente elevada, os valores de condutividade foram também bastante
altos e consequentemente as forcas repulsivas entre os grupos idnicos, nomeadamente entre
os grupos carboxilicos do acido galacturonico impossibilitaram a formacdo das nanofibras, o
que comprova a dificuldade em produzir fibras nos electrospinning com a solucao de 4%
pectina [9, 13, 80].

Este resultado esta de acordo com o obtido num estudo realizado por Islam et al.
(2010) em que o PVA foi adicionado a solucdo de alginato de forma a melhorar a sua

electrospinnability [81].

Tabela 5 - Valores de condutividade obtidos a partir das solucdes Pectina/PVA preparadas.

Pectina/PVA (V/V) Condutividade (mS/cm)
100:0 4,720,020
70:30 3,36+0,010
50:50 2,18+0,030
30:70 1,30+0,006
0:100 0,18+0,008

Assim, tanto a viscosidade como a condutividade da solucao influenciam a morfologia

das fibras e a electrospinnability da solucao.
3.2 Caracterizacao das fibras

A morfologia das nanofibras obtidas foi determinada por microscopia eletrénica de
varrimento (SEM).

A figura 11 mostra as imagens SEM das nanofibras obtidas através das solucoes
preparadas com diferentes proporcées Pectina/PVA (Pectina/PVA 100/0; 70/30; 50/50;
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30/70). As imagens evidenciam uma melhoria na qualidade das nanofibras com o aumento da
concentracao de PVA.

A imagem SEM correspondente a solucdo de 10% PVA demonstra que fibras lisas e
homogéneas foram obtidas com didametro médio de 752,400 nm, num intervalo compreendido
entre os 379 nm e os 1350 nm, figura 11 (a). Este intervalo é semelhante ao obtido num
estudo realizado por Alhosseini et al. (2008) em que para a solucao de PVA o diametro médio
das fibras foi 744 nm, num intervalo correspondido entre os 395 nm e os 1105 nm [82].

No entanto, quando a quantidade de pectina foi significativamente aumentada nas
misturas verificou-se uma tendéncia para formar beads. Esta tendéncia deve-se as forcas
repulsivas existentes entre os grupos idnicos da pectina, o que faz com que a formacéo de
nanofibras seja dificultada. Ou seja, sendo a pectina um polieletrolito a densidade de carga
na superficie do jato formado durante o electrospinning é maior. Assim, numa proporcao
adequada a pectina provoca um maior estiramento da solucao e consequentemente o
diametro das fibras torna-se menor. Em contrapartida se a quantidade de pectina for
demasiado elevada a formacao das fibras é dificultada devido ao excesso de forcas repulsivas.
Este facto explica a dificuldade em se conseguir formar o jato da solucao de 4% pectina,
durante o processo de electrospinning, o que consequentemente impediu a formacao de
fibras [83, 84].

A formacao de beads ocorreu quando a solucao de 4% pectina foi misturada com a
solucao de 10% PVA numa proporcao 50:50, figura 11 (c). Neste caso foram obtidas fibras com
diametro médio de 240,900 nm, num intervalo compreendido entre os 140 nm e os 461 nm. As
fibras lisas e homogéneas diminuiram e mais beads foram formadas quando a quantidade de
pectina aumentou na mistura, proporcao Pectina/PVA 70:30, figura 11 (d). Neste caso fibras
com diametro médio de 224,182 nm, num intervalo correspondido entre os 119 nm e os 298
nm foram obtidas.

Resultados semelhantes foram anteriormente alcancados por Charernsriwilaiwat et al.
(2010) em que concentracoes crescentes de quitosano, polieletrélito cationico, foram
adicionadas ao PVA. Neste estudo verificou-se que as beads se formavam quando a
quantidade de quitosano na mistura quitosano/PVA aumentava. Quando a quantidade de
quitosano foi ainda mais aumentada na mistura nao foi possivel formar o jato da solucdo e
consequentemente nao foram obtidas fibras [85].

O mesmo se verificou no estudo realizado por Islam et al. (2010) em que nao
obtiveram fibras a partir de uma solucao de alginato. Assim, para ultrapassar a fraca
electrospinnability da solucdo de alginato, polimeros sintéticos, como o PVA foram
adicionados. As misturas resultantes permitiram melhorar a electrospinnability e
consequentemente fibras continuas e uniformes foram obtidas [86].

A andlise da média dos diametros e as imagens obtidas no SEM permitiram ainda
concluir que, quando foi aumentada nas misturas a quantidade de pectina, proporcoes

Pectina/PVA 50:50 e 70:30, o diametro médio das fibras diminuiu. Esta diminuicdo foi tanto
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mais sentida quanto maior a proporcao de pectina. Este resultado seria o desejado caso nao
se tivesse conjuntamente formado beads.

Assim, fibras lisas e homogéneas foram obtidas com diametro médio de 287,000 nm,
num intervalo correspondido entre os 179 nm e os 343 nm, quando a solucao de 4% pectina foi

misturada com a solucao de 10% PVA numa proporc¢ao 30:70, figura 11 (b).

Figura 13 - Imagens SEM (a) 10% PVA; (b) Pectina/PVA 30:70; (c) Pectina/PVA 50:50; (d) Pectina/PVA
70:30.

Existem assim varios parametros que podem afetar a morfologia e as propriedades das
fibras obtidas por electrospinning. Desta forma, a variacao da composicao da mistura
Pectina/PVA resultou em alteracdes significativas na morfologia das nanofibras. Assim, uma
vez que a variacao da proporcdo Pectina/PVA permitiu verificar as modificacées morfologicas
que as fibras sofreram, a estrutura com melhor qualidade fibrosa foi portanto a das

nanofibras obtidas a partir da mistura de Pectina/PVA 30:70, como é observavel na figura 13.

3.3- Determinacao da Concentracao Minima Inibitéria (MIC)
A determinacao do MIC permitiu estimar a quantidade de L-Cisteina a ser utilizada na

preparacao das misturas Pectina/PVA. Os valores de MIC obtidos encontram-se registados
na tabela 6.
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Tabela 6- Valores de MIC obtidos para o Staphylococcus aureus e para a Klebsiella pneumoniae.

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
Pectina/PVA
Pectina/PVA/L-Cisteina 5,00 (mg/ml) 10,00 (mg/ml)
L-Cisteina 5,00 (mg/ml) 10,00 (mg/ml)

A mistura Pectina/PVA com L-Cisteina mostrou ter atividade preferencial contra a
bactéria gram-positiva em estudo. Assim, o valor de MIC relativo a mistura Pectina/PVA
com L-Cisteina para o Staphylococcus aureus foi de 5 mg/ml. Este valor foi obtido para a
diluicao em que uma solucao de 2,5 mg/ml de pectina foi adicionada a uma solucao de 5
mg/ml de PVA. A esta solucéo foi ainda adicionado 20 mg/ml de L-Cisteina.

Relativamente a mistura Pectina/PVA nado foi verificado inibicdo do crescimento
bacteriano para qualquer diluicao. Desta forma, nenhum valor de MIC foi obtido.

Contudo, a mistura Pectina/PVA com L-Cisteina mostrou ter também atividade contra
a bactéria gram-negativa em estudo, Klebsiella pneumoniae. Neste caso, um valor de MIC
de 10 mg/ml foi alcancado. Este valor corresponde a diluicio em que uma solucdo de 5
mg/ml de pectina foi adicionada a uma solucao de 28 mg/ml de PVA. A esta solucao foi
ainda adicionado 20 mg/ml de L-Cisteina.

A semelhanca do obtido para a bactéria gram-positiva, a mistura Pectina/PVA sem L-
Cisteina ndao obteve qualquer valor de MIC para a Klebsiella pneumoniae, bactéria gram-
negativa.

Relativamente a L-Cisteina os valores de MIC obtidos foram de 5 mg/ml para o
Staphylococcus aureus e de 10 mg/ml para Klebsiella pneumoniae. Através destes
resultados podemos verificar que houve também uma preferencial atividade da L-Cisteina
para a bactéria gram-positiva em estudo, pois um valor de MIC mais baixo foi obtido para
o Staphylococcus aureus. E ainda de salientar que apesar da L-Cisteina ter sido adicionada
a mistura Pectina/PVA na proporcao 30:70 os valores de MIC nao foram alterados, para
ambas as bactérias, comparativamente com os alcancados para a L-Cisteina.

Num estudo realizado anteriormente por Gouveia et al. (2012) [24] para determinacao
do MIC da L-Cisteina foi obtido um valor de MIC para o Staphylococcus aureus de 6 mg/ml
e para a Klebsiella pneumoniae de 48 mg/ml. Neste caso apesar dos valores obtidos
terem sido determinados por um teste de macrodiluicao em caldo os valores obtidos estao
de acordo com os alcancados neste estudo. Contudo, neste estudo é possivel verificar um
valor mais baixo de MIC para a Klebsiella pneumoniae, o que é benéfico pois uma menor

concentracao de L-Cisteina serd necessaria para que exiba atividade antimicrobiana.
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3.4- Caraterizacao das Fibras Pectina/PVA/L-Cisteina

Figura 14 - Imagens SEM (a) Pectina/PVA 30:70; (b) Pectina/PVA 30:70 com 2% L-Cisteina.

A comparacao da morfologia das nanofibras foi efectuada por microscopia eletrénica
de varrimento (SEM).

A figura 14 mostra as imagens SEM das nanofibras obtidas através das solucdes
poliméricas preparadas com uma proporcao Pectina/PVA 30:70, com e sem L-Cisteina.
Através das imagens obtidas verifica-se que a incorporacdo da L-Cisteina nao teve qualquer
influéncia na morfologia das fibras tendo-se alcancado resultados semelhantes para ambas as
misturas. Desta forma, foram conseguidas fibras continuas e lineares.

Neste sentido, a adicdo da L-Cisteina a mistura sera uma mais-valia pois ira conferir

bioativadade as fibras, sem alterar a sua estrutura morfoldgica.
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Capitulo 4

Conclusoes

O trabalho desenvolvido cumpriu com as expectativas geradas aquando a elaboracao
da proposta. O objectivo do trabalho foi superado, embora se tenham sentido dificuldades na
producao de fibras somente de Pectina. Para superar este problema optamos por utilizar um
polimero sintético de forma a conferir uma nova abordagem, no que se refere a producao de
fibras de Pectina por electrospinning e a conseguirmos obter os resultados pretendidos.

No inicio do processo investigativo, efetuou-se um estudo para se verificar qual a
concentracdo ideal de cada polimero a ser utilizada no processo de electrospinning,
concluindo-se que 4 % Pectina e 10% de PVA seriam as concentracées 6timas.

Posteriormente diferentes proporcoes Pectina/PVA foram preparadas a fim de avaliar
qual a influéncia do PVA na producdao das nanofibras. Assim, verificou-se a formacao de
nanofibras irregulares e com muitas beads para elevadas propor¢coes de pectina (superiores a
50%). No entanto, quando a proporcao de PVA aumentou acima dos 50% formaram-se
nanofibras uniformes e sem beads.

Com este estudo, podemos assim concluir que o PVA melhora a electrospinnability da
pectina e confere melhores propriedades mecanicas as nanofibras. A proporcao 6tima da
mistura Pectina/PVA, a ser utilizada no electrospinning foi a 30:70 (v/v), respectivamente,
desta proporcao resultaram fibras uniformes e homogéneas com um diametro médio de
287nm.

Na fase final da investigacdo, foi determinada a concentracdo minima inibitéria (MIC)
da L-Cisteina com o objectivo de estimar a quantidade necessaria a ser adicionada a mistura
Pectina/PVA 30:70 (v/v) para inibir o crescimento bacteriano. Os valores de MIC obtidos para
a solucao de Pectina/PVA com L-Cisteina foram 5 mg/ml para Staphyloccocus aureus e 10
mg/ml para Klebsiella pneumoniae.

Neste sentido foram produzidas fibras a partir da mistura de Pectina/PVA/L-Cisteina,
que foram analisadas por microscopia eletrénica de varrimento (SEM), onde foi possivel
observar comparativamente com as nanofibras de Pectina/PVA que a L-Cisteina nao alterou a
sua morfologia. Neste sentido, a L-Cisteina pode ser incorporada na mistura Pectina/PVA, de
forma a conferir-lhe propriedades bioactivas.

Em suma, o estudo desenvolvido conclui que as nanofibras de Pectina/PVA em
conjunto com L-Cisteina é uma abordagem a explorar futuramente, considerando os
resultados promissores, tendo em conta o objectivo nas aplicacdes biomédicas como

engenharia de tecidos, entrega de farmacos e revestimentos para feridas.
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4.1- Perspetivas Futuras

Os resultados obtidos durante as diferentes etapas deste estudo deixam em aberto
diversas possibilidades de otimizacao dos varios parametros que influenciam o processo de
electrospinning, assim como a possivel utilizacdo de diferentes misturas poliméricas tendo
por base a Pectina. Desta forma € fundamental dar lugar a uma investigacdo mais detalhada
acerca da influéncia dos diferentes polimeros na mistura com Pectina.

E ainda de importancia relevante o estudo da aplicacdo da L-Cisteina como agente
antimicrobiano em diferentes misturas poliméricas, utilizando polimeros naturais,
biodegradaveis e biocompativeis.

Ja com ambicdes posteriores foi aqui abordada a utilizacao da L-Cisteina ma mistura
Pectina/PVA, como agente antimicrobiano de potencial uso nas estruturas de nanofibras com
futura aplicacdo na biomedecina, uma vez que a L-Cisteina atua sob concentracbes bastante
baixas. Esta aplicacao, futuramente, podera ser abordada com o intuito de comprovar a sua
bioatividade nas misturas poliméricas testando o espectro de acdo nomeadamente contra
bactérias e fungos.

A aplicabilidade destes processos de producao de estruturas de nanofibras, no sentido
de melhorar as suas propriedades e ainda de lhes conferir novas, toma real proporcao e
importancia uma vez que a L-Cisteina foi aplicada para que numa fase seguinte possa ser
utilizada em aplicacbes biomédicas como engenharia de tecidos, entrega de farmacos e

revestimentos para feridas.
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