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Sato TP. Obtencdo e caracterizacdo de nanofibras eletrofiadas via
solucdo de quitosana com e sem inclusdo de hidroxiapatita
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

A eletrofiacdo € um método para a sintese de fibras poliméricas.
Neste sentido, a quitosana € um polimero que por meio deste
processo origina biomateriais com boas propriedades biologicas. Ja a
hidroxiapatita é a principal de reserva de calcio dos vertebrados.
Assim, o presente estudo fabricou mantas de nanofibras a partir de
solucdo de quitosana pura 7% (m/v)(Ch) e de solucdo de quitosana
com adicdo de cristais de nanohidroxiapatita 0,5% (m/v)(ChHa), na
tentativa de unir, sob diferentes parametros de eletrofiacdo (disténcia,
tensdo elétrica e fluxo da solucdo), as propriedades do biopolimero e
do complexo de fosfato de calcio. Ambas solucdes foram eletrofiadas
e, as mantas obtidas, caracterizadas de acordo com a morfologia
(didametro médio das fibras), topografia superficial (perfilometria e
AFM) e caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais e térmicas (EDS,
FTIR, DRX, éangulo de contato, taxa de degradacdo,
termogravimetria). As amostras Ch, quanto a analise morfologica,
apresentaram maior diametro de fibras (690,3+£102,5nm) em relacéo
as ChHa (358,7£49,2nm) e quanto a topografia, Ch mostrou maior
homogeneidade, lisura superficial do que ChHa. O EDS foi capaz de
identificar presenca de Calcio nas amostras de ChHa. A partir do
FTIR, verificou-se bandas caracteriscas de formacdo de sal de TFA,
respaldando a instabilidade de todas as amostras em meio aquoso,
sofrendo imediata dissolucdo sob os testes de molhabilidade e taxa de
degradacdo. As andlises térmicas mostraram que, tanto em Ch como
em ChHa, trés principais estagios de degradacdo, sendo a primeira,
representacdo de uma grande perda de agua.

Palavras-chave: Eletroquimica. Quitosana. Hidroxiapatita.



Sato TP. Obtaining and characterization of electrospun nanofibers
with and without hydroxyapatite inclusion. [dissertation].S&o José dos
Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2015.

ABSTRACT

The electrospinning is a method used to synthesize polymeric fibers.
Chitosan polymer was the one used by this process that originates a
biomaterial with good biological properties. The hydroxyapatite is a
important calcium reserve of vertebrates. The synthesize process to
create nanofibers were made using pure chitosan solution 7% (w/v)
(Ch) and chitosan solution added with nanohydroxyapatite (0,5%,
w/v) (ChHa), as an attempt to unite, under different electrospinning
parameters (distance, electric tension and flow rate), the properties of
the biopolymer and calcium phosphate complex. Both solutions were
electrospun and the specimens obtained were characterized according
to the superficial morphology (mean diameter) topography
(profilometry and atomic force microscopy) and physico-chemical
characteristics (EDS, FTIR, DRX, contact angle and
thermogravimetry). The Ch samples showed from the morphology
analysis, a higher mean diameter (690,3£102,5nm) in comparison to
ChHa (358,7+£49,2nm) and the topograpghy analysis indicated a
greater homogeneity and surface smoothness. The EDS was able to
identify the presence of calcium in samples of ChHa. From the FTIR,
it was verified characteristic peaks of TFA salt formation, which
explains the instability of all samples in aqueous solution, with
immediate dissolution under the contact angle and degradation rates
tests. The thermal analysis presented three main stages of degradation
in Ch and ChHa nanofibers with a higher water loss.

Keywords:.Electrochemistry. Chitosan. Hydroxyapatite



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais, em escala
nanomeétrica associado a composi¢fes poliméricas, apresenta varias
caracteristicas interessantes que respaldam as novas pesquisas na area

de biomateriais.

Estes materiais compostos por nanofibras apresentam,
por exemplo, a vantagem do aumento da superficie de contato em
relacdo ao volume total do material e maior flexibilidade, quando
comparadas a outros tipos de material, compondo uma gama de
aplicacbes em diversas areas (Huang et al., 2003; Mehrasa et al.,
2015; Wu et al., 2015).

As nanofibras podem ser produzidas por meio de
diferentes técnicas, como a separacdo de fases (Ma, Zhang, 1999), a
extrusdo (Joachim, 1998; Xing et al., 2008), sintese template (Feng et
al., 2002; Martin, 1996). Dentre eles, a eletrofiacdo aparece como
uma tecnica simples, confiavel e relativamente barata, oferecendo
sintese de nanofibras de morfologia controlavel a partir de uma
variedade de polimeros (Frenot, Chronakis, 2003; Lin et al., 2012;
Reneker, Chun, 1996).

Este processo consiste basicamente em uma alta tensao

aplicada a um sistema constituido por uma solucdo polimérica e um
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anteparo coletor metalico, gerando um campo elétrico. Esta solucédo é
bombeada através de uma bomba de infusdo ou mesmo pela forga
gravitacional e caminha por um capilar e o campo elétrico supera a
tensdo superficial da solucdo, ejetando fibras poliméricas em direcdo
ao coletor metalico (Ahmed et al., 2015; Lyons et al., 2004).

O filme de fibras eletrofiadas possui alta
aplicabilidade na interacdo com farmacos e reparacdo tecidual
(Bhattarai et al., 2005; Greiner, Wendorff, 2007; Murugan,
Ramakrishna, 2006)podendo-se controlar, por exemplo, a sua
morfologia, tornando-a similar a de tecidos vivos, sendo efetiva como
arcabouco para células. Da mesma forma, o controle de sua
porosidade e maleabilidade, constitui possibilidades de se variar

tamanhos, formas e texturas (Burger et al., 2006).

Para tanto, utilizou-se, neste trabalho, uma substancia
com expressivas qualidades e alta aplicabilidade biomedica , para base

de estudos de sintese de nanofibras, a quitosana.

Esta substancia é obtida a partir da desacetilacdo da
quitina, que é o segundo biopolimero mais abundante na natureza,
encontrado em exoesqueletos de crustaceos, insetos, moluscos e
parede celular de fungos, e € amplamente desperdicado pela industria,
devido a sua relativa dificuldade de manuseio e limitada solubilidade
(Gopalan Nair, Dufresne, 2003; Ifuku, 2014).

Ja a quitosana, caracteriza-se a partir de 60% de
desacetilacdo da quitina, onde este grau de desacetilacdo apresenta
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influéncias mecanicas (Chatelet et al., 2001), bioldgicas (Freier et al.,
2005) e fisico-quimicas (Taskin et al., 2014), como a relacdo
diretamente proporcional com a biocompatibilidade (Foster et al.,
2015).

Os produtos da degradacdo enzimética da quitosana
sdo oligbmeros de N-acetil-D-glicosamina, o0s quais, além de
apresentarem propriedades cicatrizante e antimicrobiana, sao

totalmente absorviveis pelo organismo (Fan et al., 2008).

Estudos recentes com este biopolimero demonstram
que suas caracteristicas podem ser aproveitadas de maneira
multifuncional desde a efetiva a promocéo de estabilidade em insulina
oral (Chen et al., 2015), ou até mesmo nanocomplexos microbicidas

para protecdo de infecgdes com o virus HIV (Boyapalle et al., 2015).

Na biomedicina, por exemplo, este material é reportado
na Regeneracgdo Ossea Guiada (Li et al., 2015; Ma et al., 2014; Shin et
al., 2005), terapia desenvolvida para reparar defeitos §sseos
mandibulares e alveolares (Bottino et al., 2012; Hammerle, Jung,
2003; Simion et al., 1996), como aglutinante de células (Malette et al.,
1983), ou ainda, na regeneracdo de tecidos nervosos (McCormick et
al., 2015; Wang et al., 2010).

Bavariya e colaboradores (2014) mostraram que a
quitosana sob a forma de membranas de nanofibras sintetizadas

pormeio da eletrofiacdo, ndo desenvolvem inflamac6es significativas,
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refletindo suas baixas caracteristicas inflamatérias (Bavariya et al.,
2014).

Dessa maneira, a demanda pela otimizacdo da
producdo destas mantas de nanofibras de quitosana cresce a cada dia e
0S outros processos de sintese, quando comparados a eletrofiacao,
podem ndo ser tdo vantajosos por apresentarem maior complexidade,
desprendendo mais etapas e tempo de preparo, como filtracéo,
repouso em placas de vidro, limpeza sob &gua, estiramento e

secagem(Lima, 2006).

Também nesse contexto, muitos estudos avaliam a
eletrofiagdo da quitosana associada a outras substancias, como
nanoparticulas de prata (Hadipour-Goudarzi et al., 2014; Liu et al.,
2015), colageno (Chen et al., 2007; Chen et al., 2010) e extratos

naturais (Charernsriwilaiwat et al., 2013).

Nesse sentido, a hidroxiapatita (HAp), importante
componente da fase mineral dos 0ss0s, aparece como uma interessante

substéncia a ser incorporada em mantas de nanofibras de quitosana.

Alguns estudos relatam que as membranas de
quitosana e nanohidroxiapatita (nHAp) mostram melhor atividade de
regeneracdo Ossea, pois as particulas nHAp fornecem nucleos ao
processo de mineralizacdo (Kong et al., 2006).

Assim como a quitosana, a nHAp possui alta
aplicabilidade e é utilizada desde dentifricios anti-erosivos (Aykut-
Yetkiner et al., 2014) até engenharia de tecidos (Nga et al., 2014;
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Zhou, Lee, 2011).
Por este motivo,0 presente estudo propds caracterizar
mantas denanofibras eletrofiadas de quitosana com e sem incluséo de

nHAp, avaliando as possiveis influéncias morfologicas e fisico-

quimicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Um biomaterial se diferencia de qualquer outro
material pela sua capacidade de estar em contato com os tecidos do
corpo humano sem causar danos (Galler et al., 2010; Hwang et al.,
2015). Essa co-existéncia e utilizada na medicina ha anos e, ainda
hoje, desperta grande interesse para cientistas das areas de
biomedicina (Galler et al., 2010; Velasco et al., 2015; Williams,
2008).

2.1 Desenvolvimento de biomateriais e nanotecnologia

Atualmente, ganha espaco na pesquisa e
desenvolvimento de biomateriais, aqueles de maior complexidade
estrutural, como o0os materiais originados de  processos
nanotecnologicos, sob as novas perspectivas do ramo da nanociéncia
(Williams, 2009).

Nesse sentido, a Engenharia de Tecidos, através das
técnicas de nanofabricagdo e de texturizagdo nanométrica, tém

sintetizado microambientes propicios para o desenvolvimento celular,
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atravésde substratos para sua adesdo de proliferacdo (Kingsley et al.,
2013). Alem disso, nanofibras e nanoparticulas de liberacéo
controlada de farmacos sdo desenvolvidas, mimetizando tecidos e
interagindo com fluidos extracelulares e células especializadas (Chung
et al., 2007).

Dessa forma, a nanotecnologia biomédica traz, a cada
dia, materiais utilizados em situagOes cada vez mais complexas, sob
aplicacOes diversas como na engenharia de tecidos e em sistemas de

transporte de farmacos (Williams, 2008).

2.2 Eletrofiacéo

Inmeras técnicas de sintese, tais como drawing
(Joachim, 1998; Xing et al., 2008), sintese template (Feng et al., 2002,
Martin, 1996), separacdo de fase (Ma, Zhang, 1999), automontagem
(self-assembly) (Hiraoka, 2015; Sun et al., 2015) e eletrofiacdo sé&o
utilizadas para preparar nanofibras poliméricas.

A técnica drawing se caracteriza como uma extruséo
por meio de uma secagem giratdria que se limita a sintese de materiais
altamente viscoelasticos, por causa da necessidade de coesdo do
material para que o mesmo possa suportar as pressoes desenvolvidas
durante processo de estiramento (Angammana, 2011; Joachim, 1998;
Xing et al., 2008).

O template, por sua vez, utiliza uma membrana

nanoporosa como um molde de fibras, e apresenta vantagem sobre o
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drawing pelo seu poder de sintese de matérias-primas diversas. Em
contrapartida, apresenta a desvantagem de néo sintetizar nanofibras
continuas (Feng et al., 2002; Martin, 1996).

Por este mesmo método, através da deposicdo quimica
de vapores (Chemical Vapor Deposition - CVD) também se € capaz
de sintetizar nanotubos funcionalizados e nanofibras de carbono
(Baranauskas et al., 2001; Che et al., 1998).

Ja a separacdo de fase consiste numa dissolucdo que
gera uma espuma porosa em nanoescala, por consistir num processo
de varias etapas, desprende um tempo longo de trabalho (Ma, Zhang,
1999).

A automontagem (self-assembly), por sua vez, aparece
como uma construcdo molécula por molécula, de baixo para cima, de
estruturas bem definidas, desprendendo, assim como metodos
anteriores, muito tempo para seu desenvolvimento (Juarez et al., 2008;
Saga et al., 2002).

Enquanto isso, a eletrofiacdo surge como um processo
efetivo para a producédo, em larga escala, de nanofibras a partir de
diversas solugdes poliméricas, sob baixo tempo de trabalho e baixa
complexidade de confeccdo (Greiner, Wendorff, 2007; Huang et al.,
2003), obtendo-se fibras a partir da aplicacdo de uma tenséo elétrica a
uma solucéo polimérica.

Ja no inicio de 1990, varios grupos de pesquisa
utilizavam a eletrofiacdo para sintetizar nanofibras (Tucker et al.,
2012).
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Este processo baseia-se na criagdo de um campo
eletromagnético, sob uma dada tensdo critica, fazendo com que a
tensdo superficial da solucdo, contida numa seringa, seja ultrapassada
e um cone seja formado na ponta de um capilar metalico, a partir do
qual nanofibras séo expelidas em direcdo a um coletor, como pode ser

observado na figura 1.

SERINGA
_

Figura 1 — Modelo ilustrativo do processo de eletrofiagdo confecionado para o presente
trabalho

Estudos precursores da eletrofiacdo foram descritos
desde 1600, quando o primeiro registro de atracdo eletrostatica de um
liquido foi observado por William Gilbert. J& dentre os anos 30 e 40,

Anton Formhals foi responsavel por 22 patentes ligadas ao processo.
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Entre 1964 e 1969, Sir Geoffrey Ingram Taylor
produziu o inicio de uma base tedrica, por meio de um modelo
matematico, da conformacéo do cone formado pela goticula do fluido
no capilar metalico da seringa, utilizado neste processo, sob o efeito
de um campo elétrico (Melcher, Taylor, 1969).

Dessa forma, o chamado Cone de Taylor perfaz a
distorcdo do menisco de um liquido a partir de um capilar na presenca
de um campo elétrico, e uma vez que a viscosidade da solucéo é
superada, o veértice do cone forma um jato continuo de fluido, no
sentido de uma zona de potencial inferior (Greiner, Wendorff, 2007),
observado na figura 2. Esta regido de potencial inferior representa, no

processo, um anteparo coletor de fibras.

REGIAO DE
ESPALHAMENTO

CONE DE TAYLOR
»

SEGMENTO LINEAR

Figura 2 — Modelo ilustrativo da formacao de nanofibras confeccionado para o presente
trabalho
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E com relacdo ao comportamento do polimero sob a
eletrofiacdo, entende-se que 0 processo estd submetido a trés
principais grupos de fatores de interferénica, como pode ser visto na
figura 3: as propriedades da solucdo, tenséo superficial e viscosidade;
0s parametros do processo, distancia entre seccdo do capilar metélico
e coletor, tensdo elétrica e razdo de fluxo e os pardmetros ambientais,

temperatura e umidade relativa do ar.

. Distancia
Tensao
— S entre agulha Temperatura
Superficial
e coletor
Tens3o Umidade
— Viscosidade e Relativa do
Elétrica
Ar
Razdo de
Fluxo

Figura 3 — Fatores de interféncia ao processo de eletrofiacdo

A exemplo disso, sabendo-se que o grau de extenséo
das moléculas poliméricas depende de fatores como a temperatura, e
que uma fibra polimérica de 50nm de diametro tem cerca de 10000
moléculas poliméricas atravessando toda sua seccdo, onde 3% dessas
localizam-se em sua superficie (Reneker, Chun, 1996), entende-se a
influéncia que os fatores de interferéncia podem ter na conformacéao

estrutural das nanofibras.
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2.3 Quitosana

A quitosana é um biopolimero natural, resultado da
desacetilacdo da quitina, um polissacarideo (Figura 4) sintetizado em
larga escala por organismos vivos, sendo o polimero mais abundante
na natureza, depois da celulose, e € encontrada em componentes
estruturais do exoesqueleto de artropodes ou nas paredes celulares de

fungos.

CHy

NH

CH.OH
oH d
n

Figura 4 — Estrutura quimica de uma molécula de Quitina.

Nesse mesmo contexto, a quitosana apresenta-se
também como um polissacarideo cristalino (Figura 5) (Madihally,
Matthew, 1999; Rogovina et al., 2001), com alta aplicabilidade em

diversas areas e € obtida através da desacetilacdo de sua precursora.

CH3
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" c=0
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Figura 5 — Estrutura quimica de uma molécula de Quitosana
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Com  propriedades Unicas de biodegradacéo,
biocompatibilidade, potencial antimicrobiano e de cicatrizagdo, esse
polimero é amplamente utilizado na producdo de biomateriais (Kim et
al., 2005; Rogovina et al., 2001; Shahzad et al., 2015), respaldando
assim, aplicacbes medicas e farmacéuticas sob uma segura interacao
com organismo humano (Kumar et al., 2004).

Quanto a sua atividade antimicrobiana, dois
mecanismos principais tém sido relatados na literatura para explica-la.
No primeiro, a quitosana carregada positivamente interagiria com
grupos carregados negativamente na superficie das células, alterando a
sua permeabilidade. O segundo mecanismo envolve a ligacdo da
quitosana com o0 DNA celular (atraves de grupos amina protonados), o
Chen, 2008; Sudarshan et al., 1992).

Outra caracteristica importante é a sua capacidade de
ser moldada, tais como em estruturas porosas, adequadas para 0
crescimento para celular, atribuindo a quitosana o poder de aplicacdes
biomédicas (Sionkowska, 2011).

O processo de obtencdo dessa substancia se inicia pela
extracdo de proteinas de crustaceos (carapacas de caranguejo, cascas
de camardo) ou membranas celulares de fungos. Em seguida, séo
removidos componentes de célcio, originando a quitina, que é entdo
desacetilada, resultando numa poli-glucosamina, com um grupo amina
ativo (Malette et al., 1983).

Ja para ser considerada quitosana, a quitina

desacetilada deve conter pelo menos 60% de residuos de glucosamina
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- correspondendo a um grau de desacetilacdo de 60% (Acosta et al.,
1993; Croisier, Jéréme, 2013; Madihally, Matthew, 1999).

A influéncia desse grau de desacetilacéo fica evidente
em estudos que observaram sua relacdo diretamente proporcional com
a fragilidade de seus filmes (Chatelet et al., 2001) e sua
biocompatibilidade (Foster et al., 2015), além de sua relacdo
inversamente proporcional a sua resisténcia mecanica (Wenling et al.,
2005).

Quanto ao proprio processo de desacetilacdo, entende-
se que a reacdo gera um polimero com distribuicdo dos grupos acetil
determinada pela fonte da quitina e pelas condi¢cbes do proprio
processo, conduzido por hidrolise quimica, sob ambientes alcalinos ou
por hidrolise enzimatica (Brugnerotto et al., 2001; Madihally,
Matthew, 1999).

Ja sob o contexto de hidrdlise, o estudo de Homayoni e
colaboradores (2009), que expds a quitosana a uma mistura de NaOH
por até 48h, concluiu que a reducdo do peso molecular e a viscosidade
em fungdo do tempo apresentaram-se de forma linear, tendéncia que
pode ser explicada pelo papel do NaOH numa maior desacetilacéo e
despolimerizagédo, conduzindo a um aumento da carga positiva das
cadeias do polimero.

A quitosana € normalmente insolivel em solucbes
aquosas com pH acima de 7, mas, em &cidos diluidos (pH<6), 0s
grupos amina livres sdo protonados e a molécula se torna soltvel
(Madihally, Matthew, 1999).
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Essa solubilidade também depende de outros fatores
como grau de desacetilacdo, por causa da maior quantidade dos
grupos amino, gerando maior repulsdo eletroestatica entre as cadeias e
consequentemente maior solvatacdo de agua, distribuicdo dos grupos
acetil ao longo da cadeia polimérica e grau de polimerizacdo
(Brugnerotto et al., 2001; Fan et al., 2009).

Tambem ¢é sob solugdes acidas, que a quitosana se
caracteriza como um policétion, por causa da protonacdo de seus
grupos amina, formando complexos ionicos (Madihally, Matthew,
1999), interagindo com uma ampla variedade de espécies anionicas,
tais como lipidos e proteinas (Kim et al., 2007; Madihally, Matthew,
1999; Pavinatto et al., 2010; Takahashi et al., 1990).

Ja sob o contexto da eletrofiacdo de quitosana, sao
relatados na literatura alguns exemplos de nanofibras de quitosana
pura, sintetizadas a partir de solucdes de acido trifluoroacético (TFA)
e diclorometano (DCM) (Ohkawa et al., 2004; Sangsanoh, Supaphol,
2006).

Foi sugerido (Ohkawa et al., 2004) que 0Ss grupos
amina da quitosana formam sais com o TFA (Hasegawa et al., 1992),
que destroem as interacdes entre as suas moléculas e facilitam o
processo de eletrofiagdo. Além disso, empregando-se um solvente
organico volatil ao sistema, como o0 DCM (Ohkawa et al., 2004),
constata-se maior homogeneidade nas fibras, do que sob o uso unico
do TFA (Croisier, Jerome, 2013).

Entende-se que uma maior uniformidade estrutural

pode ser inserida quando utiliza-se dois solventes, um polar e um
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apolar (Bhattarai et al.,, 2005). Abordagens semelhantes foram
relatadas ao se utilizar co-solventes polares ou ndo polares para
melhorar a capacidade de eletrofiacdo de solucdes poliméricas
(Bhattarai et al., 2004; Jayaraman et al., 2004; Jiang et al., 2004).

Entende-se que o TFA puro contribui para evaporacdo
incompleta do solvente durante o trajeto do capilar ao anteparo
coletor, formando descontinuidades nas fibras, os chamados
“beads”(Fong et al., 1999), e o DCM, mais volatil aumenta a
volatilidade geral da solucédo, otimizando a eletrofiacdo, diminuindo
essas falhas (Andrade, 2012; Moore, Roberts, 1980).

Considerando-se que a viscosidade dessa solucdo é
caracteristica das interacdes intermoleculares entre as cadeias do
polimero, a elevada viscosidade da solucdo de quitosana € devido a
forte ligacdo hidrogénio entre grupos NH, e OH dessas cadeias
(Bhattarai et al., 2005).

E desse modo, também entende-se que as
concentragdes do polimero podem influenciar o processo, sendo que
sob concentracdes baixas, as solugdes ndo contem material suficiente
para produzir fibras solidas estaveis e com concentragfes muito altas,
0 numero de associacdes entre cadeias de moléculas de quitosana na
solucdo formam uma estrutura altamente viscosa, tornando a solugéo
néo eletrofiavel (Bhattarai et al., 2005).

Também durante esse processo de eletrofiacdo, admiti-
se gque a natureza carregada da quitosana faz com que as nanofibras
sejam atraidas para o anteparo coletor primordialmente na regido
central (Li, Hsieh, 2006).
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2.4 Hidroxiapatita

A fase mineral do o0sso pode ser caracterizada,
principalmente, por um fosfato de célcio, a hidroxiapatia (HAp),
apresentada sob a forma de nanocristais que variam de 25 a 50nm
(Velasco et al., 2015; Weiner, Wagner, 1998).

Os cristais de nanohidroxiapatita (nHAp) -
Ca;0(PO4)s(OH), - apresenta semelhanca quimica e cristalografica com
tecido 6sseo natural, respaldando o crescente interesse nas pesquisas
de nHAp sintética para aplicacdes biomedicas, como um biomaterial
direcionado a regeneracdo de tecido 0sseo (Habraken et al., 2007,
Hutmacher et al., 2007; Sanosh et al., 2009).

Os controles do tamanho de poro e da densidade séo
importantes, uma vez que matrizes porosas permitem crescimento
0sseo, 0 que leva a maior resisténcia do conjunto implante e o0sso. A
nHAp sintética

A nHAp sintética é biocompativel, ndo produzindo
toxicidade local ou sistémica (Piecuch et al., 1984), ndo apresenta
caracteristicas carcinogénica ou alergénica e promove crescimento
fibro-vascular e 6sseo em seus locais de implante (Arakaki et al.,
1995; Cook et al., 1988; Frame et al., 1987; Jarcho, 1992; Najjar et al.,
1991; Piecuch et al., 1984).

Muitas nHAp sintéticas s&o utilizadas em animais e no
homem para preencher defeitos 0sseos, oriundos de processos
traumaticos (Wijs et al., 1993a; Wijs et al., 1993b; Yamaguchi et al.,
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1995).

No contexto de sintese de nHAp, a literatura relata
diversos métodos, como as técnicas de plasma (Paschalis et al.,
1995), de condicGes hidrotérmicas (Yamasaki et al., 1990),de
cristalizagdo de sol-gel (Tanahashi et al., 1992), mecano-quimicas
(Toriyama et al., 1996) e sono-quimicas (Kim, Saito, 2001).

Utilizou-se no presente estudo, o0 método quimico de
precipitacdo aquosa, envolvendo solubilizacdo dos sais reagentes em
agua, sob o ultrassom, otimizando as reacdes de precipitacdo em meio
liquido(Barbosa et al., 2013; Capote, de Castro, 2007).
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3 PROPOSICAO

Obijetivou-se, com o presente estudo, a sintese e,

posteriormente, a analise da influéncia da inclusdo de nHAp nas

nanofibras de quitosana sob os aspectos morfologico/topografico e

fisico-quimico, dentre especificas combinacdes de parametros de

eletrofiacao.

Sob este contextoas hipoOteses de pesquisa desse

trabalho sdo:
a)

b)

a adicdo de nHAp influencia os aspectos
morfoldgicos (didmetro médio) e
topogréaficos (perfilometria e AFM) das
mantas de nanofibras de quitosana;

a adicdo de nHAp influencia o aspecto
fisico-quimico  (espectroscopias, DRX,
angulo de contato, taxa de degradacao,
termogravimetria) das mantas de nanofibras

de quitosana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Producao das soluc¢bes poliméricas

4.1.1 Solucéo de quitosana Pura (Ch)

Solucdo de quitosana a 7% (m/v) foi preparada
dissolvendo-se0,7g de quitosana de peso molecular médio (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA) (Lote#SLBH2747V), respectivamente, em
7ml de Acido Trifluoracético (TFA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
EUA/ Lote#SHBF6609V) e 3mLde Diclorometano (DCM) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA/ Lot#STBF0286V).

Inicialmente dissolveu-se a quitosana gradativamente
ao TFA, posicionando o conjunto num agitador (IKA RH Basic,
Staufen, Alemanha) sob a temperatura de 30° C e velocidade de
300rpm. Posteriormente adicionou-se o DCM gradativamente. O

conjunto foi mantido sob agitacdo constante por 12h.



4.1.2 Andlise da densidade e tensédo superficial da solucéo

Para esta andlises utilizou-se o tensidmtero digital
Easydyne (K20, Kruss, Hamburg, Alemanha), que analisou,
respectivamente, a densidade e a tensdo superficial de 20 mL de

solucédo Ch.

O método do anel foi utilizado para a medicdo da
tensdo superficial, onde um anel esférico € suspenso num
dinamodmetro, paralelo a superficie da solugdo presente num copo do
tipo “becker” apoiado numa base de altura ajustavel. Apds a imersao
completa do aparato (aproximadamente 1mm) este é suspenso,
mensurando-se a forga (AF) exercida sobre o anel no momento em que

uma lamina de solucdo, delimitada pelo perimetro do anel, se rompe.

A anélise de 20mL de solucdo apresentou uma
densidade de 3,782 g/mL e tensdo superficial de 13,920,07mN/m.

4.1.3 Obtencéo de nanoparticulas de Hidroxiapatita (nHAp)
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A obtencdo de cristais de nHAp, no presente estudo,
utilizou 0 método de precipitacdo aquosa (Barbosa et al., 2013) e foi
realizada no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da
Univap de Séo José dos Campos.

Neste processo, preparou-se 100mLde Ca(NOs),.4H-0,
0,167M, e 100mLde (NH4;)H,PO,4 0,1M, acrescentando-se NH,OH as
duas solucOes para manutencdo do pH 10. Pelas proporgdes iniciais do
rendimento teorico, razdo Calcio/Fosforo igual a 1,67.

A partir disso, o precipitado foi submetido a irradiacao
ultrassonica por 30min (Ultrasonic Processor 500 W;20 kHz; 13 mm
probe; model: SO-VCX-500, SONICS), dando manutencdo a cada
10min o pH 10. As suspensdes resultantes foram envelhecidas por
120h. Posteriormente foram filtradas, lavadas com &gua e secas a
60°C durante 4 h.

4.1.4 Solucéo de quitosana com adi¢do de nHAp (ChHa)

Para a confeccdo da solucao de quitosana com nHAp,
dissolveu-se 0,7g de quitosana em 7mL de TFA, sob constante
agitacdo e temperatura de 30°C.

Preparou-se 04 diferentes solugdes, dispersando-se,
separadamente, 0,05g; 0,1g; 0,15 e 0,2g de nHAp em 3mL de DCM,

juntando-se, posteriormente, a solucdo de 0,79 de quitosana em
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7mLde TFA efoi verificado que a concentracdo de 0,5% (m/v) de

nHAp foi a Unica que produziu fibras.

4.2 Eletrofiacéo

4.2.1 Eletrofiacdo de Ch

Apols 12h sob agitacdo, a solucdo Ch foi colocada
numa seringade plastico de 5mL(BD, Juiz de Fora, MG, Brasil) com
uma agulha metélica sem bisel de 0,7 mm (INJEX, Séo Paulo, SP,
Brasil) e submetida ao processo de eletrofiacdo, sob diferentes
combinacdes de trés diferentes parametros: distancia (10-20cm),
tensdo (10-25kV) e fluxo(0,1-1mL/h) como pode ser visto no Quadro
1.

Quadro 1 — Parametros utilizados para tentativa eletrofiagéo de Ch

Distéancia 10cm 12cm 15cm 18cm 20cm

Tensao 10kV 12kV | 15kV 17kV 25kV

Razao de fluxo | 0,2mL/h 0,3mL/h | 0,5mL/h | 0,8mL/h | ImL/h




As nanofibras foram coletadas em temperatura
ambiente, 25°C, e umidade relativa de 30%, em um anteparo coberto

por uma folha de aluminio, como visto na figura 6.

Figura 6 — Procedimento de eletrofiacdo de solucéo Ch.

4.2.2 Eletrofiacdo de ChHa

Apbs 24h de agitacdo, a solucdo ChHa foi colocada
numa seringa com uma agulha de 0,7mm e submetida ao processo de
eletrofiacdo (Figura 7), sob as mesmas variaveis dos trés diferentes

parametros as quais a solucdo Ch foi submetida.
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Figura 7 — Procedimento de eletrofiacdo de solu¢do ChHa.

4.3 Caracterizacdo das mantas de nanofibras

Para caracterizacdo das mantas de nanofibras de
quitosana, dois blocos diferentes de analises, um de caracterizacao
morfoldgica e topografica e um de caracterizagdo fisico-quimica,

foram realizados.
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4.3.1 Caracterizacdo morfologica e topografica

As analises de caracterizagdo morfologica e
topografica foram realizadas com o intuito de se conhecer e
caracterizar a conformacdo superficial das mantas de nanofibras, ja
que este aspecto influencia sua interagdo com o0 meio. Pois
determinando-se a conformacdo interface superficial, limitam-se 0s
parametros de comportamento do material para com o substrato ao

qual sera exposto.

4.3.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras obtidas a partir da eletrofiacdo, que
proporcionaram aparente formacao de nanofibras, tanto da solucdo Ch
quanto da solucdo ChHa foram analisadas no microscépio eletrénico
de varredura (MEV) para a averiguacdo da qualidade da fibra gerada,

presenca ou auséncia de defeitos.

Dessa forma, as amostras que macroscopicamente ndo
apresentaram um precipitado minimo no coletor de folha de aluminio

foram descartadas.
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Para isto, a superficie das amostras selecionadas foram
fixadas num suporte e revestidas com uma fina camada de ouro sob
baixa pressdo atmosférica (SC7620 'Mini" Sputter Coater/Glow

Discharge System, Emitech, East Sussex, RU).

Apbds foram realizadas micrografias (Inspect S 50, FEI
Company, Brno, Republica Tcheca) operando sob alto vacuo, 15-25
kV, e spot de 5,0 (Figura 8).

Figura 8 — Microscopio Eletronico de Varredura.

4.3.1.2 Analise do diametro médio das fibras
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O diametro médio das fibras foi analisado por meio do
software de analise de imagem, Imagel (Versdo 1.440, National
Public of Health) com as imagens obtidas a partir do MEV.

Para tanto, foram selecionados quatro amostras que
apresentaram efetiva formacéo de fibras, duas do grupo Ch e duas do
grupo ChHa, cada qual originada a partir de uma combinacéo
especifica de parametros de sintese.

Optou-se pelas amostras com maior coincidéncia de
parametros de sintese entre si, no caso, o de fluxo e a tenséo aplicada,
além deuma entre 0s grupos, no caso, a distancia.

O Quadro 2 apresenta os espécimes finais, sob as

determinadas combinacdes de parametros, analisados.

Quadro 2 — Espécimes obtidos para analise de diametro das fibras: A-
Ch, B-Ch, C-ChHa e D-ChHa.

38

Grupo Combinacéo efetiva de Espécime
parametros
(Ch) 0,3mL/h-12cm-10kV(A) A-Ch
(Ch) 0,3mL/h-15cm-10kV(B) B-Ch
(ChHa) 0,5mL/h-12cm-17kV(C) C-ChHa
ChHa) 0,5mL/h-15cm-17kV(D) D-ChHa




A partir de 02 micrografias de cada espécime realizou-
se 05 mensuracbes de diametro em 02 diferentes regides, sendo
portanto, 25 analises de cada imagem e 50 andlises de cada espécime.
Totalizando, ao final, 200 mensuracdes.

As medias das variaveis avaliadas foram comparadas
pela Anédlise de Variancia (ANOVA) 1-fator, seguida pelo teste de
Tukey (P<0,05).

4.3.1.3 Anélise perfilométrica

O perfilometro fornece em suas analises, imagens
tridimensionais da superficie do material estudado, sendo sensivel a
escala micrométrica, possibilitando assim, uma analise de rugosidade
superficial.

Este aparato funciona a partir do principio de
interferéncia dptica, onde um feixe de luz é gerado e dividido em duas
partes, uma incide sobre uma superficie plana (referencial) e a outra é
direcionada a superficie da amostra, posteriormente ambas séo
refletidas ao detector. O padrao de interferéncia gerado pela diferenca
entre os caminhos oOpticos dos feixes € analisado pelo detector,
gerando informacgbes sobre a morfologia da superficie da amostra
(Grove et al., 1989).

39



As informacdes relativas aos eixos X-y sdo obtidas por
um microscopio optico enquanto as relativas a altura sédo captadas por
interferéncia optica.

Para as analises deste estudo foi utilizado o
Perfildmetro Optico (Wyko NT 1100, Veeco, Plainview, NY, EUA),
do Laboratorio Associado de Sensores e Materiais Instituto de

Pesquisas Aeroespaciais (LAS/INPE).

4.3.1.4 Microscopia de Forgca Atdmica

A Microscopia de Forca Atomica (AFM — Atomic
Force Microscopy) permite uma analise tridimensional da topografia
da superficial das amostras, baseando-se na incidéncia de um laser
sobre uma ponta de alguns angstroms acoplada a um cantilever
flexivel e refletor. Desse modo, durante uma varredura horizontal da
superficie do material, uma imagem é formada, a partir da variacdo da
luz refletida pelo cantilever devido a rugosidade da amostra (Brundle
etal., 1992).

Para este estudo foi utilizado o AFM (Veeco
Multimode V, Veeco Instruments, Plainview, NY, EUA), no LAS/
INPE sob no modo de contato intermitente, com uma ponta de silicio

dopado com antimdnio, em todas as amostras. Neste modo, a ponta
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ndo toca a superficie do material, sendo atraida e movida por forcas de
Van der Waals.

4.3.2 Caracterizacgéo fisico-quimica

4.3.2.1 Espectroscopias: EDS e FTIR

A espectroscopia estuda a interacdo da radiagéo
eletromagnética com a matéria, podendo determinar os niveis de
energia de atomos ou moléculas e obter informacGes sobre a estrutura
molecular e as ligacdes quimicas. Nas moléculas, a regido espectral
onde as transicbes sdo observadas depende do tipo de niveis
envolvidos: eletrbnicos, vibracionais ou rotacionais (Guimaraes,
2011).

A energia total de uma molécula é a soma das energias
eletrbnica, que aparecem nas regides do ultravioleta; vibracional, que
aparecem na regido do infravermelho e rotacional, que aparecem na

regido das micro-ondas (Sala, 1996).

Os niveis energéticos de uma molécula, quando

comparados entre si, mostram valores bem diferentes. Isto faz com



que cada espectro possa ser estudado separadamente (Guimardes,
2011).

Para isso, utilizou-se para analises da amostras as
técnicas de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e
espectroscopia no infravermelho com acessorio de de refletancia total
atenuada (ATR-FTIR).

O EDS foi utilizado para uma anélise qualitativa da
composicdo quimica das amostras com um detector instalado na

camara de vacuo do MEV.

Nesta analise, um feixe de elétrons incide sobre um
material e os elétrons mais externos dos atomos e 0s ions constituintes
sdo excitados, mudando de niveis energeticos. Ao retornarem para sua
posicdo inicial, liberam a energia adquirida a qual é emitida em
comprimento de onda no espectro de raios-x. Como os elétrons de um
determinado atomo possuem energias distintas, é possivel, no ponto
de incidéncia do feixe, determinar quais 0s elementos quimicos estéo
presentes naquele local e assim identificar em instantes que mineral

esta sendo observado.

Ja 0 FTIR permite analise de fenémenos fisicos e
quimicos, cujas energias estdo relacionadas com longos comprimentos
de onda. Esses efeitos, de energias compreendidas na regido do
infravermelho, influem diretamente nas condutividades elétrica e
térmica, além de propiciarem informacdes sobre estrutura e

composicdo do material (Rodrigues, Galzerani, 2012).
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A partir da passagem de uma radiacdo infravermelha
através de um material o espectro infravermelho € obtido,
determinando qual a fracdo da radiacdo incidente é absorvida ou
transmitida, sendo que essa interacdo representa mudancas nos dipolos

moleculares, associados avibracgdes e rotagoes(Guimaraes, 2011).

Tambem podem ocorrer as vibracOes, correspondentes
aos movimentos de alongamento e de flexdo que os atomos de uma
molécula podem sofrer a partir da variacdo de seus proprios
comprimentos de ligacdo uns com o0s outros. Para uma molécula
diatbmica, por exemplo, apenas sdo possiveis vibracdes
correspondentes ao alongamento ou & compressdo. Isto representa um

grau de liberdade vibracional (Guimarées, 2011).

A referida analise foi realizada no IP&D da Univap
utilizando o equipamento de FT-IR (Spotlight 400 — Perkin-Elmer) no
modo ATR na regido de 4000 — 500cm, 32 varreduras e resolucéo de

4 cml,

4.3.2.2 Analise de difratometria de Raios-X

A Difracdo por raios-X é uma técnica ndo destrutiva
utilizada para identificar a cristalinidade das fases presentes nos

materiais e medir propriedades estruturais, como estados de tens&o,
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tamanho de grdos, composicdo de fases, defeitos estruturais e

orientacOes preferenciais dessas fases (Brundle et al., 1992).

Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para
determinacdo da cristalinidade, baseando-se na interagcdo dos raios-X

com 0s atomos da rede cristalina dos materiais.

Quando um feixe de raios-X é incidido sobre uma
superficie, este é difratado pela trama cristalina presente, de acordo
com cada tipo de material,sob um padrédo de difragdo, permitindo

identificacdo de fases cristalinas.

Para o presente estudo, foi utilizado um Difratdmetro
de Raios-X de Alta Resolu¢do (GIXRD; Philips X pert PRO MRD,
Almelo, Holanda) no LAS/INPE. O sistema utilizado foi equipado
com um raio-x CuKa (A = 0,154 nm), onde o angulo de incidéncia

(6mega) foi fixada em 2°, enquanto o angulo de detecgdo de 20 foi
variada de 20° a 90°.

4.3.2.3 Analise da molhabilidade utilizando a técnica de angulo de
contato

Quanto ao angulo de contato da superficie de um
material, entende-se que sua caracteristica de molhabilidade integra-se

ao comportamento de uma gota de agua sobre a qual, para (6 = 0)
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entende-se como uma superficie hidrofilica, para (90°< 6 < 0°)
superficie ¢ predominantemente hidrofilica, para (90°< 6 < 180°) a
superficie é predominantemente hidrofébica e para (6 = 180°) a

superficie é totalmente hidrofobica (Kwok, Neumann, 1999).

O angulo de contato das superficies foi analisado por
meio de um Gonidmetro optico (TL 1000 — Invoiced freight, Theta
Lite, Attension, Lichfield, Staffordshire, RU), onde uma seringa de
vidro do sistema (Gastight Syringes #1001 — 1mL, Hamilton, Reno,
Nevada, EUA) deposita uma gota de agua destilada sobre a superficie
da amostra. Foram utilizadas oito amostras: duas A-Ch, duas B-Ch,
duas C-ChHa e duas D-ChHa. Uma série de imagens (30 imagens por
segundo) é gravada pela camara do equipamento por 15seg. O
software OneAttension (Biolin Scientific, Lichfield, Staffordshire,
RU) calcula os valores médios para cada amostra a partir das imagens
obtidas.

4.3.2.4 Taxa de degradacao

Quatro pedacos de mantas (1cm x 1cm) foram imersas
em solucdo tampdo fosfato salina (PBS) esteéril (pH = 7,4), dentro de
tubos de ensaio fechados, sob agitacdo, a 37°C e seriam removidas

semanalmente por 2 meses.
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Ao final de cada periodo de incubacdo, as membranas
foram removidas da solucdo tampé&o e lavadas com agua deionizada
(DI) a 40°C e mantidas em DI por 1 hora para remover a maior

quantidade possivel de solugdo tampéo.

4.3.2.5 Analises térmicas

As técnicas de analises térmicas, tais como
Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial Exploratoria
(DSC), apresentam-se como técnicas analiticas de monitoramento de
alteracbes fisicas e quimicas de materiais, quando estes s&o
submetidos a variagOes de temperatura (Appelqvist et al., 1993; Ratto
et al., 1995). Estes métodos sdo passiveis de serem ilustrados
graficamente, com curvas que podem auxiliar na avaliacdo de
mudancas de composicdo, estrutura quimica e arquitetura molecular
(Neto et al., 2005).

A técnica do DSC permite a analise de eventos
térmicos, avaliando-se a variacdo do fluxo de calor em funcdo da
temperatura, a qual é diretamente proporcional @ mudanca de energia
interna da amostra (E. F. Lucas et al., 2001). Algumas destas
modificacdes podem envolver perda de massa do material, como por

exemplo, a perda de umidade e decomposicdo, as qual pode ser
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mensurada quantitativamente via TG (Morgado, 2009; Neto et al.,
2005).

Para as analises das amostras deste trabalho, foi utilizado
equipamento DSC (Q20-TA Instruments, New Castle, DE, EUA).
Foram preparadas amostras de 5mg, previamente prensadas em
cadinho de aluminio e que, juntamente com uma amostra de
referéncia, foram submetidas a ciclos de aguecimento térmico na faixa
de -10 a 200°C, a uma taxa de 10°C/min.

Sob esse contexto, avaliou-se as propriedades térmicas
da quitosana pura, quitosana eletrofiada (Ch eletrofiada) e Ch
eletrofiada acrescida de nHAp (ChHa eletrofiada), sabendo-se que as
propriedades desse polimero dependem de caracteristicas como
origem, grau de acetilacdo, cristalinidade e massa molar média
(Morgado, 2009).

A técnica de Termogravimetria analisa a variacdo da
massa de uma amostra em fungcdo da temperatura, sob uma
programacéo controlada, permitindo compreender as alteracdes que 0
aquecimento e/ou resfriamento podem provocar na massa do material.
As curvas termogravitericas fornecem informacdes quanto a

estabilidade térmica das amostras (Morgado, 2009).

No presente estudo, utilizou-se 0 equipamento
Shimadzu modelo TGA-50TA. As amostras (6-8 mg) foram
acondicionadas em uma panela de platina e aquecidas de 25 °C a 900
°C (10 °C min), em atmosfera de N, (fluxo de 50 mL™?).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo morfoldgica e topografica

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Sob a analise em MEV pode-se verificar que a melhor
qualidade de sintese de nanofibras ocorreu sob uma umidade relativa
do ar de 30%, como pode ser obervado na figura 9 das amostras Ch e
na figura 10 das amostrasChHa.

A figura 9 evidencia tanto em A-Ch quanto em B-Ch,

formacéo de fibras sem significativas descontinuidades ou defeitos.
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Figura 9— Micrografias (1000x aumento) de nanofibras sintetizadas a partir de solucéo
Ch, sob umidade relativa do ar 30%, onde A-Ch) 0,3mL/h, 12cm, 10kVeB-Ch)0,3mL/h,
15cm, 10kV.

Na firgura 10 é possivel observar que as amostras
sintetizadas a partir da solucdo ChHa apresentam, independentemente
dos parametros de eletrofiacdo, formacao de descontinuidades como

beads.
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Figura 10— Micrografias de nanofibras (2000x aumento) sintetizadas a partir de solucéo
ChHa, sob umidade relativa do ar 30%, onde C-ChHa) 0,5mL/h, 12cm, 17kV e D-ChHa)
0,5mL/h, 15cm, 17kV.

Ja sob condi¢bes muito Umidas (60%) o processo de
sintese ndo foi efetivo, como mostra a Figura 11, evidenciando que
tanto para Ch, quanto para ChHa a umidade relativa do ar deveria ser
menor.

50



Figura 11 —Micrografias obtidas a partir de eletrofiacdo de solu¢bes Ch e ChHa

respectivamente, sob umidade relativa do ar 60%.

5.1.2Analise diametro médio de fibras

A estatistica descritiva dos valores de diametro de
fibras segundo os pardmetros de sintese séo apresentados na tabela 1 e
tiveram representacgéo gréfica, figura 12 e 13.
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Tabela 1 — Medida de tendéncia central (média) e de dispersao (desvio
padrdo) dos valores de didmetro médio de fibras (hnm), segundo as
condicGes experimentais

A-Ch B-Ch C-ChHa D-ChHa
N 50 50 50 50
Média 618 763 394 324
DP® 162 190 86,3 103
CV (%)@ 26,30 24,94 21,94 31,88

WDP - Desvio Padréo; @CV — Coeficiente de variacio

(o]
=4

1500+ 1500+

1000 1000+

G
=
& 500+
- %
==
ACh  B<Ch

500+

Diametro (nm)
Diametro (nm)

-

-

A-Ch B-Ch C-ChHa D-ChHa C-ChHa D-ChHa

Figura 12 —a) Gréfico de colunas (médiatdesvio padrdo) e correspondente b) Diagrama
de caixa (box plot) dos valores de didmetro das fibras.

Pode-se verificar que as médias de didmetro de fibras
variaram de 324 (D-ChHa) a 763nm (B-Ch); tiveram dispersao
relativa (CV%) de 25 a 30%, e, ainda que ndo houve sopreposicéao de
faixa interquatil entre A-Ch e B-Ch em relacdo a C-ChHa e D-ChHa.

Ja na Figura 13 a distribuicdo dos valores medidos é
apresentado na forma de histogramas.
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5.1.3 Analise perfilométrica

A partir da analise perfilométrica verificou-se média
Ra de 9,22um=1,94 para Ch e 2,92um=0,29 para ChHa, apresentando
diferenca estatistica significante entre elas (p = 0,0052).

A figura 14 apresenta as imagens obtidas de uma
amostra A-Ch e B-Ch, onde se faz possivel analisar imagens em 2D (a
direita) e em 3D (a esquerda).

As imagens A-Ch apresentam picos de até 35.3um e

vales de 58um, enquanto B-Ch picos de até 36um e vales de 69um.

A-Ch

- 353

Figura 14 - Andlise perfilométrica de A-Ch e B-Ch, a direita, imagensem 2D e &

esquerda imagens em 3D.
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Ja figura 15 apresenta as imagens obtidas a partir de
amostras C-ChHa e D-ChHa, onde C-ChHa apresenta picos de até

30.1um e vales de 12.4um e D-ChHa apresenta picos de até 37.6um e
vales de 13.2um.

Figura 15 - Anélise perfilométrica de C-ChHa e D-ChHa, a direita, imagens em 2D e a
esquerda imagens em.
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5.1.4 Microscopia de Forga Atémica

As amostras de quitosana pura eletrofiadas e com
adicdo de nHAp revelaram diferencas significativas em sua
topografia.

A figura 16 evidencia uma superficie mais homogénea
e de clara evidenciagao de nanofibras com cerca de aproximadamente

0.6m.

00 1: Height e

Figura 16 - Andlise topografica em AFM de amostra CH eletrofiada.

Em contrapartida, a figura 17 apresenta uma superficie

irregular e rugosa, sem uma definida apresentacao de fibras.



Figura 17 - Anélise topografica em AFM de amostra ChHa.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica

5.2.1 Espectroscopias: EDS e FTIR

Com o EDS foi possivel verificar a presenca de nHAp
nas amostras ChHa por causa da presenca de Célcio em sua
composicao, diferentemente da amostra de Ch, como pode ser visto na
figura 18 e 109.
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Map data 104
SE,MAG: $000x HV: 20,0

cps/ev
Spectrum: Acquisition
El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[wt.%] [wt.%] [at.$] [wt.%]
C 6 K-series 17.30 18.90 40.20 3.38
&1 0 8 K-series 6.10 6.67 10.65 1.26
F 9 K-series 2.54 2.78 3.74 0.60
Al 13 K-series 40.45 44.19 41.84 1597
Au 79 L-series 25.13 27.46 3.56 0.97
Total 91.53 100.00 100.00
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Figura 18 - Resultados comprovando auséncia de Ca em Ch, onde A) Micrografia; B)
Mapeamento por EDS e C) Espectro obtido e composicao quimica por EDS.



cps/ev
Spectrum: Acquisition
104
El AN Series wunn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[wt.%] [wt.$%] [at.%] [wt.$]
] C 6 K-series 20.07 21.09 44.04 3.18
0 8 K-series 9.64 10.13 15.88 1.57
& F 9 K-series 5.33 5.60 7.40 0.92
1 Al 13 K-series 28.53 29.98 27.87 1.39
Ca 20 K-series 112 1.18 0.74 0.07
! Au 79 L-series 30.46 32.01 4.08 1.00
64 Total 95.14 100.00 100.00
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o
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4_Ca
24
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Figura 19 — Resultados comprovando presenca de Ca, componente da nHAp na amostra
ChHa, onde A) Micrografia; B) Mapeamento por EDS e C) Espectro obtido e composicéo

quimica por EDS.

Quanto as anélises do FTIR a figura 20 apresenta o

grafico com os resultados obtidos.
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nHAp

= Ch eletrofiada + nHAp
—— Ch eletrofiada
———Ch

Ex—=—

Transmitancia (u.a.)

T T T T Y. T X T 1 T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Figura 20 — Espectros de absor¢do no infravermelho para amostras de nHAp, quitosana

pura e fibraas Ch e ChHa eletrofiadas.

Ja na figura 21 pode-se identificar trés bandas de
transmitancia caracteristicos de Ch e ChHa eletrofiadas, 720, 800 e
840cm™,

840cm’ | |
i 800icm’’ 720icm’

Transmitancia (u.a.)

nHAp
! i ——Ch eletrofiada + nHAp
B 1 ; | ——Ch eletrofiada

v | ——Ch
1000 800 600

Numero de onda (cm™)

Figura 21 — Regido de bandas caracteristicas ChHa sob analise FTIR.



Quanto a analise de nHAp, verificou-se uma banda em
550 cm . JAem 1644 cm™ e 1552cm ! verifica-se absorbancia, como

visto na figura 22.

1644 cm™ 1552 ¢m?

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T T T T T y T M T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Figura 22 — Anélise isolada da amostra de nHAp em FTIR.

5.2.2 Analise difracdo de raios-X

Os resultados da analise de difracdo de Raios-X,
representada na Figura 23, apresentou picos caracteristicos para cada
material analisado: Ch (26 ~ 20°), Ch eletrofiada (26 ~ 20°), nHAp (26
~ 28°, 31°, 50°), ChHa eletrofiada (26 ~ 45°, 65°, 79°).
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Figura 23 — Gréfico representativo das analises de DRX.

O difratograma da manta de quitosana apresentou picos
tipicos de material semicristalinos, com pico largo em torno de 20 =
10° e 20 = 20°, assim como também pode ser observado em Ch.

A nHAp apresentou pico significativo em 30°, assim

como ChHa em 80°.

5.2.3 Analise da molhabilidade utilizando a técnica de angulo de

contato

O angulo de contato da a4gua destilada, para se testar a
hidrofilicidade das mantas ndo foi passivel de ser mensuravel por



causa da decorrente dissolucdo das mantas Ch e ChHa perante a

presenca da agua, como pode ser visto na figura 24.

el . ..

Figura 24 — Fotos representativas do comportamento da gota de &gua destilada sobre a
manta de nanofibras de quitosana.

5.2.4 Andlise da taxa de degradacgéo

As amostras submetidas a imersdo em solucdo PBS

sofreram imediata dissolucao.

5.2.5 Analises térmicas

A figura 25 apresenta as analises termogravimétricas
realizadas numa amostra de Quitosana em po de peso molecular
médio, Quitosana eletrofiada e Quitosana eletrofiada com adicédo de
nHAp. Enquanto que a Tabela 2 apresenta os estagios de perda de

massa das amostras.

64



100 (a) 0.002

0.000

80 -] .
Quitosana -0.002 4
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Figura 25 - (a) Curvas TG e (b) dTGs das amostras de quitosana, quitosana eletrofiada e
quitosana eletrofiada + NPs (taxa de aquecimento de 10°C min e atmosfera de N, a 50
mL™Y).

Os resultados foram compreendidos em diferentes
estdgios, o0 primeiro correspondente a perda de agua
absorvida/adsorvida, o segundo a decomposi¢Oes térmicas, até
alcancar a degradacdo maxima, sob uma temperatura maxima de
decomposicao.
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Tabela 2 - Estagios de perda de massa associados a evaporacdo de
agua absorvida/adsorvida e decomposicao obtidos pela analise das

curvas TG e dTG das amostras.

Amostra 1° Estagio 2° Estagio 3° Estagio
(perdade  (decomposicdo) (decomposicao)
agua)

Quitosana 25-168 °C 202-433 °C -
-5,04% -35,99%

Ch eletrofiada 25-118 126-280 °C 280-431°C
"C>9,04% —40,06% —24,03%

ChHa _ 25-120°C 125-288 °C 288-435 °C

eletrofiada 5100006  >40,15% >21,47%




6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos biomateriais assumiu
grande importancia na ciéncia atual e, nesse sentido, 0 presente
trabalho procurou caracterizar mantas de nanofibras de um polimero
antimicrobiano, a quitosana, obtidas através do processo de
eletrofiacdo com e sem a inclusdo de hidroxFiapatita qualificando-
sesuas propriedades morfoldgicas, topograficas e fisico-quimicas.

Inicialmente, constatou-se a influéncia dos parametros
ambientais a eletrofiacdo (Homayoni et al., 2009; Tripatanasuwan et
al., 2007), sendo quea padronizacdo da temperatura eda umidade
relativa do ar foi de extrema importancia para efetividade do processo.

A temperatura foi efetiva ao processo quando acima de
23°C. Ja em relacdo a umidade relativa do ar, apenas quando mantida
abaixo de 40% permitia 0 mesmo resultado.

De Vrieze e colaboradores (2009) assumem em seu
estudo, que a umidade pode modificar o didmetro das nanofibras,
dependendo da natureza quimica do polimero utilizado. E a variacéo
de temperatura também pode provocar este tipo de alteracdo, pois
associa-se a taxa de evaporacdo do solvente e a viscosidade da
solucéo.

A eletrofiagdo também demonstra-se sensivel as

variaveis intrinsecas do préprio sistema. Fong e colaboradores (1999),
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em 1999, observaram que quanto menor a tensdo superficial da
solugdo, menor € a formacdo de beads, estruturas polimeéricas que
provocam descontinuidades nas nanofibras.

Deitzel e colaboradores (2001) também constataram o
mesmo em relagéo a sistemas de solugdo agua/PEO. Isso porque, com
0 aumento da tensdo aplicada hd uma alteracdo da superficie a partir
da qual o jato da eletrofiacdo se origina, alterando a morfologia das
nanofibras. Além disso, também foi observado que sob baixas tensdes
as fibras eletrofiadas possuiam menos defeitos.

Quanto ao presente estudo, as solugcbes Ch e
ChHatambém apresentaram-se  sensiveis aos parametros de
eletrofiacdo, ja que constituicdes efetivas de fibras foram encontradas
sob combinacdes especificas de parametros (para Ch 0,3mL/h-12 ou
15cm-10kv e para ChHa 0,5mL/h-12 ou 15 cm-17kv).

Quanto a formacdo de beads, neste estudo,as
micrografias de MEV mostraram que todas as amostras obtidas a
partir de ChHa possuiam essas descontinuidades.

Tambemfoi possivel verificar que o diametro meédio
das fibras mostrou-se sensivel a adicdo de nHAp, ja que houve um
decréssimo significativo entre Ch e ChHa.

Caracteristica essa que pode decorrer pelo fato dos
cristais de nHApestabelecerem-se nos espacos intersticiais da
nanofibra, diminuindo seu volume, e pelo fato do diametro e a
cristalinidade dessas estruturas serem influenciados pelo momento da

cristalizacdo das cadeias poliméricas (Lim et al., 2008).
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Ja quanto a diferenca significativa entre A-Ch e B-Ch
pode dever-se ao fato de que com a diminuicdo da distancia entre a
agulha e o coletor aumenta-se a intensidade do campo elétrico, que é
responsavel por alongar as nanofibras durante o processo de

deposicéo, ocasionando a diminuicdo do didametro médio das fibras.

No que se diz respeito a topografia superficial das
mantas, a andlise perfilométrica forneceu imagens que mostraram
fibras de Ch melhor identificaveis do que ChHa. Ja pelo AFM foi
possivel constatar melhor homogeneidade e lisura de fibras de Ch em
compraracdo com a alta rugosidade de ChHa, possivelmente explicada

pela aglomeracéo dos cristais de nHAp.

A partir das anéalises de espectroscopia, confirmou-se
via EDS a incorporagdo efetiva de hidroxiapatita na ChHa e
consequentemente em suas nanofibras.

E a partir do FTIR foi possivel identificar bandas de
transmiténcia caracteristicas de Ch e ChHa eletrofiadas, revelando a
formacédo de sal TFA por 03 bandas 720, 800 e 840cm™, estas que,
segundo Chen e colaboradores (2012) , desaparecem apds tratamento
alcalino.

Dessa forma, também verificou-se a presenca de
grupos amina (-NHz*), verificado entre 1675 e 1540cm™*(Chen et al.,
2012).

No que diz respeito a nHAp, a vibracéo de flexdo OH"
apareceu como um pico fraco de baixa frequéncia na faixa dos 660

cm! assim como Jevti¢ e colaboradores encontraram em 669 c¢cm !
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(Jevti¢ et al., 2009; Mendes et al., 2012). Ja em 1644 cm™ verifica-se
absorbancia que pode ser atribuida a dois tipos de variac¢des, flexdo H-
O-H (4gua) e alongamento carbonila (C=0) (Mendes et al., 2012;
Tavakol et al., 2012).

A analise DRX demonstrou a similaridade dos picos
caracteristricos entre Ch e Ch eletrofiada e nHAp e ChHa eletrofiada,
comprovando neste caso a incorporagao da hidroxiapatita no material,
como visto em trabalhos como de Kong e colaboradores(Kong et al.,
2006) que encontraram, da mesma forma, picos de quitosana (20.305°,
29.96°) e de carbonato de hidroxiapatita (25.8°, 31.7°, 48.5°).

Essa presenca de cristais de nanohidroxiapatita pode
influenciar a topografia, e aumentar a proliferacdo e diferenciacdo de
células(Kong et al., 2006).

Sob a analise do angulo de contato superficial das
amostras de membranas de Ch e ChHa, ndo foi possivel obter angulos
estaveis, por causa de uma imediata embebicdo sofrida pelas
membranas na presnca de agua.

Bierbrauer e  colaboradores (2014) também
constataram que a gota de agua utilizada nesta anélise em filmes a
base de quitosana e TFA desencadeavam uma dissolucéo do espécime,
diferentemente dos filmes & base de quitosana e PFOA (Acido
perfluorooctandico) que apresentaram maior estabilidade de
superficie, atribuida ao fato dos grupos hidroxila quitosana, neste
caso, nao sofrerem modificacOes apds adicdo de PFOA(Bierbrauer et
al., 2014).

70



Assim sendo, entende-se que quando a quitosana é
dissolvida em TFA puro, um &cido muito forte, a dissolucéo se d& ndo
somente por umaprotonacdo dos grupos aminos como também por
esterificacdo, sendo que este produto esterificado € mais soluvel que a
quitosana por si so, além de que, através do FTIR comprovou-se a
presenca de sais de TFA, justificando-se a imediata embebicdo e
dissolugédo das mantas de Ch e ChHa.

Assim,0 teste de degradacdo também acabou
confirmando este fendmeno, sob a constatacdo de que as mantas

sofreram répida dissolucdo sob solucéo aquosa.

Por este motivo, entende-se que a escolha do TFA
como solvente da quitosana deve atentar-se para a estabilidade —
neutralizacdo e eliminacdo de TFA residual (Chen et al.,, 2012,
Sangsanoh, Supaphol, 2006) — de suas nanofibras eletrofiadas em
solugbes aquosas, caracteristica importante para uma futura
aplicabilidade no contexto de proliferacéo celular.

Ja quanto ao comportamento térmico, segundo Morgado (2009),
0 primeiro estagio da perda de massa da quitosana ocorre entre 25 °C e
110 °C, com uma perda de 6,4%; o0 segundo estagio ocorre entre
228°C e 417,6°C, com uma massiva perda de massa de 47,2% e
temperatura de decomposicdo maxima de 306°C (Morgado, 2009).
Estes resultados corroboram com os resultados observados no presente
trabalho, no qual o primeiro estagio de perda de massa apresentou-se
entre 25°C e 168°C, com uma perda de massa de 5,04% e o segundo
estdgio entre 202°C e 433°C, com perda de massa de 36% e

temperatura de decomposi¢do maxima de 308°C.
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Em relacdo a Ch eletrofiada, esta apresentou o primeiro estagio
de perda de massa no intervalo de 25°C a 118°C, com uma perda de
massa de 9,0%; um segundo estagio no intervalo de 126°C a 280°C,
com perda de massa de 40,1%; e um terceiro e Ultimo estagio, entre
280-431°C, com perda de massa de 24,0%.

Ao analisar a amostra de ChHa eletrofiada, observou-se o
primeiro estagio entre 25°C e 120°C, com perda de massa de 10,9%; o
segundo estagio, entre 125°C e 288°C, com perda de massa de 40,1%;
e um terceiro e Gltimo estagio, entre 288-435°C, com perda de massa
de 21,5%.

Ja a nHAp isolada apresentou 03 estagios de perda de massa,
nos intervalos de 25-120°C (perda de 4,58%), 120-390°C (perda de
5,78%) e 390-500°C (perda de 1,1%), todos relacionados a perda
quimica e fisica de agua. Ja entre 500-1000°C, a massa de nHAp
variou muito pouco (perda de 0,11%). Meejoo e colaboradores (2006)
observaram um estreitamento da banda de OH- (3500 cm?, FTIR)
quando nHAp foi submetida A altas temperaturas (> 800 °C). Além
disso, em altas temperaturas (> 600 °C), essa perda de massa pode ser
atribuida a decarboxilagéo da nHAp, liberando CO, e condensagéo
de HPO,? liberando agua (Meejoo et al., 2006).

Para Neto e colaboradores (2005), analisando uma quitosana
com 85% de grau de desacetilacéo, a caracteristica hidrofilica desse
polimero é parcialmente influenciada pela presenca de grupos amina,

0s quais sdo de vital interesse no contexto da dissolucdo desse

72



material em meio &cido e de resisténcia a degradacdo quimica e
bioldgica (Neto et al., 2005).

De fato, os grupos amina da quitosana sdo relatados como
residuos de D-glucosamina passiveis de serem protonados fornecendo
solubilidade em solucBes aquosas acidas diluidas, diferenciando-a da
quitina que apresenta pouca solubilidade (Leedy et al.,, 2011,
Pavinatto et al., 2010).

Estes mesmos grupos amina sdo reportados na formacéo de sal
quando associados ao TFA, destruindo as interagdes intermoleculares
entre as cadeias da quitosana e facilitando o processo de eletrofiacéo
(Hasegawa et al., 1992).
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7 CONCLUSAO

Dessa maneira, conclui-se que a adicdo de nHAp
influencia os aspectos morfoldgicose topograficos das nanofibras de
quitosana, pois diminui o seu diametro médio e aumenta sua
rugosidade superficial, o que pode alterar seu comportamento perante
aos tecidos, modificando o desenvolvimento e a proliferagéo celular.

Em contrapartida, os mesmos cristais de nHAp néo
influenciam de maneira significativa as caracteristicas fisico-quimicas

das mantas de nanofibras de quitosana.
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