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Resumo. No intuito de desenvolver novos materiais para obtencéo de arcaboucos para a engenharia de tecidos,
0 uso de blendas poliméricas se mostra bastante atraente por oferecer uma variabilidade de propriedades
fisico-quimicas, menor tempo de preparo e menor custo, quando comparado ao desenvolvimento de novos
polimeros. Recentemente, mantas formadas de nanofibras poliméricas tém sido utilizadas como arcabougos
devido a caracteristicas como elevada area superficial e alta interconectividade dos poros. Dentre as técnicas
utilizadas para produzir mantas fibrosas, a rotofiacdo apresenta maior eficiéncia. Neste trabalho, foram
utilizadas blendas poliméricas a base de Poli (Alcool Vinilico) (PVA) e Pululana para produgio de arcaboucos
fibrosos, sendo ambos os polimeros solubilizados em misturas de &gua e DMSO. A morfologia das nanofibras e
as propriedades térmicas foram analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
Termogravimetria Diferencial (DTGA), respectivamente. Mantas fibrosas foram obtidas, com o didmetro das
fibras variando de 316 nm a 946 nm, dependendo estreitamente das propriedades reoldgicas das solucGes
poliméricas.
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1. INTRODUCAO

A perda de pele é um dos problemas mais antigos do campo cirdrgico, e 0s
procedimentos utilizados com maior frequéncia para a regeneracdo de lesbes na pele
envolvem principalmente o uso de xenoenxertos, aloenxertos e autoenxertos (Halim, Khoo, &
Yussof, 2010; Leon-Villapalos, Eldardiri, & Dziewulski, 2010). Contudo, existem algumas
limitacGes para o uso destes procedimentos como falta de doadores, antigenicidade e a
extensdo das areas lesionadas (Rabbani, Yang, Park, Oh, & Yeum, 2016). No intuito de
superar estas limitacdes é proposto o uso dos chamados Equivalentes de Pele Humana (EPH).

Os EPHs sdo obtidos cultivando queratindcitos e fibroblastos sobre estruturas
organizadas chamadas de arcaboucos (Castellano et al., 2018; Joseph et al., 2019; Strassburg
et al., 2019). Os arcaboucos desempenham uma importante funcdo na mimetizacdo da matriz
extracelular, apresentando caracteristicas como biocompatibilidade, elevada porosidade,
biodegradabilidade e propriedades mecanicas adequadas (Rabbani et al., 2016; Rnjak-
Kovacina & Weiss, 2011).

Arcaboucos constituidos de nano/microfibras tém sido utilizados como curativos e para
cultivo de células epiteliais (Castellano et al., 2018; Joseph et al., 2019; Strassburg et al.,
2019). Uma variedade de técnicas sdo descritas para a obtencdo de nanofibras como separacao
de fases, auto-montagem, eletrofiacdo e rotofiagdo (Dhandayuthapani, Krishnan, &
Sethuraman, 2010). A rotofiacdo representa uma opcao para produzir fibras em larga escala.
Essa técnica baseia-se na formacdo de fibras em escalas nanométricas/micrométricas
utilizando da forca centrifuga, ndo necessitando de campos elétricos ou solucdes
eletricamente condutivas (Badrossamay, Mcllwee, Goss, & Parker, 2010).
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O Poli (Alcool Vinilico) (PVA) é um polimero sintético utilizado na area biomédica para
obtencdo de membranas anfifilicas para imobilizacdo de enzimas e como excipiente para
formulacdo de medicamentos e cosméticos (em p6 ou comprimidos), por sua estabilidade
fisica, quimica, microbiologica e biodegradabilidade (Wheatley et al., 2000). Sua
caracteristica semicristalina propicia uma resisténcia mecanica adequada para arcabougos e
ndo apresenta toxicidade a tecidos bioldgicos (Cheng, Cai, & Wang, 2003).

A pululana tém apresentado bons resultados na sua utilizacdo na obtencdo de suportes
para cultivo celular (Philippini, Martiniano, Marcelino, Santos, & Da Silva, 2018),
Teloschistes flavicans (Reis, Tischer, Gorin, & lacomini, 2002), Rhodotorula bacarum (Chi &
Zhao, 2003), Cytaria darwinii (Oliva, Cirelli, & de Lederkremer, 1986). Trata-se de um
exopolissacarideo, excretado principalmente pelo fungo Aureobasidium pullulan, que
recentemente tem sido aplicado em hidrogeis e filmes obtidos por eletrofiacdo. Além de
possuir um bom potencial antioxidante, ndo é toxico, imunogénico e mutagénico (Silva et al.,
2006; Sueiro, Faria-Tischer, Lonni, & Mali, 2016; Taboadal, CARVALHO, & Sobral, 2008).
Estas propriedades indicam que a pululana € um biopolimero com bom potencial para uso em
substitutos da pele. Diversos estudos ja vém aplicando a mesma na engenharia de tecidos
0sseos (Arora, Sharma, & Katti, 2015), musculares (Autissier, Letourneur, & Le Visage,
2007), cartilaginoso (Chen et al., 2016), epitelial (Wong et al., 2010) e endotelial vascular
(Na, Shin, Yun, Park, & Lee, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho pretende estudar a producdo de nanofibras
poliméricas de PUL/PVA pelo método de rotofiacdo, avaliando como os parametros de
composicao da blenda polimérica e a volatilidade do solvente influenciam na morfologia das
fibras obtidas.

2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia dos parametros de composi¢éo da blenda polimérica e a volatilidade
do solvente na morfologia das fibras obtidas por Rotofiacéo.

3. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Neste trabalho, foram utilizados os polimeros Poli(Alcool Vinilico) (PVA), de peso
molécular 130.000 gmol™? (87% hidrolisado) adquirido da Sigma Aldrich e Pululana (PUL),
de peso molecular 200.000 gmol?, gentilmente cedido pela empresa Hayashibara
Biochemical Laboratories, Inc. (Okayama, Japdo). Também foram utilizados os solventes
Dimetilsulfoxido (DMSOQ) da Labsynth e dgua deionizada. Todos 0s materiais sdo utilizados
como recebidos.

Preparo das Blendas

As solucbes dos polimeros Pululana 15% (m/v) e PVA 10% (m/v) foram preparadas
separadamente, solubilizando os polimeros em uma mistura de agua destilada e DMSO. O
percentual de DMSO na mistura de solvente variou de 0% a 100%. Posteriormente, 0s
polimeros foram misturados nas proporc¢des volumétricas apropriadas para se obter blendas de
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PUL:PVA, com as seguintes composic¢des 100:0 (v/v), 80:20 (v/v), 50:50 (v/v), 20:80 (v/v) e
0:100 (v/v).

Analise Reoldgica das Blendas

O modulo de elasticidade (G’), 0 médulo viscoso (G’*) e a viscosidade complexa (")
foram obtidos utilizando ensaios realizados com um reémetro rotativo Kinexus Lab (Malvern
Instruments Ltd., UK) com geometria cone-placa. A temperatura foi fixada a 60° C e a
frequéncia utilizada foi de 0,1 Hz a 10 Hz.

Rotofiacéo

O equipamento de rotofiacao utilizado foi desenvolvido por um dos integrantes do grupo
de pesquisa. Durante todos os ensaios, as seguintes varidveis foram mantidas constantes:
velocidade de rotacdo a 12.5000 rpm, taxa de alimentacdo da solucdo polimérica de 0,5
mL/min e temperatura utilizada durante o processo de rotofiacdo a 60°C. Os ensaios foram
realizados em duplicatas denominadas de bateladas | e 1l. O processo de rotofiacdo foi
realizado durante o tempo necessario para se obter elevada quantidade de fibras, ainda assim
cada batelada nédo ultrapassou 30 min.

Analise da Morfologia dos Arcaboucos

Ap0s o processo de rotofiacdo, as fibras foram recobertas com uma camada de 30 nm de
ouro, utilizando o equipamento Sputtering Leica EM ACE 200em modo difuso.
Posteriormente, as imagens das mantas fibrosas foram obtidas utilizando um Microscopio
Eletrénico de Varredura Compacto (JSM-6010L JEOL), operado a 15 kV e utilizando
magnificagdes de 200x, 500x e 1000x. A medicdo do didmetro das fibras foi realizada
utilizando um tamanho amostral de 100 fibras, e o software utilizado para as medicGes foi o
Image J Fiji.

Anélises térmicas dos arcabougos

As propriedades térmicas foram analisadas usando uma série termografica Q500 (TA
Instruments). Foram utilizados aproximadamente 10 mg de cada amostra e a variacdo de
temperatura utilizada foi da temperatura ambiente até 600 °C, taxa de aquecimento 10 °C
/min em atmosfera de N2. Os valores de perda de massa foram calculados usando o software
de analise TA (TA Instruments).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Analise Reoldgica
Para se avaliar o comportamento reoldgico das solucbes poliméricas, foi analisado o

comportamento do médulo elastico G*, do modulo viscoso G** e da viscosidade complexa 1”,
como apresentado nas figuras 1 e 2.
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Figural- (a) Avaliacdo do modulo elastico G’ e (b) modulo viscoso G’ em fungdo da
frequéncia.

Destaca-se na figura 1(a) que as formulagdes utilizadas apresentaram valores de G’
superiores ao G’, significando que nestas blendas o carater viscoso sobressai sobre o carater
de solido gel. Apesar de todas as solucdes apresentarem comportamento semelhante (figura
1(a)), a blenda composta de PUL:PVA 50:50, utilizando somente &gua como solvente,
apresentou um comportamento diferente, em que os valores de G’ foram muito elevados e

maiores que o G”’, o que significa que estas blendas se comportam proeminentemente como
um gel.

A figura 2 apresenta o comportamento da viscosidade complexa das solucdes em funcao
da frenquéncia. Nota-se na figura 2 que as solucdes apresentam comportamento semelhante,
ndo indicando influéncia da frequéncia na viscosidade complexa. Este comportamento ja foi
reportado na literatura para as solugdes tanto de Pululana (Xiao, Tong et al., 2012; Xiao, Tong
et al., 2015) quanto de PVA (Sousa, Souza et al., 2015), em baixas concentracdes. No entanto,
este comportamento ndo foi observado nas formulagdes PUL:PVA 0:100 e DMSO 50% e
PUL:PVA 50:50 e DMSO 0% gue apresentaram aumento da viscosidade complexa em fun¢édo
da reducéo da frequéncia.
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Os resultados apresentados nas figuras 1 e 2 mostram que as diferentes composi¢Oes das
misturas polimericas levaram a alteracbes no comportamento reoldgico das solugdes, o que
pode influénciar a formagéo das fibras no processo de rotofiacéo.

Analise Morfologia das Fibras
Para avaliacdo da influéncia da composic¢do das blendas no diametro médio das fibras,
foram avaliadas diversas propor¢des dos polimeros PVA e Pululana, assim como diferentes

proporcdes da mistura DMSO na mistura do solvente utilizado.

A tabela 1 apresenta as composicdes de blendas estudadas o diametro médio das fibras
obtidas em cada uma.

Composicédo da Blenda Percentual de DMSO Diametro Médio das Fibras
Pululana:PVA (v/v) namistura do solvente. (%) (nm)
0:100 0 403 + 35
0:100 50 316 + 57
50:50 0 706 + 26
50:50 50 567 + 15
50:50 100 416+ 70
100:0 0 831+ 84
100:0 50 946 + 30

Tabela 1 — Composicao das solucdes utilizadas na rotofiacdo e os diametros médios obtidos.

As figuras 3 a 5 apresentam a morfologia e a distribuicdo dos diametros médios das fibras
de PVA e Pululana utilizando como solvente uma mistura de DMSO e &gua, com diferentes
porcentagens de DMSO.
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Figura 3 - Imagens de Mlcroscopla Eletronlca de Varredura das fibras, com as respectivas
distribuicdes de tamanho, de PVA (a) e Pululana (b), utilizando agua como solvente (0% de
DMSO).
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As imagens mostradas na figura 3 mostram que as fibras de Pululana 15% (w/v) e PVA
10% (w/v) apresentaram distintas caracteristicas morfologicas. As fibras de Pululana
apresentam um didmetro médio de (831 + 84) nm e sem presenca de contas, consideradas
como imperfei¢des. Enquanto, as fibras de PVA tém um diametro médio de (403 = 35) nm, ou
seja, duas vezes menor do da pululana, e com formacéo de algumas contas.

i1

SEI 15KV WD10mmSS50
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Figura 4 — Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura das fibras, com as respectivas
distribuicdes de tamanho, de PVA (a) e Pululana (b), utilizando como solvente a mistura
DMSQ:égua na propor¢do 50:50 (v/v).

As imagens apresentadas na figura 4 s&o referentes as fibras de PVA e Pululana obtidas
guando o percentual de DMSO utilizado no solvente foi de 50% (v/v). As fibras de Pululana
apresentam um didmetro médio de (946 + 30) nm, com uma distribuicdo dos didmetros
bastante larga, numa faixa de 940 a 3500 nm. No caso das fibras de PVA, um didmetro médio
de 316 £ 57 nm e uma distribui¢do de 543 nm a 1100 nm foram obtidos.

Pode se destacar que a adicdo de DMSO, na propor¢do de 50%, provoca uma pequena
diminuicdo do diametro das fibras de PVA. Este comportamento é esperado, pois 0 DMSO
promove uma reducdo da volatilidade da mistura de solvente, permitindo que a o jato
polimérico se alongue por mais tempo, antes da evaporacdo completa do solvente, gerando
fibras mais delgadas. Contudo, as fibras de Pululana apresentam um comportamento oposto
do esperado, o que pode ser explicado por alguma alteragdo reoldgica da solucdo provocada
pela adicdo de DMSO.

As fibras produzidas utilizando misturas de solvente contendo DMSO ou misturas de
polimeros foram realizadas em duplicatas que denominamos Batch | e 1, proximidade entre
as duas curvas indica o grau de reprodutibilidade do ensaio.

A figura 5 apresenta as imagens de MEV e histogramas das fibras com composicao
polimérica PUL:PVA 50:50 e com diferentes proporces de DMSO na mistura de solventes.
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Figura 5 — Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura das fibras, com as respectivas
distribui¢Ges de tamanho, obtidas com as blendas PUL:PVA 50:50 (v/v) utilizando como
solvente a mistura DMSO:agua nas proporcdes de 0:100 (v/v) (a), 50:50 (v/v) (b) e 100:0

(VvIv) (c).

Conforme esperado, as fibras obtidas com as blendas PUL:PVA 50:50 (figuras 5a e 5b)
tém um diametro médio intermediario ao das fibras formadas com PVA puro (PUL:PVA
0:100, figura 3a) e pululana pura (PUL:PVA 100:0, figura 3b). Nota-se também que o
acréscimo de DMSO na mistura de solvente de 0% para 100% promoveu a redugdo de cerca
de 300 nm no diametro médio das fibras de PVA:PUL 50:50 (v/v).

Na figura 6, é mostrado um grafico de contorno de interpolacdo como tentativa de
representar a variacdo do didmetro das fibras em funcdo das varidveis avaliadas, a composicéo

da blenda polimérica (% de pululana) e a proporcdo volumétrica de DMSO no solvente (%
DMSO).
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Figura 6 — Gréafico de contorno para representar o comportamento do didmetro médio das
fibras

Nota-se que h&a uma tendéncia das fibras produzidas por rotofiacdo a se tornarem mais
espessas quando se aumenta o percentual de Pululana na blenda. Além disso, a medida que
aumenta a porcentagem de DMSO no solvente, ocorre uma redugdo do didmetro das fibras,
em decorréncia da reducdo da volatilidade do solvente, que faz com que o jato polimérico seja
esticado por um intervalo de tempo maior antes da evaporacdo completa do solvente;
portanto, as fibras formadas resultam mais finas em comparacdo ao uso de somente agua
como solvente. Contudo, este comportamento nem sempre ocorre de forma monotonica, dado
que as alteracdes na composicdo do solvente ndo afetam apenas a volatilidade da solugédo
polimérica, mas também as suas propriedades reoldgicas.

Anélise Térmica

A estabilidade térmica das fibras obtidas por rotofiacdo foi analisada por
termogravimetria diferencial (DTGA) utilizando o equipamento termografico Q500 (TA
Instruments). A figura 7 apresenta as curvas de analise térmica diferencial das diferentes
composicdes poliméricas utilizadas neste trabalho.

——PULL/PVA 100/0
——PULLPVA 50/50
——PULL/PVA 0/100

Derivada da Variagao da Massa (%/°C)
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Figura 7 — Anélise térmica diferencial das mantas fibrosa com composi¢ées PUL:PVA 0:100
(v/v) em vermelho, PUL:PVA 50:50 (v/v) em azul e PUL:PVA 100:0 (v/v) em preto.
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A regido | da figura 7 representa predominantemente a perda de solvente residual nas
fibras. Comparando as fibras compostas apenas de PVA (PUL:PVA 0:100) ou Pululana
(PUL:PVA 100:0), nota-se que as de Pululana apresentam maior perda de massa, associada a
evaporacdo do solvente. Na faixa de temperatura entre 40° C e 150 ° C, cerca de 11% da
massa das fibras de Pululana é perdida enquanto para as fibras de PVA puro a perda de massa
foi de 4% indicando forte interacdo entre cadeias moleculares do PVA com solvente. A regido
Il mostra que as fibras compostas de Pululana apresentam baixa estabilidade térmica acima de
300° C em relacdo as fibras compostas de PVA. Quando a temperatura alcanca cerca de 220
°C a Pululana comeca a ser degradada, um comportamento esperado devido a baixa
estabilidade térmica dos polissacarideos (Xu, Weng, Gilkerson, Materon, & Lozano, 2015), e
quando a temperatura alcanca 330°C cerca de 74% da massa das fibras de Pululana s&o
degradadas, restando apenas um residuo de massa na regiao IlI.

As fibras compostas de PVA (PUL:PVA 0:100) comegam a degradar a 300 °C, conforme
demonstrado na regido Il, a esta temperatura os grupos hidroxila sdo removidos e a perda de
massa resultante da origem aos pico apresentado a 396 °C, posteriormente a
aproximadamente 420 °C ocorre a para degradacdo das cadeias de carbono lineares (Lee et
al., 2010), promovendo a perda de 91% de composicdo de massa das fibras até 458 ° C e
restando apenas 5% de massa residual.

Para as fibras compostas pelas blendas de PUL:PVA 50:50 nota-se um comportamento
misto, e que as propriedades de resisténcia térmica do PVA sdo acrescentadas a blendas],
como se pode observar que ocorre uma extensdo na faixa de temperatura de degradacdo a
medida que o PVA é acrescentado, como pode ser observado na regido Il a 350 a reducédo dos
azul (PUL:PVA 100:0) para o verde (PUL:PVA 50:50). Estes resultados reforcam a
compatibilidade das blendas dado que a mistura destes polimeros tem permitido ndo apenas
produzir fibras livres de imperfeicdes e de diferentes diametros das fibras, mas também elevar
as propriedades térmicas do material, tornando as fibras mais resistentes a altas temperaturas.

CONCLUSAO

Conclui-se neste trabalho que foi possivel produzir fibras de PVA e Pululana por
rotofiacdo, e que a alteracdo da proporcdo dos polimeros e solvente na blenda permitem a
obtencdo de fibras com diferentes distribuices de didmetro médio.

Notou- se também que ao elevar o percentual de DMSO no solvente reduz-se o diametro
médio das fibras, um resultado ja esperado devido a sua menor volatilidade, e que o acréscimo
de DMSO também altera as propriedades reoldgicas do sistema. Também foi evidenciado que
a Pululana tende a formar fibras mais grossas enquanto o PVA tende a forma fibras mais
finas.
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