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RESUMO

O uso de materiais nanofibrosos tornou-se interessante devido a sua alta relacéo superficie/volume,
baixo peso, alta permeabilidade e pequeno diametro das fibras, que os capacita a atuarem como
plataformas bem-sucedidas para a regeneracdo de tecidos e 6rgdos danificados. Atualmente,
existem varias abordagens para se produzir nanofibras poliméricas reticuladas, sendo a eletrofiacéo
uma delas. Neste trabalho, membranas de nanofibras eletrofiadas baseadas em misturas de Acido
Hialurénico (AH) e Poli(alcool vinilico) (PVA) reticuladas quimicamente, foram carregadas com
extrato de Tanchagem (Plantago major) (Tan), e sua eficiéncia testada in vitro. A caracterizacéo
das membranas obtidas foi feita por um conjunto de técnicas, tais como: Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), para identificar grupos funcionais e confirmar
ocorréncia de reticulagcdo das nanofibras; analise térmica, por Termogravimetria (TGA) para
acompanhar o perfil das perdas de massa e por Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) para
verificar eventos térmicos como Tg e Tm; analise morfoldgica, por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV); analises fisico-quimicas, para determinacdo das propriedades da solucéo de
eletrofiacdo e estabilidade das formulagBes. Ensaios de estabilidade de armazenamento, de
liberagdo controlada de Tan in vitro e de citotoxicidade das membranas também foram feitos,
visando aplicacdo futura in vivo. Os resultados mostraram que a eletrofiacdo ocorreu de forma
eficaz, sendo a propor¢do 75% PVA e 25% AH a que se destacou. A reticulacdo das nanofibras
ocorreu apenas para concentracfes de reticulador de 15 e 30%, conforme evidenciado por FTIR e
ensaios de intumescimento, favorecendo a estabilidade do jato de eletrofiacdo e as propriedades
térmicas no material final, especialmente para concentracdo de 30%. Os resultados de liberagdo in
vitro foram compativeis com a literatura, sendo o mecanismo de liberacdo governado pela difuséo.
As isotermas de sorcdo obtidas pelos dados experimentais do estudo da estabilidade de
armazenamento foram melhor ajustados pelo modelo de GAB, e indicou que umidades relativas
menores favorecem o armazenamento. O principio ativo (Tanchagem) escolhido, além de favorecer
a proliferacdo e a migragédo celular, diminuiu efeitos negativos do agente de reticulacdo néo
reagido. As membranas ndo apresentaram citotoxicidade mesmo apds o processo de reticulacéo,

indicando um material funcionalizado com grande potencial para futuras aplicagdes in vivo.

Palavras-chave: Eletrofiacdo, &cido hialurénico, poli(alcool vinilico), reticulacdo, medicamentos

fitoterapicos, liberagdo controlada de farmaco, cicatrizagédo de feridas.



ABSTRACT

The use of nanofiber materials has become interesting due to its high surface/volume ratio, low
weight, high permeability, and small diameter of the fibers, which enables them to act as successful
platforms for the regeneration of damaged tissues and organs. Currently, there are several
approaches for producing cross-linked polymeric nanofibers, electrospinning being one of them.
In this work, electrospun nanofiber membranes based on mixtures of hyaluronic acid (HA) and
poly(vinyl alcohol) (PVA) chemically cross-linked, were loaded with plantain extract (Plantago
major) (Tan), and their efficiency tested in vitro. The characterization of the obtained membranes
was made by a set of techniques, such as Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR), to
identify functional groups and confirm the occurrence of nanofiber crosslinking; thermal analysis,
by Thermogravimetry (TGA), to monitor the profile of mass losses and by Differential Scanning
Calorimetry (DSC) to check thermal events such as Tg and Tm; morphological analysis, by
Scanning Electron Microscopy (SEM); physical-chemical analyzes, to determine the properties of
the electrospinning solution and stability of the formulations. Storage stability tests, controlled
release of Tan in vitro, and membrane cytotoxicity tests were also carried out, aiming for future
application in vivo. The results showed that electrospinning occurred effectively, with the
proportion 75% PVA and 25% AH being the one that stood out. The crosslinking of the nanofibers
occurred only for crosslinker concentrations of 15 and 30%, as evidenced by FTIR and swelling
tests, favoring the stability of the electrospinning jet, especially for 30% concentration, as well as
the thermal properties. The results of in vitro release were compatible with the literature, with the
release mechanism being governed by diffusion. The sorption isotherms obtained by experimental
data from the storage stability study were better fitted by the GAB model and indicated that lower
relative humidity favors storage. The active principle (Plantago major) chosen, in addition to
favoring cell proliferation and migration, reduced the negative effects of the unreacted crosslinking
agent. The membranes did not show cytotoxicity even after the crosslinking process, indicating a

functionalized material with great potential for future in vivo applications.

Keywords: Electrospinning, hyaluronic acid, poly(vinyl alcohol), crosslinking, herbal medicines,
controlled drug release, wound healing.
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1.1. INTRODUCAO GERAL

A engenharia de tecidos € um campo cientifico-tecnologico interdisciplinar que aplica os
conceitos de engenharia e ciéncias da vida com o objetivo de desenvolver dispositivos capazes de
restaurar, preservar e restabelecer as fungdes de um 6rgdo ou tecido lesado (LANGER; VACANTI,
1993; NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016). Um dos grandes pilares das aplicacbes de
biomateriais na area biomédica esta voltado para cicatrizacdo de feridas. As membranas produzidas
por eletrofiacdo nessa area de pesquisa sd@0 majoritariamente empregadas como curativos de
cicatrizagdo e liberacdo de medicamentos. Para o desenvolvimento desses materiais, muitas
técnicas sdo utilizadas e uma infinidade de matérias-primas esté disponivel, quer sejam naturais ou
sintéticas.

A eletrofiacdo tornou-se uma das técnicas mais versateis, por ser relativamente simples e
econdmica, além de possibilitar a projecdo de materiais avangados usados em muitas aplicacdes,
especialmente nas areas farmacéutica e médica, incluindo curativos, sistemas de filtracdo e
administracdo de medicamentos, bem como scaffolds para regeneracdo de tecidos (JESUS et al.,
2016). Os materiais resultantes, quando o processo é bem-sucedido, apresentam uma alta area
superficial (CHOU et al., 2017; TOUNY; BHADURI, 2010), o que é importante para varias
aplicacdes, como por exemplo, scaffolds para crescimento celular.

Elevada relacdo entre a area de superficie e o volume, alta porosidade e maleabilidade,
possibilidade de carregamento de diversos principios ativos, além das boas propriedades fisico-
quimicas e mecanicas necessarias para mimetizar fisicamente a matriz extracelular (ECM), sdo
algumas das propriedades alcancadas pelos materiais eletrofiados (FAHIMIRAD;
AJALLOUEIAN, 2019). A técnica permite também o controle da porosidade desses scaffolds, o
que facilita a infiltracdo e crescimento de diferentes tipos de células (SHANKHWAR et al., 2015).
A utilizacdo de agentes bioativos nessas membranas as torna funcionalizadas e com grande
potencial como dispositivos antimicrobianos e biocompativeis.

Diversos polimeros podem ser utilizados pela técnica de eletrofiacdo para se obter
resultados satisfatorios nas aplicagbes mencionadas anteriormente, como exemplos temos 0s
polimeros naturais como, quitosana, colageno, gelatina, celulose e &cido hialurénico (UPPAL et
al., 2011) e os polimeros sintéticos como, poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA),
poli (alcool vinilico) (PVA) e poli(L-acido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA) (VILLARREAL-
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GOMEZ et al., 2016). Neste trabalho daremos enfoque ao Acido Hialuronico (AH), normalmente
presente no corpo humano e ao PVA, devido as suas propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade.

O AH ¢é um polimero natural presente na matriz extracelular (ECM), cuja boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade conferem a este material um excelente potencial de
aplicacdo na administracdo de farmacos, cicatrizacdo de feridas, reparacdo de cartilagem e na
engenharia de tecidos como um todo (DENG et al., 2017; KADERLI et al., 2015; LI et al., 2014;
MOHAN et al., 2016; NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016; SURI; SCHMIDT, 2010; TAN et al.,
2009; YU et al., 2013). O grande nimero de grupos carboxila e hidroxila, disponiveis dentro da
estrutura AH, sdo responsaveis por lhe conferir um caréater altamente hidrofilico. Tal caracteristica
permite que o AH realize a absorcdo do exsudato, bem como aprimore a adesdo celular. Além
disso, a biocompatibilidade, a biodegradabilidade (por meio da acdo enzimatica das hialuronidases
(HYAL)) e a facil modificacdo quimica do AH impulsionaram sua aplicacdo na cicatrizacdo de
feridas, com o intuito de promover a fase de hemostasia, regular a inflamagéo e estimular o
processo de reepitelizacdo (GRACA et al., 2020).

Outro polimero amplamente utilizado em aplica¢fes biomédicas € o PVA devido as suas
caracteristicas bem conhecidas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, solubilidade em agua,
ndo toxicidade, capacidade de intumescimento em meio aquoso e suas boas propriedades
mecanicas (JALVANDI et al., 2017; SHANKHWAR et al., 2015).

Ambos os polimeros deste estudo sao altamente hidrossolUveis e possuem baixa toxicidade,
0 que é extremamente desejado para a confeccdo de dispositivos biomédicos. No entanto, um
sistema altamente sollvel se degradara muito rapidamente, perdendo a integridade e tornando
impossivel seu uso quando houver necessidade de contato com fluidos corporais por um
determinado periodo de tempo. Portanto, o processo de reticulacdo pode ser uma alternativa
interessante para melhorar a estabilidade do dispositivo final e as propriedades mecéanicas em
condicdes fisiologicas. Como nosso objetivo final € aplicar as membranas aqui preparadas como
carreadores de drogas para liberagdo sustentada, a reticulacdo sera imprescindivel.

A escolha de um principio ativo, com a funcdo desejada para uma determinada aplicacéo,
exige o conhecimento das caracteristicas da matriz polimérica que sera carreadora, do modo de
encapsulamento e das propriedades fisico-quimicas deste principio ativo. Aqui optamos por utilizar

um fitoterapico, devido a sua composic¢ao natural, diminuicdo dos efeitos colaterais, baixo custo,
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abundancia na natureza e baixo indice de dependéncia. O Plantago major (P. major), é um
fitoterapico comumente conhecido no Brasil como tanchagem, transagem, tansagem, plantagem,
lingua de vaca, trancagem ou, ainda, tangagem. E uma planta medicinal da familia Plantaginaceae,
amplamente utilizada no tratamento de varias doengas, como constipacao, tosse, feridas, infeccéo,
febre, sangramento e inflamacdo (NAJAFIAN et al., 2018).

O objetivo deste trabalho é obter uma nanomalha tridimensional carregada com o farmaco
Tanchagem (Tan), obtida por eletrofiacdo dos biopolimeros AH e PVA seguida de fotoreticulacéo
com radiacdo UV, na presenca de anidrido maleico (MA), visando explorar efeitos sinergistico da
viscoelasticidade do AH e das boas propriedades mecanicas do PVA nas propriedades fisico-

quimicas do curativo final e na libera¢&o do farmaco.

1.2. JUSTIFICATIVA

Embora muitos estudos e técnicas envolvendo a producao de curativos foram desenvolvidos
ao longo dos anos, ainda ha muito a se fazer para produzir um curativo que apresente alta
performance e que retna todas as propriedades desejadas para cada caso. A eletrofiacdo é uma
técnica simples e versatil capaz de produzir estruturas poliméricas nanofibrosas com propriedades
para promover a rapida recuperacdo da pele.

No Brasil ainda ndo existe uma estatistica oficial a respeito das feridas crénicas ou agudas,
porém estimativas mostram que no mundo 14% das pessoas apresentam algum tipo de lesdo
durante suas vidas. Embora os registros sejam escassos, as feridas constituem um sério problema
de salde publica, devido ao grande numero de pacientes com alteracdes na integridade da pele e
dos elevados gastos do poder publico (BORGES; NASCIMENTO FILHO; PIRES JUNIOR, 2018;
MEMIC et al., 2019).

Embora a tanchagem seja um principio ativo que tem atuagdo na cicatrizacdo de feridas,
seu comportamento ainda foi pouco explorado nos sistemas de liberacdo controlada. Este trabalho
podera contribuir para uma maior disseminacdo desse principio ativos e de principios ativos
naturais que apresentam grandes potencialidades e efeitos colaterais reduzidos se utilizados de
maneira adequada.

Outro ponto importante é o estudo do &cido hialurénico em sistemas de eletrofiagéo, pois

esse polimero apresenta propriedades muito particulares e que serdo discutidas nos proximos



CAPITULO 1: Introducéo Geral, Justificativa, Objetivos e Estrutura do Texto 22

capitulos, tais propriedades dificultam/impossibilitam sua eletrofiacdo em solu¢do aquosa e em
sistemas convencionais de eletrofiacdo. No entanto, suas propriedades de aplicacdo podem ser
potencializadas com o uso da eletrofiacdo, 0 que torna importante estudos que viabilizem esse
processo.

Neste contexto, reunir esfor¢os para o desenvolvimento de dispositivos de alto desempenho
e de facil alcance social se faz necessério, pois além dos fatores econdmicos envolvidos é possivel

proporcionar maior qualidade de vida as pessoas acometidas por estes traumas.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivos Gerais

Sintetizar e caracterizar membranas formadas por nanofibras poliméricas eletrofiadas e
reticuladas quimicamente com boas propriedades fisico-quimicas para potenciais aplicacdes em

engenharia de tecidos.

1.3.2.  Objetivos Especificos

e Buscar os melhores pardmetros das solucdes poliméricas para obter membranas
eletrofiadas, biocompativeis com e sem principio ativo.

e Escolher areacdo de reticulacdo quimica mais adequada das membranas obtidas, que possa
fornecer um material com boas propriedades quimicas (ndo téxicas e biodegradaveis),
térmicas e mecénicas.

e Estudar o efeito da reticulacéo nas propriedades do material.

e Caracterizar as membranas por: Analise quimica (FTIR), Termoanélises (TGA e DSC) e
Analises morfologicas (MEV e MO).

e Auvaliar a aplicacdo em liberagdo controlada de extrato de Tanchagem e a sua cinética de
liberacdo, além de propor um modelo matematico do perfil de liberacdo que se ajuste aos
resultados obtidos.

e Avaliar a citotoxicidade das membranas in vitro (MTT, Live/Dead e Migracao celular).

e Divulgar os resultados obtidos em revistas indexadas e Congressos da area.
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1.4. ESTRUTURA DO TEXTO

As etapas do texto sdo apresentadas em 8 capitulos. Neste, Capitulo 1 — Introducéo Geral,
Justificativas, Objetivos e Estrutura do Texto foram apresentados em detalhes o tema do projeto,
a justificativa e os objetivos propostos para a realizagdo da pesquisa. Na Figura 1 sdo destacadas

as principais abordagens de cada capitulo.

v
e Apresentar o0 tema principal
o Justificativa do tema
e Objetivos da pesquisa
o Estrutura do projeto
e Abordar o processo de cicatrizagao
Determinar as melhores de feridas
condicdes de eletrofiagdo: I ‘ a_,
e Parametros de processo
e Parametros de solucio diferentes concentragdes de
e Parametros ambientais agente reticulante
e Avaliar a integridade das
e Adicionar o bioativo nas nanofibras em solucédo
membranas
e Avaliar os parametros de e Avaliar as melhores condicdes
eletrofiacéo de armazenamento
o Estudar a liberagdo in vitro
e Avaliar a citotoxicidade
das membranas

Figura 1 — Representacéo da abordagem de cada capitulo.

v

e Apresentar os principais conceitos
e desafios da pesquisa

e Mostrar as potencialidades dos
materiais escolhidos

e Reticular as membranas com

e ConsideragGes gerais

e Memorial do periodo de
doutorados

Fonte: Da autora

No Capitulo 2 — Revisdo bibliografica, foram apresentados o referencial teérico dos
assuntos abordados nesse projeto, com referéncias atualizadas e com as lacunas ainda encontradas
nas pesquisas mais recentes.

No Capitulo 3 — Estudo dos parametros do processo de eletrofiacao, foram abordados
0s trés principais parametros envolvendo a técnica de eletrofiacdo: (1) Pardmetros do processo
(voltagem, vazdo e distancia entre a agulha e o coletor), (2) Pardmetros da solucdo (condutividade

elétrica, viscosidade, tensdo superficial, concentracdo da solugdo e massa molar do polimero) e (3)
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Parametros ambientais (temperatura e humidade); bem como foi discutido a influéncia dos mesmos
na morfologia das nanofibras formadas.

No Capitulo 4 — Estudo da reticulacdo das membranas, foram discutidos a influéncia da
etapa de reticulacdo na integridade das nanofibras quando colocas em solucédo PBS 7,4. O estudo
deste capitulo foi publicado na RSC Advances.

No Capitulo 5 - Adigéo de tanchagem e estudo da cinética de liberagdo, um biofarmaco
(Tan) foi adicionado nas membranas produzidas nas etapas anteriores para avaliacdo do material
como carreador de medicamento. Neste capitulo foi abordado a influéncia dessa biomolécula nos
parametros do processo de eletrofiacdo, bem como a cinética de liberacdo in vitro e 0s mecanismos
que comandam essa liberagéo.

No Capitulo 6 — Estudo da estabilidade de armazenamento das membranas
eletrofiadas, foram discutidas as melhores condi¢des de armazenamento dessas membranas, em
termos de estabilidade térmica e umidade relativa e de suas respectivas isotermas de sorcao.

No Capitulo 7 — Ensaios bioldgicos, foi avaliada a viabilidade celular de células HaCat
guando cultivadas com as membranas deste estudo. Os ensaios analisaram células metabolicamente
ativas, a fim de avaliar sua atividade qualitativa e quantitativamente. Também foram realizados
ensaios de migracdo celular utilizando a linhagem de célula 3T3 (fibroblastos), com o objetivo de
estudar o comportamento de migragéo celular na presenca das membranas propostas. Esses, séo
ensaios importantes para futuras aplicages in vivo.

No Capitulo 8 - Considerac0es, cronograma e memoria do periodo de doutorado foram
apresentados as principais consideracdes desse trabalho de Tese de doutorado. Na memdria do
periodo do doutorado foram listadas as atividades realizadas pela doutoranda, como disciplinas
cursadas, estagio docente e producdo bibliografica, como, capitulo de livro e artigos cientificos ja

publicados.
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CAPITULO 2

Revisdo Bibliogréafica
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2.1. ELETROFIACAO

A eletrofiacdo € uma técnica versatil e amplamente utilizada em diversas areas de pesquisa,
especialmente na area biomédica e farmacéutica (BALUSAMY; SENTHAMIZHAN; UYAR,
2017; KALAF etal., 2017; SELDERS et al., 2017). De forma simplificada, o processo consiste em
uma bomba ejetora capaz de empurrar o embolo de seringas contendo solucéo polimérica para a
ponta de uma agulha (ou fieira), que ao ser submetida a altas voltagens cria uma tenséo entre essa
ponta e o coletor aterrado (Figura 2). A alta tensdo aplicada cria um alto campo elétrico externo
que faz com que a gota da solucdo polimérica na ponta da agulha (fieira) seja carregada
positivamente e se alongue formando um cone, também denominado como cone de Taylor
(MEMIC et al., 2019; SNETKOV et al., 2019). Quando a tensdo aplicada € suficiente para que as
forcas eletrostaticas geradas na gota superem a tensdo superficial, um jato carregado na forma de
chicote € ejetado. Durante a trajetoria deste jato, o solvente evapora e o polimero solidifica-se,
formando uma manta nanofibrosa que se deposita em um coletor que atua como um contra-eletrodo
(ABRIGO; MCARTHUR; KINGSHOTT, 2014; FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; KALAF
etal., 2017).

Coletor

. Solugdo Polimérica
Seringa ot
1 Fieira

L e

o000
l -—

Bomba
— i

Fibras

Alta voltagem I

Figura 2 — Esquema experimental do processo de eletrofiagéo.
Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2013).
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A morfologia e a estrutura das nanofibras dependem de muitos parametros, que sao

divididos principalmente em trés categorias: parametros de solucdo, pardmetros de processo e

parametros ambientais (INOZEMTSEVA et al., 2015). Em resumo, a Tabela 1 apresenta o efeito

individual desses parametros na morfologia, mas € importante lembrar que, para todos os

parametros, existe um valor critico que dependera da natureza do polimero e do projeto de

eletrofiacdo. Além disso, pardmetros com valores extremos geralmente tém o efeito oposto ao

esperado na estrutura de nanofibras. Por fim, é relevante mencionar que ha interacdo entre os

parametros que devem ser levadas em consideracdo na definicdo dos valores 6timos do processo

(CASTRO; COSTA,; MEI, 2020).

Tabela 1: Parametros de eletrofiacdo e seus efeitos usuais na morfologia de nanofibras.

Parametro

Efeito na morfologia da fibra eletrofiada

Parametros de Solucéo

Massa molar do polimero

Concentracao da solucdo polimérica

Condutividade

Viscosidade

Tenséo superficial

Parametros do Processo

Voltagen elétrica

Vazéo

O aumento da massa molar reduz o niUmero de ‘“contas”
(beads)
Aumento no diametro da fibra com o aumento da

concentracdo da solucéo de polimero

Aumento no diametro da fibra com a diminuicdo da

condutividade

Aumento do diametro da fibra e reducéo de defeitos, com

aumento da viscosidade

Alta tenséo superficial resulta em instabilidade do jato

Diminuicdo do didmetro da fibra com o aumento da

tenséo aplicada

Aumento no didmetro da fibra e nimero de “contas”, com

0 aumento da vazao
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Distancia entre a agulha e o coletor Aumento na distdncia Agulha-Coletor, diminui o
didmetro da fibra

Parametros Ambientais
Aumento da temperatura diminui a viscosidade da

Temperatura y . )
solucdo e consequentemente reduz o diametro da fibra
Aumento da umidade causa o aparecimento de poros nas

Umidade relativa )
nanofibras

Dependendo da natureza dos polimeros a serem trabalhados e do controle adequado dos
parametros, uma variedade morfologia e de diametro das fibras pode ser obtida. Este método de
fabricagdo proporciona, em geral, excelente resisténcia a tracdo e elevada relacdo area de
superficie/volume do dispositivo obtido, o que favorece sua aplicacdo para obtencao de scaffolds
3D (DHANDAYUTHAPANI; KRISHNAN; SETHURAMAN, 2010; JEONG; PARK; LEE, 2017;
ZHOU; GONG, 2008)

2.2. ACIDO HIALURONICO

O é&cido hialurénico é um polissacarideo linear, constituinte da matriz extracelular (ECM)
e amplamente utilizado na engenharia de tecidos (FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; ZHAO
etal., 2015a; ZHONG; XING; MAIBACH, 2010). E um polimero natural constituido por unidades
dissacaridicas alternadas de acido -1, 4-D-glucurénico e -1, 3-N-acetil-D-glucosamina (Figura
3), com massas molares (MM) que variam de baixas (< 250 kDa) a elevadas (1000 a 6000 kDa)
(FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; ZHAO et al., 2015a). Além disso, € um polianion
hidrofilico com alta capacidade de intumescimento em presenca de A&gua, possui alta
biodegradabilidade, biocompatibilidade, fun¢bes bioldgicas Unicas, como mediacdo da adeséo,
migracao e proliferacéo celular e promove a formacao de tecido de granulacdo (CROISIER et al.,
2014; FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; HADISI et al., 2020; ZHAO et al., 2015a).
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OH OH

OH
04]\

Acide Glucurdénico

Figura 3 — Estrutura quimica do Acido Hialurénico.
Fonte: Adaptado de Castro et al. (2021).

Durante os estagios iniciais da cicatrizagdo de feridas, o acido hialurdnico atua como uma
estrutura temporaria principalmente por causa de seu grande tamanho molecular. Sua estrutura
unica facilita a difusdo de nutrientes e produtos residuais do local da lesdo. Mais importante,
entretanto, é a interacdo do acido hialurénico com os queratindcitos. Os queratindcitos séo células
da epiderme da pele cujo papel é produzir queratina e formar juncfes herméticas. O AH afeta
diretamente a proliferacdo e migracdo desses tipos de células (DOVEDYTIS; LIU; BARTLETT,
2020; VOIGT; DRIVER, 2012).

Vaérias funcBes importantes associadas ao AH durante o processo de cicatrizacdo de feridas
derivam do receptor CD44 (DOVEDYTIS; LIU; BARTLETT, 2020; HUANG; HUANG, 2018).
O CD44, um receptor proeminente do AH, est4 presente na membrana celular de quase todas as
células humanas. No ambiente da ferida, 0 CD44 é responsavel pela internalizacdo dos produtos
de degradacdo do AH e é um receptor essencial durante a resposta inflamatéria (DOVEDYTIS;
LIU; BARTLETT, 2020; KROLIKOSKI; MONSLOW; PURE, 2019). Além disso, 0 CD44 ¢é
responsavel pelo recrutamento de fibroblastos para a area da ferida a partir do tecido circundante.
No entanto, CD44 e AH ndo podem atuar de forma independente. O CD44 entdo dispara uma
cascata de sinalizagdo que auxilia no processo de crescimento e motilidade celular (DOVEDYTIS;
LIU; BARTLETT, 2020; JOHNSON et al., 2018).

Por outro lado, o AH possui propriedades reologicas que dificultam a eletrofiacdo, como
alta tensdo superficial e alta viscosidade, além da elevada hidrofilicidade (FAHIMIRAD;
AJALLOUEIAN, 2019; ZHAO etal., 2015a; ZHONG; XING; MAIBACH, 2010). A solugdo desse
polimero apresenta alto nivel de condutividade e baixa evaporabilidade, o que limita o desempenho
do processo de eletrofiacdo devido as possiveis falhas de circuito entre a agulha e o coletor. Fibras



CAPITULO 2: Revisao Bibliogréafica 30

Umidas podem atuar como condutores elétricos entre os eletrodos, resultando em curto-circuito
(SNETKOV et al., 2019).

A degradacdo progressiva do AH da origem a fragmentos com tamanhos decrescentes, que
possuem diferentes fungdes biologicas de acordo com a massa molar do polimero (D’AGOSTINO
et al.,, 2017; STERN; ASARI; SUGAHARA, 2006). Um estudo proposto por D’Agostino et al.
(2017) avaliou as propriedades bioativas do AH com diferentes MM (1800-6 kDa), cujos
resultados mostraram gue todas as amostras foram capazes de acelerar a cicatrizacdo de feridas,
promovendo a ativacao celular e o reparo da derme, com excecdo do AH de 6 kDa. Assim como
mostrado por Zhao et al. (2015b) e Li et al. (2012), o trabalho de D’Agostino et al. (2017)
evidenciou que a glicoproteina transmembrana do tipo 1, CD44, é a receptora para o AH, apenas
na faixa de 1800 até 15 kDa deste polimero; abaixo dessa MM ndo houve estimulo dessa
glicoproteina, além de poder prejudicar o processo de reparo e aumentar os niveis de citocinas
inflamatorias (D’AGOSTINO et al., 2017; LI et al., 2012; ZHAO et al., 2015b).

Muitos estudos sobre o efeito da MM do AH no processo de cicatrizacdo foram feitos, e
podem ser facilmente encontrados na literatura. Todos os estudos apontam que uma alta MM
aumenta a quiescéncia celular, previne a apoptose e mantém a integridade do tecido, protegendo
suas celulas; adicionalmente, AH de alta MM atua diretamente na fase inflamatoria e estimula
proliferacdo de fibroblastos in vitro (CHEN et al.,, 2018; DAY; DE LA MOTTE, 2005;
LITWINIUK; KREJNER; GRZELA, 2016; STERN; ASARI; SUGAHARA, 2006; TOLG et al.,
2006).

2.3. PVA

O polimero PVA apresenta estrutura quimica relativamente simples, derivada da hidrélise
parcial ou total do poli(acetato de vinila) caracterizada por uma cadeia principal constituida por
ligacbes C—C com hidroxilas e grupos acetato em suas laterais (Figura 4). O nimero desses grupos
esta relacionado ao seu processo de sintese e pode variar. No estado reticulado seu potencial de uso
se amplia, podendo atuar no transporte de varias substancias da area da salde, incluindo-se
farmacos, bem como atuar em outras aplicacbes na engenharia de tecidos (KENAWY; AL-
DEYAB, 2010). Esse material recebe grande atencéo devido ao seu baixo custo, alta hidrofilicidade
e excelente resisténcia quimica que amplia suas areas de aplicacdo (QUINN et al., 2018).
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Figura 4 — Estrutura quimica da unidade repetitiva do PVA.
Fonte: Adaptado de Quinn et al. (2018).

Este polimero é caracterizado como parcialmente hidrolisavel, quando apresenta cerca de
80,0% -98,5% dos grupamentos hidroxilas (—-OH); altamente hidrolisavel na presenca de —OH
acima de 98,5% e, na auséncia de qualquer grupo acetato, € denominado como totalmente
hidrolisado. O grau de hidrdlise, a MM (influenciada pelo grau de polimerizacdo) e a taticidade
afetam as propriedades quimicas e fisicas do polimero; como por exemplo, a solubilidade, a
cristalinidade e a biodegradabilidade (KUMAR; HAN, 2017; TEIXEIRA; AMORIM;
FELGUEIRAS, 2019).

As aplicacdes de PVA na engenharia de tecidos se devem as suas inimeras caracteristicas
positivas, tais como, alta solubilidade em agua, biodegradabilidade, excelente biocompatibilidade,
baixa toxicidade, propriedades adesivas e facilidade de processamento (FAHMY et al., 2015;
KENAWY; AL-DEYAB, 2010).

2.4. TANCHAGEM

Plantago major ou Tanchagem é uma planta de interesse medicinal, originaria do norte da
Europa e da Asia Central, pertencente a familia Plantaginaceae, sendo também conhecida
popularmente no Brasil por varios outros nomes ja citados anteriormente. A planta é caracterizada
por ter caule curto, folhas largas, raizes, flores, frutos e sementes. Possui folhas geralmente nas
faixas 15-30 cm de didmetro e formato oval, 4-9 cm de largura e 5-20 cm de comprimento, e cerca
de 5 a 9 nervuras proeminentes nas folhas. As flores séo de cor castanho-esverdeada com estames
roxos e sdo pequenas (Figura 5). A planta tem pequenas sementes ovais com um sabor amargo
ligeiramente desagradavel (ADOM et al., 2017).
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Figura 5 — Resumo dos beneficios medicinais e constituintes quimicos do Plantago major.
Fonte: Adaptado de Adom et al. (2017).

A literatura mostra que a maioria dos constituintes quimicos da planta pode ser encontrada
em quase todas as suas estruturas (sementes, folhas, flores e raizes), em maior ou menor
quantidade. Os principais compostos encontrados sdo os alcaloides, compostos fenolicos
(derivados do acido cafeico), flavondides (principalmente luteolina e apigenina), alcalGides,
terpenoides e iridoides glicosilados, 4cidos graxos, polissacarideos e vitaminas (MINISTERIO DA
SAUDE; ANVISA, 2014; NAJAFIAN et al., 2018; SANTOS; TONIN, 2019).

Por ser uma planta medicinal, a Tanchagem (Tan) é utilizada mundialmente para varias
finalidades, tais como, diurética, antidiarreica, expectorante, hemostética, cicatrizante, bronquite
crénica e como auxiliar no tratamento de Ulceras peépticas, infeccbes bacterianas e virais,
inflamacdo e cancer (Figura 5). Essas atividades bioldgicas e propriedades medicinais da planta
dependem principalmente das atividades dos constituintes quimicos ativos. A parte da planta
utilizada e a forma de extracdo sdo de grande importancia para determinar os compostos bioativos
presentes (ADOM et al., 2017).
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2.5. RETICULACAO ENTRE CADEIAS POLIMERICAS

Durante o processo de eletrofiacdo, é possivel a obtencdo de membranas com propriedades
mecanicas extremamente ajustaveis; isto é, por meio de processo simultaneo de reticulagdo por
emaranhamentos fisicos ou interacdo covalente entre cadeias (Figura 6) (MA et al., 2016;
VARAPRASAD et al., 2017; ZHANG; KHADEMHOSSEINI, 2017).

Meétodos de
Reticulaciao

Figura 6 — Principais método de reticulacdo utilizados em matrizes poliméricas.
Fonte: Adaptado de GhavamiNejad et al. (2020).

Ressalta-se que sistemas eletrofiados e reticulados sdo amplamente empregados para
transporte e liberacdo controlada de farmacos, sendo uma das alternativas mais procuradas por
pesquisadores atualmente. 1sso se deve as suas caracteristicas bidimensionais, ou tridimensionais,
como alta area superficial e as estruturas porosas das fibras, que proporcionam excelente eficacia
terapéutica na liberagéo do farmaco. Esses biomateriais em escala nanomeétricas tém o potencial de
oferecer maior &rea de contato para o crescimento celular e de promover a interagdo celular com o
transportador de medicamentos, tornando-se candidatos ideais para diversas em aplicagdes in vivo
(CHOU et al., 2017).
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A reticulacdo de AH com PVA, ou de PVA na presenca de AH, proporciona a formacéo de
redes tridimensionais (3D) com maior resisténcia mecanica e com maior (maior grau de

reticulacdo) ou menor (menor grau de reticulacdo) afinidade com a 4gua ou meio fisiologico.

2.5.1. Reticula¢do quimica

As ligacdes covalentes sdo normalmente desejadas entre as cadeias de polimero reticulados
por serem mais energéticas e permanentes quando comparadas com reticulac@es fisicas reversiveis
(ou pseudoreticulacfes). Vérias reaces de reticulacdo ja& foram relatadas, e elas normalmente
envolvem polimerizacédo de radicais livres, reticulagdo por enzimas, por reagéo “clique” de Diels-
Alder, por formacéo de base de Schiff, por formacdo de Oxima e por adi¢do do tipo Michael, entre
outras. Em comparacdo com as reticulacdes fisicas, as reticulacdes quimicas geralmente exibem
materiais com estabilidade superior sob condicbes fisioldgicas e excelentes propriedades
mecanicas, bem como degradabilidade ajustavel (HU et al., 2019; OZBOLAT, 2017).

2.5.2. Fotoreticulagdo

A fotoreticulacdo é um método limpo e de baixo custo, que pode ser realizado em
temperatura ambiente e consome menos energia em comparagdo com outras técnicas. O processo
ocorre por radiacdo de luz na forma de ultravioleta (UV), laser ou luz visivel. Entre as varias luzes,
aluz UV (320—365 nm) é a mais comumente usada.

Uma fotoreticulacdo bem-sucedida depende da otimizacdo de diversos parametros, tais
como, tempo de exposicdo da amostra, intensidade da radiacdo, tipo de fotoiniciador e
concentracdo. Varios fotoiniciadores, como acilfosfinato de litio, Irgacure 2959, Irgacure 1173,
Irgacure 819, VA086, canforquinona, fluoresceina, riboflavina, ruténio/persulfato de sodio, Rose
Bengal, e eosina Y, tém sido utilizados.

Daremos enfoque ao 1-[4-(2-Hydroxyethoxy)-phenyl]-2-hydroxy-2-methyl-1-propane-1-
one (Irgacure 2959), pois foi o fotoiniciador estudado neste trabalho (Figura 7). O Irgacure 2959 é
um fotoiniciador radical anti-amarelamento, eficiente para a reticulagdo (ou cura) por UV de
sistemas compostos de mondmeros insaturados e pré-polimeros, sendo especialmente adequado

onde é necessario baixo odor e em sistemas a base de agua. O grupo hidroxi ativo pode reagir com
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resinas insaturadas funcionalizadas adequadas (COIMBRA et al., 2008). A literatura aponta que
este fotoiniciador apresenta baixa toxicidade (morte celular) em uma ampla gama de tipos e
especies de células de mamiferos. Pode ser empregado na fotopolimerizacdo de polimeros e
copolimeros, destinados para aplicacdes biomédicas e de engenharia de tecidos, em solventes
liquidos convencionais farmaceuticamente aceitos (GHAVAMINEJAD et al., 2020; WILLIAMS
et al., 2005; XU et al., 2020).

HiC  oH

HO o CH,
j HE D
Figura 7 — Estrutura quimica do Irgacure 2959.
Fonte: (COIMBRA et al., 2008).

2.6. CICATRIZACAO DE FERIDAS

Um dos grandes pilares das aplicaces de biomateriais na area biomédica esta voltada para
cicatrizacdo de feridas. As membranas produzidas por eletrofiacdo nessa area de pesquisa sao
majoritariamente empregadas como curativos de cicatrizagdo e liberagdo de medicamento.
Portanto, € fundamental que se compreenda o processo de cicatrizacdo, que envolve quatro grandes
fases que atuam de forma interconectadas, sdo elas: Hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e
remodelamento (EL-AASSAR et al., 2020; FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; MEMIC et al.,
2019).

A hemostasia, ou primeira fase, ocorre imediatamente ap6s a lesdo, em que a cascata de
coagulagdo é ativada. O sangramento traz consigo plaquetas, hemacias e fibrina, selando as bordas
da ferida, ainda sem valor mecanico, mas facilitando as trocas. O coagulo de fibrina formado
estabelece uma barreira impermeabilizante que protege a ferida da contaminacéo (EL-AASSAR et
al., 2020; FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; MEMIC et al., 2019). Nessa etapa as plaquetas
liberam grandes quantidades de AH de alto peso molecular, que levam a deposic¢éo de fibrinogénio
e a formagdo de um coagulo inicial, sendo assim, membranas contendo AH em sua matriz

potencializam este mecanismo (Figura 8). Além disso, 0 AH como um componente principal do
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fluido de edema, também promove o recrutamento de células de neutréfilos, envolvidas na
fagocitose dos detritos e remogéo de tecido morto, e a liberagdo subsequente de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), IL-1p, IL-8 (GRACA et al., 2020; TAVIANATOU et al., 2019).

Fibrinogeénio Plasmatico Plasma

Globulos Vermelhos

Figura 8 — llustracdo do mecanismo de Hemostasia.

Fonte: Da autora

A segunda fase, ou fase inflamatdria ocorre simultaneamente com o processo de
hemostasia, 0 que leva muitos autores a considerarem os dois processos como uma Unica fase. A
resposta inflamatéria se inicia com vasodilatacio e aumento da permeabilidade vascular,
promovendo a quimiotaxia (migracdo de neutrofilos para a ferida). Os primeiros elementos
celulares a alcancar o local da ferida sdo os neutrofilos e os mondcitos, que sdo atraidos por
substancias quimiotaticas liberadas pelas plaquetas, com a funcdo de desbridar as superficies da
ferida e fagocitar as particulas antigénicas e corpos estranhos. Aos poucos o0s neutréfilos sdo
substituidos por macréfagos, que possuem papel importante para as fases seguintes. Essas células
sdo responsaveis pela secrecdo de fatores de crescimento e citocinas, causando a migracao de
queratindcitos e fibroblastos para o local da ferida (fibroplastia), e contribuem com a angiogénese
e sintese da matriz extracelular, necessérias para iniciar a etapa de proliferacdo e posterior
cicatrizacdo (EL-AASSAR et al., 2020; FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; MEMIC et al.,
2019).

Na fase de proliferacdo, ou terceira fase, os fibroblastos se proliferam sob a acdo de

citocinas, que dao origem a um processo denominado fibroplasia. Ao mesmo tempo, ocorre a
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proliferacdo de células endoteliais, com formacdo de uma rica vascularizacdo (angiogénese) e
infiltracdo densa de macrdfagos, formando o tecido de granulagdo. Este tecido, por sua vez, €
constituido por um leito capilar, fibroblastos, macrofagos, um frouxo arranjo de colageno,
fibronectina e acido hialurénico. Novos vasos sanguineos sdo formados a partir de vasos pré-
existentes durante o processo de angiogénese, o que auxilia na restauragéo da perfusdo de oxigénio
(EL-AASSAR et al., 2020; FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019; MEMIC et al., 2019).

Por fim, temos a quarta fase, ou remodelamento, que tem como principal funcdo a
deposicdo de colageno de forma organizada. Nessa fase o colageno do tipo 111 é reabsorvido e um
colageno mais espesso (colageno do tipo ) é produzido e organizado ao longo das linhas de tens&o.
A forca ténsil jamais retornara a 100% e a cicatriz vai progressivamente alterando sua tonalidade
passando do vermelho escuro ao rosa claro (EL-AASSAR et al.,, 2020; FAHIMIRAD;
AJALLOUEIAN, 2019; MEMIC et al., 2019).

2.7. PRINCIPAIS COBERTURAS PARA TRATAMENTO DE FERIDAS DISPONIVEIS NA
REDE SUS

Antes de pontuar os principais curativos que vém sendo utilizados pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) (Tabela 2), é importante entender que essas coberturas podem ser classificadas como
primaria, secundaria e mista. A cobertura primaria é o produto que permanece em contato direto
com o leito da ferida na pele adjacente com a finalidade de absorver seu exsudato, facilitando o
fluxo livre das drenagens, preservando o ambiente Umido e a ndo-aderéncia. Esse tipo de curativo
requer permeabilidade aos fluidos, ndo-aderéncia a ferida e impermeabilidade as bactérias. A
cobertura secundaria é o produto que recobre a cobertura primaria, com a finalidade de absorver o
excesso de drenagem, proporcionando protecdo e compressao. Esse tipo de curativo necessita ter
capacidade satisfatoria de absorcdo e protecdo. A cobertura mista € o produto que possui as duas
camadas: uma em contato com o leito da ferida e outra em contato com o ambiente externo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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Tabela 2 — Principais curativos comerciais utilizados nos hospitais publicos do Brasil, baseados em

manuais vinculados ao Ministério da Saude.

Curativo Nome Descricéo Tipo de Contraindicacao/
Comercial Cobertura Desvantagem
Gaze Cremer® Feito de algodao, Primaria Lesdes com excesso de
umedecida Megatex® seda, raiom ou fibras exsudato e secrecdo
emsolucdo  Nexcare® sintéticas purulenta, locais de
fisioldgica insercdo de cateter,
adesdo a ferida, etc.
Hidrocol6ide Duoderm Os hidrocoloides sdo  Primariae/ou  Em casos de infeccéo,
Gel®, curativos sintéticos secundaria principalmente por
Hydrosorb®  derivados da celulose anaeradbicos, porque
Hypergel®, natural que contém estes produtos séo
Nu-Gel®, particulas hidrofilicas, impermeaveis ao
Intrasite®, que se transformam oxigénio. Em casos
Sheets®, Act em gel em contato com excessiva
FoamCool®, com o exsudato da drenagem, por causa da
Intrasite ferida limitada capacidade de
Conformable absorcéo
®, Saft Gel®,
AliGel®
Bota de Flexidress Oxido de zinco, Priméria ou Ulceras arteriais e
Unna Viscopaste®  glicerina, &gua secundaria mistas (artério-
destilada e gelatina venosas), sinais de
infeccdo e presenca de
miiase. N&o deve ser
utilizada em individuos
com sensibilidade
conhecida ao produto
OU a Seus componentes.
Gel com - Gel aquoso, incolor, Primaria Né&o utilizar em
(PHMB) néo gorduroso, conjunto com

hidratante, composto
de poli(hexametileno
biguanida) (PHMB)

sabonetes, pomadas,
6leos ou enzimas, nao
associar com
tensoativos anidnicos,
nao utilizar em
cartilagem hialina.
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Acidos Dersani® Oleos vegetais Primaria Tecidos desvitalizados,
graxos Ativo Derm polissaturados, hipergranulacéo, lesbes
essenciais AGE Derm compostos infectadas, feridas
fundamentalmente de oncoldgicas,
acidos graxos
essenciais, acido
linoléico, &cido
caprilico, acido
caprico, vitamina A e
E e a lecitina de soja
Alginatose  Algoderm®  Polissacarideo Priméria Resseca se ndo houver
Hidrofibras  Curasorb® composto de calcio, curativo secundario
Sorbalgon®,  derivado de algumas adequado. Né&o deve ser
Aguacel® algas marinhas utilizado em feridas
marrons, acidos secas Ou Com pouco
gulurdnico e exsudato, pois pode
manurénico haver aderéncia e
maceracao da pele
adjacente.
Hidrofibra ~ Aquacel Ag® Composto por fibras  Priméria Feridas com pouca
com prata de exsudagéo e uso
(AQ) carboximetilcelulose limitado em feridas
sodica e prata (Ag) superficiais, feridas
COm necrose seca ou
tecido inviavel,
hipersensibilidade a
prata.
Carvao Carboflex ®  Curativo composto Primaria Né&o deve ser utilizado
ativado Actisorb® por carvao ativado, em feridas secas, nao
Silversel® impregnado por ions utilizar em feridas
de prata, envolto por limpas e queimaduras,
uma camada de nao requer observacao
tecido constante do tecido de
granulacao.
Sulfadiazina Dermazine®  Sulfadiazina de prata ~ Primaria Hipersensibilidade.
de prata e Pratazine ® a 1%, hidrofilico

Além dos curativos sintéticos, ainda sdo utilizados os fitoterapicos, como: arnica 5%,
caléndula 5%, hamamélis 10%, babosa (aloe vera) 25% e papaina 10% (JORGE et al., 2021;
ZERBINATTI et al., 2018).
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Como pode ser observado na Tabela 2 os curativos eletrofiados ainda ndo s&o uma
realidade, e por isso a viabilizagdo de novos materiais para cicatrizagéo de feridas utilizando esta

técnica e as matrizes poliméricas adequadas ao tratamento é inovador e merece ser explorado.
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CAPITULO 3
Estudo dos parametros do processo de eletrofiacéo
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3.1. INTRODUCAO

Abreviando a Historia, no inicio da década de 1990 varios grupos de pesquisa reportaram
que muitos dos polimeros organicos poderiam ser eletrofiados para formar nanofibras, sendo cada
vez maior o numero de pesquisas desde entdo para diferentes aplica¢fes destes materiais (DOSHI,;
RENEKER, 1995; LI; XIA, 2004). A eletrofiacdo pode ser definida como um processo de producéo
de micro- e nanofibras de comprimento infinito obtidas de solu¢des poliméricas submetidas a uma
alta voltagem (MEGELSKI et al., 2002). A maneira mais simples do arranjo experimental desse
processo consiste em uma fonte de alta tenséo, seringa e um sistema de aterramento (coletor)
(INOZEMTSEVA et al., 2015). Porém, existem diversas conformac@es do arranjo; por exemplo,
o coletor pode ser estatico ou rotativo, o sistema pode ser montado na vertical e com isso utilizar a
forca da gravidade ou ainda pode ser horizontal, fazendo uso de uma bomba para ejecao da solucao.
Além disso, podem ser utilizadas uma ou varias seringas ao mesmo tempo.

A escolha do arranjo experimental depende da finalidade da aplicagéo; assim, se a escolha
é obter alinhamento das fibras para melhorar suas propriedades mecanicas e outras, um coletor
rotativo pode ser utilizado. O sistema de fieira pode também ser modificado para produzir
nanofibras feitas de misturas de polimeros ou estruturas de casca-nicleo usando um sistema de
fieira maltipla ou um coaxial.

Muitos parametros precisam ser controlados para que o processo de eletrofiacdo seja bem-
sucedido e para que a morfologia das fibras atinja as caracteristicas esperadas. Trés categorias de
parametros sdo estudadas, tais como: (1) Parametros do processo (voltagem, vazao e distancia entre
a agulha e o coletor), (2) Parametros da solucdo (condutividade elétrica, viscosidade, tenséo
superficial, concentracdo da solucdo e massa molar do polimero) e (3) Parametros ambientais
(temperatura e humidade) (CASTRO; COSTA; MEI, 2020; MIGUEL et al., 2018)

A tensdo elétrica aplicada € um parametro fundamental para o processo, uma vez que
influencia na formagé&o do jato e consequentemente na formagéo das nanofibras. A tenséo elétrica
para que esse processo ocorra com sucesso é chamada de tensao critica, e ela varia dependendo da
configuragdo e da solucdo utilizadas (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; SANKARAN;
DESHMUKH; AHAMED, 2019), sendo que alguns estudos mostraram que essa tensdo critica
ocorre com valores tipicamente superiores a 4 kV (SALEHHUDIN et al., 2018; SUNDARAY et

al., 2004). E importante ressaltar que 0 aumento da voltagem ocasiona uma diminui¢ao no diametro
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da fibra; porém, quando aumentada demasiadamente, pode favorecer a formagdo de “contas”
(estruturas que podem ser formadas ao longo das fibras, que sé&o encaradas como defeitos do
processo) e ocasionar uma inversdo quanto ao tamanho do didmetro (LI et al., 2007,
MOUTLOALLI, 2013).

A vazdo da solucdo polimérica é outro pardmetro importante na morfologia das fibras
formadas. O aumento da vazdo ndo s6 aumenta a taxa de producdo das fibras, mas também o seu
diametro e a formacdo de contas, corroborando os resultados obtidos por Tang et al. (2015) e
Ghelich et al. (2015). Isso ocorre porque gquanto maior as taxas de fluxo, mais altas séo as
quantidades de material ejetado; porém, o tempo para o jato secar é reduzido devido a maior
velocidade (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018).

A distancia adequada entre a agulha e o coletor, ¢ fundamental para a formacdo adequada
das fibras, uma vez que durante essa trajetoria ocorre a evaporacdo do solvente, permitindo a
formacéo de fibras uniformes, evitando defeitos como: fibras com contas, fundidas e achatadas
(HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; PHAM et al., 2006; SALEHHUDIN et al., 2018;
SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019). De maneira geral existe uma distancia critica
para que o processo ocorra de forma satisfatoria, essa distancia varia de acordo com a solucao
polimérica, principalmente em detrimento do solvente.

A MM, a concentracdo e, consequentemente, a viscosidade da solucéo sdo os fatores que
mais influenciam a morfologia das nanofibras. A alta MM de polimeros, em relacdo as pequenas
moléculas, facilita 0 emaranhamento das suas cadeias e assim promove o aumento da viscosidade
do sistema. Isso também ocorre quando a concentracdo da solucdo aumenta, ja que esses trés
parametros estdo interligados entre si (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; PILLAY et al., 2013;
SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019). E importante encontrar a concentracao ideal para
cada solucdo, uma vez que solucbes com altas concentracdes podem gerar fibras na forma de fitas
e solugBes com baixas concentracdes podem levar a deposigdo de goticulas ou fibras defeituosas,
incluindo as fibras descontinuas, fundidas e com contas. O valor minimo de concentragdo para
fabricar fibras lisas e livres de defeitos depende principalmente da natureza da solucédo (HAIDER;
HAIDER; KANG, 2018; PHAM et al., 2006; SALEHHUDIN et al., 2018; SANKARAN;
DESHMUKH; AHAMED, 2019).

A condutividade elétrica da solucdo é outro parametro que influencia a morfologia das
nanofibras e ocupa um papel importante na formacdo do cone de Taylor. Se a solucdo tem
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condutividade baixa, a superficie da gota ndo ter4 nenhuma carga para formar um cone de Taylor
e, portanto, ndo ocorreré eletrofiacdo. Por outro lado, 0 aumento da condutividade da solugdo para
um valor critico ndo s6 aumentara a carga na superficie da goticula, para formar o cone de Taylor,
mas também causard diminuicdo no didmetro da fibra (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018;
SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019; SUN et al., 2013). Para aumentar a condutividade
da solucdo e dar origem a fibras de boa qualidade, podem ser adicionados sais, ions, surfactantes
ou polimeros condutores a solucéo do polimero base (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; PILLAY
etal., 2013; SALEHHUDIN et al., 2018; SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019).

A escolha adequada do solvente é fundamental para formacao de nanofibras homogéneas e
sem contas. Para isso, duas coisas devem ser levadas em conta. A primeira é a solubilidade do
polimero e a segunda € a volatilidade do solvente (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; PILLAY et
al., 2013; SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019). Solventes volateis sdo 0s mais
utilizados no processo de eletrofiacdo, devido a sua rapida evaporacdo. Porém, é importante
lembrar que solventes altamente volateis promovem a secagem da solucdo dentro da agulha, o que
pode ocasionar seu entupimento (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; LANNUTTI et al., 2007;
PILLAY et al., 2013; SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019; SILL; RECUM, 2008). Ja
a baixa volatilidade dos solventes pode ocasionar a formacdo de fibras com contas, pois a
evaporacdo ocorrerd de forma lenta e incompleta (LANNUTTI et al., 2007; PILLAY et al., 2013;
SILL; RECUM, 2008).

A tensdo superficial da solucdo também desempenha um papel importante na morfologia
das nanofibras formadas e também no sucesso do processo de eletrofiacdo (PHAM et al., 2006;
TARUS et al., 2016). Solugdes com elevadas tensdes superficiais impedem e/ou dificultam a
formacdo do cone de Taylor e consequentemente a formacéao do jato, uma vez que seria necessaria
uma voltagem muito alta para que a tensdo superficial se rompesse e um jato estavel fosse
estabelecido (ZHANG; YUAN, 2005; ZUO et al., 2005).

A umidade relativa do ar e a temperatura sdo parametros pouco estudados, mas também
afetam diretamente a morfologia das nanofibras, ja que estdo diretamente ligados com a evaporagéo
do solvente (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018; PHAM et al., 2006). De acordo com Wang et al.
(2007) a temperatura possui forte influéncia na viscosidade da solucdo para eletrofiacdo, pois,
conforme constataram, ao aumentar a temperatura da solucdo trabalhada, o didmetro das fibras

diminuiu. Segundo esses pesquisadores, isso ocorreu devido a reducao da viscosidade e da tenséo
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superficial, além da maior condutividade da solugdo. A umidade relativa do ar, por sua vez, afeta
o didmetro das nanofibras regulando o processo de solidificagdo do jato de polimero (HAIDER,;
HAIDER; KANG, 2018; SANKARAN; DESHMUKH; AHAMED, 2019).

Desta forma, o objetivo deste capitulo foi determinar os melhores parametros para
eletrofiacdo de membranas de PVA/AH, sabendo que a eletrofiacdo do AH ainda é um desafio a

ser superado.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1.  Preparo das solucGes poliméricas

Dois sistemas foram estudados: No primeiro sistema PVA (Mw = 130 kg mol™?, 86.5-89.5%
hidrélise, Vetec) foi dissolvido em &gua destilada (10% m/v) e agitado magneticamente a 80°C
durante 2h. Ja a solucdo de AH (Grau cosmético, Symbios, Mw > 1.6 MDa, D-&cido glucurdnico
> 45%, bacteriano, mais informacdes vide ANEXO B (3% m/v) foi preparada em meio aquoso de
NaCl (1% m/v) sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. A metodologia do segundo sistema
foi semelhante ao do primeiro, porém a concentracdo de PVA foi de 6% m/v e a de AH foi de 2%
m/v. Em ambos 0s processos a solugdo de PVA e AH foram misturadas em uma proporcao de
25PVA:75AH, 50PVA:50AH e 75PVA:25AH, sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente

durante a noite.
3.2.2. Caracterizacdo das solucdes poliméricas

A condutividade elétrica das solugdes foi determinada por um medidor de condutividade
Analion K0392 a 25°C. A viscosidade foi medida em um redbmetro Haake RheoStress 1 a 25°C. A
tensdo superficial foi medida pelo método do anel em um Tensiémetro K6 Kruss.

3.2.3. Etapa de eletrofiacdo

As solucdes para eletrofiacdo foram preparadas e carregadas em uma seringa de vidro de
10 mL com uma agulha de inox de 0,80 mm de didmetro interno. A distancia entre a ponta da
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agulha e o coletor plano, envolto em folha de aluminio (10x30 c¢cm), foi ajustada para 15 cm. Uma
corrente de alta voltagem de 25 kV (CC) foi aplicada entre a agulha e o coletor para iniciar o jato
da solucdo de polimero, e a vazao foi controlada por uma bomba de seringa. A taxa de alimentacéo
que melhor se ajustou ao processo foi a de 0,3 mL/h. Todos os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente e a umidade relativa de 20 a 30% controlada com o uso de um
desumidificador.

3.2.4. Caracterizacdo das membranas eletrofiadas

A escolha do melhor sistema foi determinada pela analise morfoldgica das membranas, que
foi realizada através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), pela determinacdo do
diametro médio das fibras, realizado com o auxilio do software ImagelJ® e pela facilidade de
processabilidade observada experimentalmente.

As anélises de MEV foram realizadas na central analitica (LRAC — Laboratorio de Recursos
Analiticos e de Calibracdo) da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) da UNICAMP. As
amostras foram inicialmente recobertas com 200A de ouro (Sputter Coater EMITECH, modelo
K450) e posteriormente analisadas em um microscopio eletrénico de varredura (Modelo Leo 440i
- LEO Electron Microscopy/Oxford).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Eletrofiar o AH em solucdo aquosa por um método convencional ndo é possivel, pois esse
polimero apresenta propriedades reoldgicas Unicas, como alta viscosidade e alta tensdo superficial.
Porém, algumas alternativas podem ser escolhidas para contornar esses desafios, tais como utilizar
solventes organicos ou uma mistura de outros polimeros na matriz com boas caracteristicas de
processabilidade. A utilizacdo de solventes organicos foi evitada, uma vez que esses compostos
sdo toxicos na maioria das vezes, e podem degradar farmacos ou até mesmo a matriz polimérica,
além de encarecerem o processo. A melhor opg¢éo foi misturar outro polimero biocompativel, inerte
e que apresentasse boas propriedades bioldgicas e de processabilidade. Os resultados discutidos a

seguir sdo baseados na mistura de solugdes poliméricas de AH e PVA.
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A combinacdo de algumas concentracgdes de solucgdes de PVA (10 e 6 %m/v) e AH (3 e 2
%m/v) foram realizadas para o estudo de 3 propor¢Oes dessas solugdes (75PVA/25AH,
50PVA/50AH e 25PVA/75AH), com foco nas que apresentaram melhores resultados.

Tabela 3 — Pardmetros das solugdes poliméricas para o processo de eletrofiacéo.

~ Proporcéao Tenséao -

Concentragdo entre as Superficial Co,nd_ut|V|dade Viscosidade (cP)
(m/v) ~ Elétrica (mS/cm)

solucdes (mN/m)

75PVA/25AH 4711 4,95+0,02 24200+174
PVA 10%

50PVA50AH 66+1 9,75+0,03 75750£500
AH 3%

25PVA/T5AH  80+1 14,73+0,03 1108004529

75PVA/25AH  45+1 5,43+0,01 2869179
PVA 6%

50PVA/50AH  53+2 10,85+0,08 3510461
AH 2%

25PVA/75AH 59+1 15,56%0,02 4720+85

Inicialmente ser&o apresentados os resultados para as concentragdes de 3% AH e 10% PVA.
O estudo dos parametros reoldgicos mostrou que a medida que a proporcédo de AH aumentou, a
viscosidade e a tensdo superficial da solu¢do aumentaram significativamente (Tabela 3). A escolha
das concentracdes das solucdes foi planejada para serem as maiores possiveis, mas abaixo do ponto
de gelificacdo. Porém, a solucdo de AH apresenta propriedades peculiares, por exemplo, 0 aumento
de sua viscosidade ndo esta associado ao maior emaranhamento de cadeias, como é necessario e
normalmente ocorre com outras solucBes poliméricas. Para que isso ocorra com AH, sua
concentracdo critica para promover o emaranhamento de cadeia (CEC) e a eletrofiacdo € muito
alta, o que gera viscosidades extremamente altas e elevada tensdo superficial, dificultando sua
processabilidade (VIGANI et al., 2018a, 2018b, 2019). Por esse motivo, deve-se encontrar uma
concentragdo que ndo ocasione instabilidade e que ndo resulte em nanofibras defeituosas.

A taxa de alimentacédo da solucéo durante a eletrofiagdo € um fator que afeta o processo de
fabricacéo. Por isso, foram feitos alguns estudos para elucidar o efeito da taxa na processabilidade,
escolhendo uma faixa de estudo entre 0,2 e 0,7 mL/h. Verificou-se experimentalmente que para
estas condi¢Oes de solucdo, uma vazao acima de 0,3 mL/h origina um jato instavel. Assim, nesse
estudo a taxa de alimentagéo foi fixada em 0,3 mL/h, a fim de aliar uma estabilidade do jato com

um aumento da eficiéncia de producdo. Em uma operacgdo de eletrofiagdo tipica, ha uma janela
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estreita de taxa de alimentacdo para o processamento ser bem-sucedido; isso porque o consumo da
solucéo sendo eletrofiada deve ser limitado a uma certa faixa, a fim de manter o cone de Taylor na
fieira.

A morfologia das fibras emaranhadas pode ser observada nas imagens de MEV (Figura 9).
As fibras preparadas nas propor¢es de PVA/AH 75/25 e 50/50 apresentaram superficies
relativamente lisas e didmetros uniformes, sem nenhuma estrutura de “conta”. Apesar de a
proporcao 50/50 apresentar um didmetro de fibra menor, a instabilidade do processo com o
aumento da proporcdo de AH aumentou significativamente. Entdo, avaliando a processabilidade e

amorfologia de forma conjunta, a propor¢édo que apresentou melhor desempenho foi a de PVA/AH
75/25.
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Figura 9 — Imagens de MEYV e distribuicdo de didmetro das nanofibras de PVA (10% m/v) e AH
(3% m/v) nas proporcdes: (A) 75PVA/25AH, (B) 50PVA/50AH, (C) 25PVA/75AH.
Fonte: Da autora.

Com o auxilio do software ImageJ® uma estimativa do didmetro médio das fibras foi
também obtida (Tabela 4). A significancia estatistica foi calculada com uma ANOVA de fator

unico e com teste Tukey, onde um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Tabela 4 — Diametros médios das nanofibras obtidas no sistema PVA/AH.

75PVA/25AH 50PVA/50AH 25PVA/75AH

Diametro Médio
(nm)
“Diametro médio estatisticamente diferentes.

24060 137+28" 116+22"

O estudo envolvendo as concentragfes 2% AH e 6% PVA apresentou comportamento
diferente para as proporcdes, quando comparado com a combinacao de concentragdo anterior. Para
a proporcdo de 75PVA/25AH o processo se manteve estavel; porém, para as demais proporcoes
ndo houve estabilidade, o que refletiu na morfologia das nanofibras. Enquanto para a proporgéo
50/50 das concentragdes anteriores (PVA 10% e AH 3%), foram obtidas fibras relativamente
homogéneas, para as concentracfes 2% AH e 6% PVA obteve-se fibras com muitos defeitos,
possivelmente devido a alta viscosidade do AH que prevaleceu neste sistema. A proporcao

75AH/25AH apresentou morfologia semelhante, porém para essa ultima combinacdo de
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concentragfes o processo foi ainda mais instavel e, portanto, descontinuado. A morfologia das

novas nanofibras pode ser observada na Figura 10.

40

75PVA - 25AH

Frequéncia
N w
o o

=
o
I

. - 0
“‘ AN P LU, 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

ag=15.00 KX TProbe=100 pA WD=25mm EHT=15.00 KV 1 pmf

VA2« LW v T W T e WL VA W = Diametro (nm)

N
o]

50PVA - 50AH

= = N N
N )] o N
L | ! L

Frequéncia

[e¢)
|

-

L CANemY g % 1
: 7 = 1 >
| r, - Yy ol ¥ LA

Mag=15.00 KX IProbe=100 pA WD=25mm EHT=15.00 kV
'ﬁv-

80 100 120 140 160 180 200 220
Diametro (nm)

25

25PVA - 75AH
20
15+

Frequéncia
=
o

100 150
Diametro (nm)

Figura 10 — Imagens de MEV e distribuicdo de diametro de nanofibras de PVA (6% m/v) e AH
(2% m/v) nas proporcdes: (A) 75PVA/25AH, (B) 50PVA/50AH, (C) 25PVA/75AH.
Fonte: Da autora
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Uma nova estimativa do diametro médio das fibras foi feita com base na morfologia das
membranas (Tabela 5). A significancia estatistica foi calculada com uma ANOVA de fator Unico

e com teste Tukey, onde um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Tabela 5 — Diametros médios das nanofibras obtidas no sistema PVA/AH.

75PVA/25AH 50PVA/50AH 25PVA/75AH
Diametro Médio (nm) 205+58 147+30" 104+41"

“Diametro médio estatisticamente diferente em relacdo ao diametro médio da amostra 75PVA/25AH.

De acordo com os resultados apresentados o diametro médio das amostras 50PVA/50AH e
25PVA/75AH sdo estatisticamente diferentes em relacdo a amostra 75PVA/25AH; no entanto, séo
iguais entre si. Do ponto de vista de processo, a formulacdo contendo 75PVA/25AH com
concentragdes de solucdes de 2% AH e 6% PV A, apresentou maior estabilidade. Isso significa que
0 processo apresentou maior facilidade de reprodutibilidade, a solugdo nao “espirrou” no coletor
(fenémeno similar a eletropulverizacdo), ndo houve a formacao de curtos-circuitos, o que é bem
comum na eletrofiacdo de acido hialurénico em solucédo aquosa, tais fenbmenos ocorreram nas
formulacGes de 3% AH e 10% PVA.

De maneira geral, as nanofibras apresentaram um diametro coerente com os trabalhos
encontrados na literatura. Shankhwar et al. (2015) encontraram um diametro de 107 nm para fibras
de PVA (8% m/v), enquanto que o trabalho realizado por Quinn et al. (2018) obteve um didmetro
de fibra de aproximadamente 130 nm, para uma concentracdo de 9% m/v de solucdo de PVA. Nos
experimentos envolvendo AH, autores como Young (2006) e Chen et al. (2016) obtiveram fibras
de AH/PEO com um diametro variando entre 150 e 220 nm; os resultados mostraram que, para este
sistema houve um aumento no didmetro médio das fibras a medida que a quantidade de AH na
solucéo diminuiu. Segundo Chen et al. (2016) isso pode ter ocorrido pelo fato do &cido hialurdnico
utilizado ser de baixa massa molar, o que provocou o aumento da densidade de carga das solugdes.
Com isso, forcas de alongamento mais fortes foram impostas aos jatos, resultando em um menor
diametro medio das fibras eletrofiadas, além disso, essas adi¢cdes de AH ocasionaram a diminuicéo
da viscosidade do sistema, o que pode ter melhorado a taxa de evaporagdo da solucéo de fiacéo,
acelerando a etapa de formacdo das fibras no processo com concomitante diminuicdo de seu

diametro médio. J& Young (2006), atribui esse comportamento & maior viscosidade da solugéo de
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AH que sobrep6s a viscosidade relativamente baixa da solu¢do de PEO; deste modo, a viscosidade
total da solucdo aumentou com a concentracdo de AH, dificultando estabelecer um consenso.

No presente estudo, o0 AH de alta massa molar aumentou a viscosidade, a condutividade
elétrica e a tensdo superficial e consequentemente diminuiu o diametro médio das fibras, o que nos
levou a concluir que a avaliagdo de um Unico parametro ndo é suficiente para se determinar as
propriedades finais de um sistema, ainda mais quando se trata de um polimero com caracteristicas
tdo peculiares, como é o caso do AH. Além disso, € importante ressaltar que a eletrofiacdo € um
processo que pode abranger apenas uma faixa limitada de viscosidade da solugdo e tensdo
superficial, especialmente quando a intensidade do campo elétrico aplicado € limitada, ou seja,
quando o sistema polimérico impde um limite pratico de operacdo, em que 0 uso de potenciais
elétricos mais elevados costuma produzir faiscas ou causar curto no equipamento. Isso significa,
em outras palavras, que a eletrofiacdo de AH costuma néo ultrapassar 20 kV. Neste experimento o
campo elétrico aplicado foi de 25 kV, sendo que acima deste valor ja foram observados os
problemas acima relatados. Destaca-se que essa faixa estreita de parametros para tornar a
eletrofiacdo convencional viavel do AH ainda nédo foi encontrada.

Membranas obtidas por sistemas polimeéricos baseados nos dois polimeros aqui estudados
ainda ndo foram muito abordadas na literatura. Abdel-Mohsen et al. (2019) produziram membranas
de PVA/hialuronano (AH) na presenca de nanoparticulas de prata (AgNPs), obtendo didmetros
médios de fibra entre 154 e 225 nm em diferentes proporcdes destes polimeros. A medida que a
proporcao de AH-AgNPs aumentou no sistema, houve estreitamento da distribuicdo de didametro e
diminuicdo do didametro médio das fibras, ao mesmo tempo em que a processabilidade do sistema
diminuiu. Os autores acreditam que esse efeito esta ligado ao aumento de hialuronano na solucéo,
0 que levou ao aumento da carga na superficie do jato formado durante a eletrofiacdo, bem como
0 aumento expressivo da viscosidade do sistema.

Séon-lutz et al. (2019) obtiveram diametros médios de fibras variando de 120 a 348 nm
para sistemas baseados em AH-PVA-HPBCD, em um estudo feito com base na variacdo da
concentracdo de HPBCD. Ou seja, a insercdo de outras moléculas pode alterar os resultados de um

sistema, como no caso, devido a mudancas reoldgicas provocadas por esse novo componente.
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3.4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos experimentalmente, fica evidente que a eletrofiacdo do AH
em solucdo aquosa ainda é um desafio, porém € viavel e promissora quando 0s parametros se
ajustam. Eletrofiar apenas AH em solucdo aquosa se mostrou invidvel, mas existem alternativas
que nos possibilitam inserir esse polimero no sistema preservando suas propriedades bioldgicas.
De maneira geral houve a formacdo de nanofibras para todas as formulagdes; no entanto, as
proporcdes com maiores quantidade de AH (25PVA/75AH) apresentaram nanofibras com defeitos
e um processo completamente instavel.

A proporcdo 75PVA/25AH garantiu uma maior estabilidade do processo de eletrofiagéo,
guando comparada com as proporcdes testadas, assim como as concentracdes de PVA a 6% e AH
a 2%. Portanto, a formulacdo com PVA 6% e AH 2% com a propor¢do 75PVA/25AH foi escolhida
para dar continuidade a este trabalho, por apresentar maior estabilidade de processo e um diametro
médio de fibra adequado para as aplica¢fes desejadas.
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4.1. INTRODUCAO

Uma preocupacdo da atualidade ¢é a utilizacdo de metodologias que tornem 0s processos
capazes de reduzir ou eliminar o uso e a geracdo de substancias nocivas ao ser humano e ao meio
ambiente como um todo. A eletrofiagcdo é um processo que majoritariamente utiliza de solventes
organicos para reduzir a tensdo superficial de muitas solu¢Bes poliméricas. Tais solventes
apresentam volatilidade que favorecem a formacao de nanofibras; por outro lado, apresentam a
desvantagem de serem altamente tdxicos aos sistemas biologicos e encarecerem o processo. Assim,
a procura por alternativas viaveis se faz necessaria.

O AH e o PVA séo polimeros altamente soltveis em agua e permitem a eletrofiacdo das
suas solucBes poliméricas utilizando este meio como solvente. Deste modo, membranas altamente
biocompativeis e biodegradaveis sdo obtidas com toxicidade praticamente nula; no entanto, o
processo de eletrofiacdo apresenta maior instabilidade neste caso, devido a alta viscosidade e a alta
tensdo superficial do AH. Adicionalmente, a solubilidade dos materiais resultantes em pH
fisioldgico é instantdnea, o que inviabiliza sua utilizacdo como nanocarreadores de principios
ativos, bem como reduz sua eficiéncia em processos de cicatrizagao.

Normalmente, para a aplicacdo in vivo, sdo necessarios materiais com taxas de degradacdo
controlaveis. Por exemplo, materiais com um tempo de degradacao de 25 dias sdo adequados para
a cicatrizacéo de feridas agudas (queimadura e exciséo de pele) e com um tempo de degradacéo de
8 semanas sdo adequados para a cicatrizacdo de feridas crbnicas (Glcera diabética, Ulcera de
pressdo) (XU et al., 2009). Portanto a reticulacdo é uma alternativa que soluciona esses problemas
e tem se destacado nos processos envolvendo principalmente o AH.

A reticulagdo por reacdo de esterificacdo € um processo simples e amplamente utilizado, na
area de materiais poliméricos, e assim para reticulagio de PVA e de AH (COLLINS;
BIRKINSHAW, 2013; LIOU; WANG, 1996; SNETKOV et al., 2019; TRUONG et al., 2017).
Neste ultimo, a esterificacdo pode ocorrer tanto pelos grupos carboxilas, quanto pelos grupos
hidroxilas, isso dependera do agente de reticulacdo escolhido e das condi¢bes de reacdo
(SELYANIN et al., 2015; TROMBINO et al., 2019). No caso do PVA essa reagdo ocorrera em sua
maioria pelos grupos hidroxilas.

Nesse capitulo realizamos reticulacdo quimica via reacdo de esterificacdo utilizando

Anidrido Maleico (MA), bem como uma etapa de fotoreticulagdo com Irgacure 2959. Na literatura
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ja foi relatado que apenas o campo elétrico e a temperatura, gerados pelo processo de eletrofiacao,
sdo suficientes para promover a reacdo de esterificacdo entre o0 PVA e 0 MA (YANG; QIN;
WANG, 2008). Portanto a fotoreticulacdo apds o processo de eletrofiacdo foi uma etapa para
garantir a reacdo completa, evitando qualquer residuo remanescente. Abaixo estdo exemplificadas

as reacdes que podem ocorrer neste processo (Figura 11).
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Figura 11 — Representacdo esquematica de possiveis reacOes de esterificacdo entre (i) AH e MA,
(if) PVA e MA, (iii) PVA e AH.
Fonte: Da autora
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Preparo das solucGes

Baseado nos resultados do Capitulo 3, a solugdo com maior desempenho no processo de
eletrofiacéo foi a de PVA (6% m/v) e AH (2% m/v) na proporgéo de 75% de solugéo de PVA para
25% de solucdo de AH, entdo as etapas de reticulacdo foram feitas somente para esta formulagéo.
As solucBes poliméricas foram preparadas de acordo com a metodologia do item 3.2.1. (Cap. 3),
com a adic&o de anidrido maleico (MA, My = 98 g mol %, 98%, Dinamica) (5%, 15%, 30% relativos
a massa de PVA e AH) e de 1-[4-(2-Hydroxyethoxy)-phenyl]-2-hydroxy-2-methyl-1-propane-1-
one (Irgacure 2959, 98%, My = 224 25 g mol ™, Sigma Aldrich) (5% relativos a massa de PVA e

AH) a solucdo final, sob agitacdo vigorosa e a temperatura ambiente por 24 horas.

4.2.2. Caracterizacdo das solucdes poliméricas

As solucBes poliméricas foram caracterizadas de acordo com o item 3.2.2. (Cap. 3),

mudando apenas o spindle na medida de viscosidade.

4.2.3. Etapa de eletrofiagéo

A etapa de eletrofiacdo ocorreu de forma similar ao item 3.2.3. (Cap. 3). Como a adi¢do do
agente reticulante diminuiu a viscosidade e a tenséo superficial das solu¢cdes poliméricas, a vazao
utilizada variou de 0,3 mL/h até 0,7 mL/h, indo da menor concentracdo de agente reticulante para
maiores concentracdes, respectivamente. Similar comportamento foi observado para voltagem, que
variou de 20 kV a 25kV.

4.2.4. Fotoreticulacdo

Para ativar a reacdo de fotoreticulacdo nas nanofibras, todas as membranas foram colocadas
em um reator de luz ultravioleta (BLACK LIGHT 8W F8T5BL - 300mm a 365nm - PHILIPS) por



CAPITULO 4: Estudo da reticulagio das membranas 58

40 min em atmosfera de nitrogénio, e a seguir armazenadas em um dessecador em temperatura

ambiente para posterior andlise.
4.2.5. Caracterizacdo das membranas eletrofiadas

As membranas foram caracterizadas por MEV, FTIR (Espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier) e grau de intumescimento. A analise de MEV seguiu a metodologia
do item 3.2.4. (Cap. 3).

Os espectros de infravermelho foram coletados em um espectrometro (Thermo Scientific -
Nicolet 6700 - Madison/EUA) e registrados de 500 a 4000 cm™. A ocorréncia da reagdo de
esterificacdo (crosslinking) e interacdes inter- e intramoleculares entre os polimeros foram
caracterizadas pela presenca de grupos funcionais caracteristicos de AH e PVA nas membranas.

Para o0 ensaio de intumescimento, as membranas secas foram inicialmente pesadas e imersas
em PBS 7,4 por 72 horas, a temperatura ambiente, para atingir o grau de intumescimento de
equilibrio. Antes de medir 0 peso das amostras intumescidas, o excesso de dgua na superficie foi
cuidadosamente removido por meio de papel de filtro. A razdo de intumescimento foi calculada

seguindo a norma ASTM 471, da seguinte forma:

Wy — W
——2x 100 (4.1)

Wo

%Intumescimento =

Onde wt e wo S80 0s pesos das amostras intumescidas e secas, respectivamente.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 6 mostra os parametros das solu¢fes poliméricas para o processo de eletrofiacéo
apos a adicdo do agente de reticulacdo (MA), que desempenha um papel importante nas
propriedades das nanofibras formadas. Portanto, discutimos cuidadosamente seus efeitos na

morfologia das nanofibras obtidas neste trabalho.
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Tabela 6 — Parametros das solugfes poliméricas para o processo de eletrofiacdo de PVA/AH com
agente de reticulagdo MA.

Amostras Tenséao Superficial Condutividade elétrica Viscosidade
(mN/m) (mS/cm) (cP)

5% MA  41,8+0,8 6,0£0,1 21241

15% MA  39,3+0,6 10,8+0,2 16742

30% MA 32,3+0,6 15,340,2 124,5+0,3

A adicdo de MA a solucao polimérica melhorou os parametros de eletrofiacdo; ou seja,
diminuiu a voltagem aplicada, que era inicialmente de 25 kV e mudou para 20 kV, e melhorou o
fluxo de ejecdo da solucdo, que passou de 0,3 mL/h para 0,7 mL/h, devido a reducdo da viscosidade
e da tensdo superficial das solucdes, facilitando seu escoamento e dando origem a um sistema mais
homogéneo e sem defeitos. A adi¢do deste reticulante também aumentou a condutividade elétrica
da solucdo, gerando cargas superficiais suficientes para a geracdo do cone de Taylor e,
consequentemente, a formacdo de um jato estavel. Destaca-se que acima de 30% do agente
reticulador ndo é mais possivel eletrofiar a solucdo, resultando em um fenémeno semelhante ao da
eletropulverizacdo, ou seja, a deposi¢do de pequenas goticulas no coletor.

As fotomicrografias de MEV mostraram que o aumento da concentracédo de MA diminuiu
o diametro das nanofibras (Tabela 7) e tornou a distribuicdo do didmetro mais homogénea (Figura
12). Embora os diametros médios nao sejam estatisticamente diferentes entre si, é possivel observar
uma tendéncia de reducdo do didmetro da fibra para alta concentracdo de reticulador (Tabela 7).
Além disso, foi possivel observar uma maior interconexdo das nanofibras com o aumento da
concentracdo do reticulador, sugerindo que a porosidade da membrana também diminuiu. No

entanto, estudos adicionais sobre a distribuicdo do tamanho dos poros precisam ser investigados.
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Figura 12 — Imagens de MEV e distribuicdo dos didmetros das nanofibras das membranas de
PVA/AH com diferentes concentracbes de MA (A) 5%, (B) 15% e (C) 30%.

Fonte: Da autora

A significancia estatistica entre os didmetros médios foi calculada com uma ANOVA de
fator Unico e o teste Tukey, onde um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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Tabela 7 — Didmetro médio das nanofibras de PVA/AH ap06s a adi¢ao de diferentes concentraces
de MA.

5% MA 15% MA 30% MA
Diametro (nm) 247+101" 226+83" 217+65"

* -A 7 - - - - N 7’ - - ~
Diadmetro médio estatisticamente diferente comparados com o didmetro médio da amostra sem agente de reticulacdo

Séon-Lutz et al. (2019) encontraram semelhante diametro médio de fibra (348 £ 51 nm) em
seu estudo com a adicdo de EDC e NHS como reticulante da membrana PVA-AH-HPBCD, porém
com um sistema de eletrofiacdo modificado. Ja no trabalho desenvolvido por Abdel-Mohsen et al.
(2019) o didametro médio das fibras foi relativamente menor para um sistema PVA/AH-AgNPs
(225 nm). Nesse caso, dois pontos devem ser levados em consideracdo; primeiro, 0 sistema de
eletrofiacdo foi modificado e a tensdo utilizada foi de 58 kV; segundo, o hialuronano (AH) serviu
apenas como agente redutor e estabilizador para a formacdo de nanoparticulas de prata, o que
explica sua baixa concentragdo na composicao.

A anélise de FTIR (Figura 13) foi importante para confirmar que a reacdo de reticulacéo
ocorreu entre as cadeias de PVA e AH e também os efeitos da concentracdo do reticulante seguindo

o0s grupos funcionais e as ligacGes presentes nas amostras.

30%MA i
WN P 1 : Wﬁ"\,\

Transmitancia (%)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm_l)
Figura 13 — Espectros de FTIR das membranas PVA/AH com diferentes concentragdes de MA.

Fonte: Da autora
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O espectro revelou as principais bandas relacionadas ao PVA e AH, como esperado, por se
tratar dos polimeros que compdem a membrana. A banda larga em torno de 3200-3500 cm™ esta
relacionada aos estiramentos da ligacdo -OH e também da ligacdo -NH, pois a medida que o
processo de reticulacdo aumenta com a adicdo de maiores concentracbes de MA, a intensidade
desta banda diminui (SEON-LUTZ et al., 2019; ZEYTUNCU et al., 2015). A banda fraca proxima
a 2900 cm atribuida ao alongamento da vibragdo -CH, também muda durante o processo de
reticulacio. Bandas caracteristicas entre 1600 e 1700 cm™ estdo relacionadas ao alongamento da
ligagdo dos grupos carbonil amida (-RiR2N-C=0) e 4cido carboxilico (-COOH) do AH
(LARRANETA etal., 2018; ZHAO et al., 2015b). Algumas bandas caracteristicas proximas a 1434
e 1089 cm™ para AH séo devidas a vibragdes de flexdo de amida do tipo -N-H e de curvatura -C-
O-C-, respectivamente, enquanto a banda proxima a 1420 cm™ corresponde ao alongamento das
ligacBes carboxila (DE OLIVEIRA et al., 2017; GILLI et al., 1994; SEON-LUTZ et al., 2019).
Todos os espectros mostram picos caracteristicos de PVA proximos a 2945 cm™, 1734 cm™ e 1250
cmt, em relagdo aos grupos alquil, acetil e -C-O, respectivamente (GOHIL; BHATTACHARYA,;
RAY, 2006; RAI; BASAK, 2010). A reticulagdo foi evidenciada pelo pico em 1700 cm™ que é
uma indicacdo clara da existéncia do alongamento -C-O-O- (Figura 13 — Regido 1) que é mais
evidente em ambas as amostras de PVA/AH com concentragdes de MA de 15 e 30% (MAJIDI,
NEZAFATI; PAZOUKI, 2017; TRUONG et al., 2017; ZEYTUNCU et al., 2015). Outra evidéncia
da reticulacdo foi a mudanca de intensidade no pico de 1091 cm™, que também ¢é relativa a
reticulacdo entre o grupamento -OH da estrutura do PVA e o grupamento -C=0 da molécula MA,
dando origem a banda -COC- (Figura 13 — Regido Il) (MAJIDI; NEZAFATI; PAZOUKI, 2017;
PINGRUI et al., 2000). Ainda, uma outra observacéo interessante foi o desaparecimento do pico
em 1640 cm, relacionado a ligagdo -C=C- da molécula MA, sugerindo sua presenca na reacgéo de
fotoreticulacdo (LIOU; WANG, 1996).

As membranas foram submersas em solucdo de PBS 7,4 para verificar sua integridade
(Figura 14a) e, conforme observado, aquelas com MA 0 e 5% se dissolveram instantaneamente,
enquanto as de 15 e 30% permaneceram integras apos 72 horas (Figura 14b). A Figura 14c mostra
0 comportamento de intumescimento das membranas MA de 15 e 30%. Curiosamente, nas
primeiras 12 horas, a membrana de 15% MA aumentou 501%, enquanto 30% MA aumentou 296%.
Porém, ap6s 24 horas, a membrana de 30% MA atingiu cerca de 550% de porcentagem de

intumescimento, sendo maior que a da membrana 15% MA, e se a manteve ate 72 horas. Por outro
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lado, a membrana de 15% MA passou a apresentar diminuigdo da taxa de inchago, e aumentou
381% as 72 horas, sugerindo perda de peso. Sugere-se que neste caso a distancia entre 0s pontos
de reticulacdo foi maior e permitiu maior interacdo intermolecular entre os grupamentos —OH das
cadeias do polimero em relagéo a interagdo com os grupamentos —OH da agua. Portanto, o grau de

reticulacdo desempenha um papel importante na cinética e estabilidade de absorcdo de &dgua das

membranas.
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Figura 14 — Fotos ilustrativas das membranas antes (A) e depois (B) da imersdo em solucdo de
PBS 7,4 por 72 horas. Da esquerda para a direita: (1) 0% MA, (I1) 5% MA, (111) 15% MA e (1V)
30% MA. (C) Comportamento de intumescimento de membranas 15% MA e 30% MA em 12,
24, 48 e 72 horas.

Fonte: Da autora

Este é um resultado importante para a aplicacdo de membranas em feridas com cicatrizacao
prolongada. Conforme observado nas micrografias de MEV da Figura 15, as fibras mantiveram sua
integridade; entretanto, ocorreram alguns pontos de coalescéncia e inchaco destas (circulos
vermelhos indicados na Figura 15), principalmente apds 72 horas. Séon-Lutz et al. (2019)
encontraram resultados semelhantes ap6s 48h, porém neste caso a reticulacdo foi ativada por

temperatura na presenca de EDC e NHS.
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Figura 15 Imagens de MEV das membranas PVA/AH: Apos 48 horas de imersdo (A) 15% MA,
(B) 30% MA. Apobs 72 horas de imersao (C) 15% MA e (D) 30% MA.
Fonte: Da autora

4.4. CONCLUSOES

A eletrofiacdo de membranas de PVA/AH foi bem-sucedida e a adicdo de um agente de
reticulagdo (MA e Irgacure 2959) causou uma melhora efetiva nas propriedades da solucgéo e nas
condigdes do processo. Isso foi extremamente importante, especialmente para aumentar a taxa de
ejecédo da solucdo de polimero e diminui¢do na voltagem, o que esta relacionado a economia de
energia e ao tempo de producdo da membrana. Foi possivel obter nanofibras homogéneas sem a
presenca de “contas”, utilizando apenas agua como solvente. A reacdo de reticulagdo completa
ocorreu com a adicao de 15 e 30% de reticulante, o que significa que a faixa de concentracdo deste
entre 15 e 30% € interessante de se investigar, focando a aplicagdo em dispositivos modulados de
liberacdo controlada com diferentes tempos de vida atil antes da degradacao.

Visto que o sistema com 5% de agente reticulante néo foi eficiente para o objetivo proposto,

essa concentracdo foi descartada dos nossos propdsitos de pesquisas futuras.
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5.1. INTRODUCAO

A adicdo de um principio ativo (f&rmaco) em uma matriz de transporte € uma etapa muito
importante e exige alguns cuidados, tais como compatibilidade entre o farmaco e a matriz, de
forma que ocorram interagdes secundarias entre as moléculas do fa&rmaco e do material carreador,
para garantir o tempo de residéncia do principio ativo desejado na matriz. Entretanto, deve haver
um balanco para que essas intera¢fes nao inativem ou impegam que o principio ativo seja liberado.
Além disso, a forma de encapsulamento também deve respeitar as propriedades do principio ativo,
nédo permitindo que ele seja degradado ou inativado.

Plantago major ou tanchagem, como é popularmente conhecida a planta que forneceu o
principio ativo escolhido para estudo, possui muitas propriedades medicinais conhecidas; dentre
elas, destacaremos seu potencial antinflamatdrio, antibacteriano, coagulante e cicatrizante (ADOM
etal., 2017).

Estudos mostraram que o extrato da planta apresenta compostos fendlicos em geral,
flavonoides, taninos, alcaloides, esterois insaturados, triterpenos, carboidratos, lactonas/ésteres,
proteinas/aminodacidos, antraquinonas reduzidas, cumarinas e esteroides livres. Os polifendis sdo
0s principais responsaveis pela cicatrizacdo de feridas e por isso o0s ensaios de liberagdo foram
baseados nesses compostos (ADOM et al., 2017; NAJAFIAN et al., 2018).

O estudo dos mecanismos e a cinética de liberacdo de um farmaco sdo de extrema
importancia. Assim, a aplicacdo de modelos matematicos nos sistemas de liberagdo controlada in
vitro é importante porque nos permite compreender o processo de liberagdo como um todo, bem
como determinar o periodo de eficiéncia dos dispositivos projetados. Modelos como 0s propostos
por Korsmeyer (1983), Peppas e Sahlin (1989) e Reis et al. (2007) sdo alguns dos principais para
filmes/membranas nanocarreadoras.

O objetivo deste capitulo foi incorporar e estudar o mecanismo de liberacdo de extrato de

tanchagem em membranas eletrofiada de PVA/AH.
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5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Preparo das solucbes poliméricas

O preparo das solugbes poliméricas seguiu a metodologia do item 4.2.1. (Cap. 4). Porém
nessa etapa foi incorporado extrato de tanchagem (Tan, Padrdo comercial, MagisPharma, Brasil)
nas solucdes poliméricas (15% e 25% relativos a massa total da solugdo polimérica) com diferentes
concentracdes de MA (0%, 15%, 30% relativos a massa de PVA e AH). A etapa de eletrofiacdo
ocorreu seguindo a metodologia do item 4.2.3. (Cap. 4), assim como a etapa de fotoreticulagéo
(item 4.2.4.). Informacdes sobre a tanchagem utilizada podem ser encontrada no ANEXO A.

5.2.2. Caracterizacdo das solucGes poliméricas

As solugBes poliméricas foram caracterizadas de acordo com o item 3.2.2. (Cap. 3),

mudando apenas o spindle na medida de viscosidade.

5.2.3. Caracterizagdo das membranas eletrofiadas

As membranas foram caracterizadas por MEV e FTIR.

5.2.4. Ensaio de liberacéo in vitro

A liberacdo in vitro foi baseada na medida de polifendis e quantificada pela curva padrédo
de acido galico utilizando um comprimento de onda a 760 nm. Membranas contendo 25% de
tanchagem foram cortadas nas dimensdes de 2 x 1 cm e submersas em 2,0 mL de solugdo PBS
(pH 7,4) a 37°C, sob agitacéo de 40 rpm. Em periodos de tempos pré-determinados (0,25, 0,75, 1,
15, 2, 25, 3, 4,5, 6, 12 e 24 horas), aliquotas de 1,0 mL da solucdo foram retiradas para
determinacdo da concentracao de acido galico. A cada aliquota retirada foi adicionado meio fresco
para manter o volume do meio sempre constante.

Para as anélises de fenois totais utilizamos uma curva padrédo de acido galico (padréo de
fenol) em diferentes concentragdes (y=0,0092x-0,02 R2=0,997) (vide APENDICE A). O contetido
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fendlico foi determinado em microgramas equivalentes de acido galico (ugGAE/mL). Esta
determinacdo do teor de fenois totais foi feita utilizando o método ja validado de Folin Ciocalteau
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Os fendis totais presentes nas
plantas sdo desprotonados em meio basico, gerando anions que sofrem uma reacgéo de oxirreducédo
com o reagente de Folin (que contém molibdénio) que se reduz, mudando a cor do meio reacional
de amarela para azul, alterando assim a absor¢do de radiacdo do composto. O procedimento
experimental consistiu na mistura de 300 uLL da aliquota de liberagdo, com 300 pL do reagente
Folin Ciocalteau e 2,4 mL de bicarbonato de calcio, a mistura foi agitada e colocada em local

escuro durante 20 minutos, antes da leitura no UV-visivel (760 nm).

5.2.5. Modelagem matematica do perfil de liberacdo

A aplicacdo de modelos matematicos nos sistemas de liberacdo controlada in vitro foi
bastante Gtil para complementar e entender as informacdes relativas aos mecanismos de liberacéo
de tanchagem pela matriz polimérica utilizada (PVA/AH). A modelagem para este estudo foi bem
descrita e detalhada nos pardgrafos a seguir, para que a compreensdo do estudo ndo seja
comprometida.

Partindo desse ponto, temos que no tempo zero, 2 mL de solvente puro foram injetados
dentro de um leito vazio contendo uma membrana carregada de farmaco com uma concentracao
denominada go. Apds um tempo pré-determinado, 1 mL da solugdo foi retirado do leito para anlise
(amostragem) e 1 mL de solvente puro foi imediatamente injetado no leito para manter constante
0 volume da solucdo. O processo de retirar 1 mL de amostra e injetar 1 mL de solvente puro foi
repetido também nas proximas vezes predeterminadas durante 24 h. Sabe-se que todo o0 processo
é um sistema com possibilidade de abertura devido a necessidade periddica de coleta de amostra
e injecdo de solvente puro. No entanto, o processo no intervalo de tempo entre o tempo de injecao
e 0 tempo de amostragem subsequente é um sistema fechado. Assim, em vez de desenvolver um
unico modelo para todo o processo como um sistema aberto, foi desenvolvido um Unico modelo
para cada sistema fechado. Desta forma, temos que desenvolver modelos de Ninj, onde Ninj é 0
namero de injecdes.

As principais premissas para cada modelo séo (SIEPMANN; SIEPMANN, 2012): o

farmaco € um Unico componente cujo tamanho é muito menor do que a espessura da membrana; a
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distribuico inicial do medicamento dentro da membrana é homogénea; a transferéncia de massa
dentro da membrana é unidimensional e seu mecanismo é a difuséo; a resisténcia de transferéncia
de massa externa na solucéo é desprezada; o coeficiente de difusao efetivo dentro da membrana é
constante; a membrana ndo incha nem se dissolve e sua geometria permanece inalterada; o volume
da solucéo é constante; 0s tempos necessarios para amostragem e injecdo sao ignoraveis; e ha um
equilibrio termodinamico na interface membrana-solucdo baseado na isoterma de Langmuir
(RODRIGUES et al., 2020).

De acordo com as suposi¢cdes acima, cada sistema fechado foi modelado pelas equacbes
que seguem abaixo. Para minimizar o custo computacional, apenas metade da membrana foi
modelada e a concentragdo do farmaco na outra metade foi calculada pela simetria.

Considere-se a lei da conservacdo da massa dentro da membrana:

aq d%q
— =D — 5.1

ot ¢ 02z2 6.1
Onde g é a concentracdo do farmaco na membrana (pug/ml), De € o coeficiente de difuséo efetivo
do farmaco na membrana (cm?/h), t é o tempo (h), e z é a coordenada espacial ao longo da espessura
da membrana, cuja origem esta localizada no centro da membrana (cm). As condi¢des iniciais e

de contorno para a equacdo diferencial parcial (EDP) acima séo representados como segue:

4]
z = 0 (centro da membrana) = a—z =0 (5.2)
L KQmaxC
- - wax - 5.3
=2 7 97T ke (3)

Onde K e gmax S80 as constantes de Langmuir, ti € o tempo de injecdo do solvente (h), L é a
espessura da membrana (cm) e gi é o perfil de concentracdo do farmaco na membrana logo apds a
injecdo do solvente (ug/ml). Para o primeiro sistema fechado, gi é independente de z e é igual a o,
enquanto q; para cada outro sistema fechado é dependente de z e é igual ao valor final de q do
sistema fechado anterior.

Na sequéncia, a Lei da Conservacao de Massa para a solucéo é dada por:
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ac dq
VE = —2D6A£ L (5.5)
2
quaxc
oqg  T+KC L,
oz =t 20z

Onde, C é a concentragdo do farmaco na solugdo (pg/ml), V é o volume da solugdo (cm®) e Aé a
area da superficie de transferéncia de massa da membrana (cm?).

A condicdo inicial para a Eq. (5.5) é a seguinte:

Onde C; é a concentragdo do farmaco na solugéo logo apoés a injecéo do solvente (ug/ml). Para o
primeiro sistema fechado, Ci € igual a zero, enquanto C; para cada sistema fechado é igual a metade
do valor final de C do sistema fechado anterior, porque a cada processo de injecdo de amostragem,
metade do volume da solucgdo concentrada é substituida por solvente puro.

O farmaco liberado é calculado da seguinte forma:

2
qoLA

L
qoLA — [% quZ\
Farmaco liberado = x 100

L
qolA —2 [2qAdz

Farmaco liberado = 7 LA x 100
L/,
2
Farmaco liberado = | 1 — q_L qdz | x 100 (5.7)
0
0

Onde qo é a concentracéo inicial do medicamento dentro da membrana (pg/ml).
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Estratégia de Solucao:

O método das diferencas finitas é usado para expandir a segunda e a primeira derivadas
parciais de “q” em relagdo a “z” nas Egs. (5.1) e (5.5), respectivamente. Consequentemente, as
duas equacdes acima sdo convertidas em n; + 1 equac@es diferenciais ordinarias (EDOs), n, EDO
para g e uma EDO para C, ambos em relagdo a t. Aqui, n; € o nimero de n6s no dominio espacial
da membrana. Esse conjunto de EDOs foi resolvido usando a caixa de ferramentas EDO do
software MATLAB. O valor numérico de n, (1000) deve ser alto o suficiente para que o aumento
adicional de seu valor ndo tenha nenhum impacto nos resultados do modelo.

Os valores numéricos de K, gmax € De foram determinados de forma que os resultados do
modelo de tanchagem liberada se aproximassem dos dados experimentais correspondentes. Na
linguagem da matematica, essas trés constantes foram obtidas de forma a minimizar o erro medio

relativo (EMR) com base na seguinte equacao:

N
100
N

Tanchagem liberadalg,, — Tanchagem liberadalyge

EMR = (5.8)

. Tanchagem liberadal|g,,
i=

Onde N ¢é o nimero total de dados experimentais. A minimizacao foi feita usando uma combinacgéo
do Algoritmo Genético (AG) e as técnicas de otimizacdo Fmincon (EBRAHIMI; HATAMI,
VERA, 2013) no software MATLAB®.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSOES
O estudo das propriedades das solucbes (Tabela 8) mostrou que a adicdo de tanchagem

afeta principalmente a viscosidade e a condutividade elétrica, mas mantem a tensdo superficial

praticamente inalterada quando comparada com as medidas da Tabela 6.
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Tabela 8 — Pardmetros das solucGes poliméricas para o processo de eletrofiagdo de PVA/AH com

adicdo de tanchagem.

Tensédo

Concentracao .- Condutividade L
(M) Amostras Superficial Elétrica (mS/cm) Viscosidade (cP)
(mN/m)
0% MA 41+1 3,420,1 70446
i’;{)'/“ﬁ‘a"r'] 15% MA 39+1 8,040.1 14342
0 30% MA 40+1 10,740,1 9621
0% MA 41+1 3,80,1 6069
;’gﬁ/p‘/ﬁ‘a'*n 15% MA 4241 8,040.1 11541
0 30% MA 4142 9,940,2 68+1

Os valores encontrados para as propriedades corroboram com as andlises morfologicas

apresentadas na Figura 16. As nanofibras com adicdo da menor concentracao de tanchagem (15%

Tan) apresentam maior tendéncia para formacéo de defeitos, o que pode estar relacionado com a

menor condutividade e maior viscosidade. De maneira geral a distribuicdo de diametros néo

apresentou grandes diferencas, quando comparada com as mesmas condi¢des de reticulacdo, o que

significa que todos o0s sistemas sdo promissores. Como a tanchagem é um principio ativo natural,

e que ainda ndo foi encapsulado em muitos sistemas para liberacdo, a determinagdo da sua

concentracdo foi baseada em abordagens diferentes da apresentada neste trabalho. Assim,

escolheu-se avaliar a melhor concentragcdo por meio dos ensaios biologicos realizados.
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Figura 16 — Imagens de MEV e distribuicdo de didmetro das nanofibras de PVA (6% m/v) e AH
(2% miv): (A) 0% MA — 15% Tan, (B) 0% MA — 25% Tan, (C) 15% MA — 15% Tan, (D) 15%

MA — 25% Tan, (E) 30% MA —15% Tan e (F) 30% MA — 25% Tan.

Fonte: Da autora

A significancia estatistica entre os didmetros foi calculada com uma ANOVA de fator
duplo e com o teste Tukey, onde um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. A ANOVA mostrou que tanto a concentracdo do agente de reticulagdo como a
concentracdo de tanchagem influenciam no didmetro das nanofibras, mas que a interagdo dos dois
s influenciou no diametro final da amostra 15%MA (Tabela 9). Os diametros foram compativeis
com a aplicacdo desejada e com a literatura.

Séon-Lutz (2019) também encontrou didmetro médio semelhante para 0 mesmo sistema
polimérico, bem como Hussein (2020) que eletrofiou membranas de PVA/AH reticuladas com

acido citrico e obteve um diametro médio de 120+30nm.
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Tabela 9 — Didmetros médios das nanofibras de PVA/AH carregadas com extrato de tanchagem e
reticuladas com diferentes concentragdes de MA.

Diametro (nm)

[Tan] (v/v) 0% MA 159% MA 30% MA
15% 165+25" 159+30" 151+47%
25% 170+30" 169+30™2 151+36" @

# Diferenca estatistica entre o diametro médio do mesmo grupo (mesma concentracdo de Tan); 2 Diferenca estatistica
entre o didmetro médio do mesmo grupo (mesma concentracdo de Tan); * Diferenca estatistica entre o didametro de

grupos diferentes (diferentes concentracfes de Tan)

O espectro FTIR da tanchagem esté ilustrado na Figura 17. Pode-se observar que o espectro
apresentou todas as bandas e picos tipicos dos polissacarideos. A area entre 800 e 1200 cm™ é
conhecida como a area de “impressdo digital” dos carboidratos (ALIZADEH BEHBAHANI et al.,
2017). As absorcdes na faixa de nimero de onda de 950-1150 cm séo atribuidas as vibragGes das
ligagbes C-O, C-O-C glicosidicas e C-O-H. O pico em 1648 cm™ é atribuido ao v-COO
assimétrico, enquanto o pico em 1423 cm™ ¢ atribuido ao v-COO simétrico. A faixa de niimero de
onda de 3000 a 2800 cm* esta associada aos modos de estiramento das ligagdes C-H dos grupos
metil (CH3). As bandas em torno de 2900-2950 cm™ estéo relacionadas a absorcdo de C-H, que
podem ser alongamento e vibragdes de flexdo, simétricas, assimétricas de grupos CH, CH2 e CHs
e, ocasionalmente, duplica sobrepondo-se com O-H (KACURAKOVA, 2000). O espectro é
governado por uma banda larga em aproximadamente 3431 e 2977 cm™, que se refere aos modos
de vibracdo do alongamento de grupos -OH e -OH de alcoois, respectivamente. Além disso, a
absorcdo em 2977 cm™* ¢ atribuida ao alongamento C-H, simétrico e assimétrico e, ocasionalmente,
duplica sobrepondo-se com O-H (CUI et al., 2007). As vibracdes de estiramento O-H ocorrem
dentro de uma ampla faixa de nimeros de onda entre 3500 e 3000 cm™ e demonstram varias
caracteristicas, como as ligacdes de alongamento de grupos hidroxila livres existentes nas amostras
na fase de vapor e bandas de O-H de &cido carboxilico (CUI et al., 2007). Como resultado, pode-
se perceber que a tanchagem é um hidrocoléide com um pequeno contetdo de peptideo. Espectros
semelhantes foram observados para goma de semente de Salvia (RAZAVI et al., 2014), goma de
semente de Alyssum homolocarpum (HESARINEJAD; RAZAVI; KOOCHEKI, 2015) e
mucilagem extraida da semente de Plantago major (ALIZADEH BEHBAHANI et al., 2017).
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Figura 17 — Espectro de FTIR das membranas de P\VA/AH carregadas com 25% de extrato de
tanchagem e dos respectivos componentes da matriz.

Fonte: Da autora

Relativo as membranas contendo extrato de tanchagem é dificil apontar com exatiddo quais
sdo as bandas relativas ao extrato, pois em muitas situacdes elas podem estar sobrepostas as bandas
do polimero. No entanto, os picos em 1089 cm™, 1370 cm™ e 1648 cm™ sdo caracteristicas do
extrato de tanchagem (indicados pela seta vermelha na Figura 17) e sé aparecem nos espectros das
membranas contendo tanchagem, o que pode ser comparado com a Figura 13 na qual foram
apresentadas as membranas sem o extrato.

Os estudos da cinética de liberacdo de tanchagem foram realizados apenas para uma das
concentragdes, i1sso porque uma vez determinado o mecanismo e o perfil de liberagcdo, mesmo que
a concentracao seja variada o mecanismo permanecera o mesmo. Entender o processo de como foi
realizado o ensaio de liberagdo é fundamental para realizar a modelagem dos dados experimentais,
e por esse motivo ele esta bem detalhado na metodologia, bem como as estratégias adotadas para

tracar o modelo. Outro ponto importante € que a amostra sem agente de reticulagdo ndo foi
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modelada, pois essa membrana dissolve e, portanto, ndo existem modelos para este tipo de
abordagem, ja que o medicamento é liberado quase imediatamente.

Os parametros dos modelos para 0 Experimento 1 (Exp. 1) (15% MA) e Experimento 2
(Exp. 2) (30% MA) sdo relatados na Tabela 10. Verificou-se que K e De s@o dependéncia fraca dos
conjuntos de dados, entdo foram considerados os mesmos valores de K (0,3828) e De (8,2223 x
10 cm?/h) para ambos Exp. 1 e Exp. 2. No entanto, as precisdes do modelo foram alteradas
consideravelmente com Qmax. Concluiu-se que o desvio minimo entre o0 modelo e os dados

experimentais é obtido se gmax for exatamente igual a go para cada corrida experimental.

Tabela 10 — Os valores numéricos das constantes de Langmuir e o coeficiente de difusao efetivo

do farmaco na membrana para ambos 0s Experimentos 1 e 2.

Parametros do Modelo

K Qmax (pg/ml) De (cm?/h)
Experimentol  0.3828 7.3905%10° 8.2223x10*
Experimento 2 0.3828 8.6971x10° 8.2223x10™

AFigura 18 e a Figura 19 representam a tanchagem liberada e a concentracdo de tanchagem
na solugéo para Exp. 1 e Exp. 2 usando modelagem e resultados experimentais. A droga liberada
aumenta drasticamente nas horas iniciais €, em seguida, sua inclinacdo diminui gradualmente a
medida que a liberacdo progride. A concentracdo de tanchagem na solucdo aumenta rapidamente
e atinge um pico no inicio da liberacdo de tanchagem. Entdo, diminui com o tempo devido a coleta
de amostras e injecdo de solvente puro em tempos predeterminados. Para mostrar claramente a
regido de concentracdo maxima, os perfis de concentracdo em ambas as figuras sdo representados
apenas para as 5 horas iniciais do processo. Ambas as figuras indicam excelente concordancia

entre os resultados do modelo e os dados experimentais.
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Figura 18 — Comparacéo entre os resultados do modelo e os dados experimentais (Exp. 1) em

termos de (A) tanchagem liberada e (B) concentracdo de tanchagem na solucéo.

Fonte: Da autora
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Figura 19 — Comparacéo entre os resultados do modelo e os dados experimentais (Exp. 2) em

termos de (A) tanchagem liberada e (B) concentracdo de tanchagem na solucéo.

Fonte: Da autora

Pela analise dos graficos também é importante destacar que ap6s 24 horas foi liberado

cerca de 40% do extrato tanchagem para membrana contendo 15% MA e cerca de 35% para

membrana com 30% MA, indicando que taxas menores do principio ativo podem continuar sendo

liberadas por um longo periodo, o que contribui para producéo de curativos de longa duracéo.
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5.4. CONCLUSOES

A adicdo de extrato de tanchagem na solugédo nédo afeta a formacéo de nanofibras, por outro
lado a adicdo de uma concentracdo menor tendeu para uma maior formacao de defeitos. As bandas
caracteristicas da tanchagem estdo presentes nos espectros das membranas, 0 que garante a
presenca do principio ativo nas nanofibras. Os resultados da liberag&o in vitro indicam que a reago
de reticulacdo atendeu o objetivo desejado, prolongando a liberacdo e a modelagem matematica

mostrou que o principal mecanismo de liberacéo foi a difusdo, o que é condizente com a literatura.
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CAPITULO 6
Estudo da estabilidade de armazenamento das membranas eletrofiadas
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6.1. INTRODUCAO

Uma analise importante é a da estabilidade de estocagem de materiais, pois a partir dai pode
se estabelecer as melhores condicdes para que 0 produto seja armazenado e/ou transportado sem
sofrer degradacdo. A estabilidade fisica, quimica e microbioldgica de membranas eletrofiadas
originadas de polimeros altamente sollveis depende do teor de &4gua. A isoterma de adsorgéo de
agua modela a atividade de &gua e o contetdo de umidade correspondente a uma temperatura
constante (LARA et al., 2020; SILVA et al., 2014).

Ainda em relacdo ao teor de agua, as propriedades mecanicas e de barreira de materiais
hidrofilicos, como 0 PVA e o AH podem ser significativamente alteradas. Quando o vapor d'agua
interage fortemente com a matriz polimérica, pode afetar fortemente sua estrutura; assim, os dados
determinados a partir das isotermas de sor¢do auxiliam na avaliacdo da estabilidade do
armazenamento de amostras poliméricas, principalmente hidrofilicas, e também sdo utilizados nos
projetos e controle de processo (AZEVEDO et al., 2015).

A avaliacdo da sensibilidade a umidade das membranas transportadoras de farmacos, bem
como sua higroscopicidade, pode ser determinada por meio da cinética de adsor¢do que mostra a
relacdo entre o aumento do teor de agua e o tempo de armazenamento. As formas das curvas das
isotermas de sor¢cdo dependem da composicdo do produto e de propriedades como temperatura e
umidade relativa do ambiente circundante (SILVA et al., 2014, 2020).

A quantidade de 4gua adsorvida é uma funcédo da afinidade entre a superficie do material e
as moléculas de agua, da temperatura, da concentracdo do vapor de dgua (pressdo, seja expressa
como pressdo parcial, pressdo relativa, umidade relativa ou atividade de agua) e, evidentemente,
da area de superficie exposta (AYROSA et al., 2007). Esse estudo também é importante para que
0 principio ativo mantenha sua atividade inalterada que garantira seus efeitos farmacoldgicos
(SILVA et al., 2020).

O objetivo desse capitulo foi determinar as melhores condi¢Ges de armazenamento das
membranas de PVA/AH carreadoras de tanchagem, por meio do estudo das isotermas de sor¢édo de

agua.
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6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. Preparo das amostras

As amostras foram preparadas de acordo com o item 5.2. (Cap. 5), e posteriormente foram
recortadas em formato quadrangular (2,2 cm?) e colocadas em um dessecador com pentdxido de
fosforo, por pelo menos 5 dias, de forma a retirar toda humidade da amostra antes de iniciar o

ensaio de estabilidade.

6.2.2. Caracterizagdo das membranas eletrofiadas

A morfologia das membranas foi avaliada por microscopia 6ptica (MO) utilizando um
DMLM (Leica — Cambridge, Inglaterra) e por analise macroscopica.

A estabilidade térmica das membranas foi avaliada por analise termogravimétrica (TGA)
em um TGA/DSC1 (METTLER TOLEDO, Schwerzenbach — Suiga). As andlises foram realizadas
sob uma atmosfera de nitrogénio a uma vazéo de 50 mL.min"t com aquecimento de 25°C a 600°C,
a uma taxa de 10°C min™.

As temperaturas de transicdo vitrea foram avaliadas por Calorimetria Diferencial
Exploratéria (DSC) em um DSC1 (METTLER TOLEDO, Schwerzenbach — Suiga). Foi realizado
um ciclo aquecimento (1)-resfriamento (I1)-aquecimento (I11), 0 método utilizado consistiu em: (1)
Primeiro aquecimento de 0 a 250°C, (II) Resfriamento de 250 a 0°C e (111) Segundo aquecimento
de 0 a 250°C. Todas as etapas utilizaram uma taxa de 10°C.min* (aquecimento e resfriamento),
atmosfera de nitrogénio a uma taxa de fluxo de 50 mL.min! e cadinho de aluminio.

O estudo da estrutura das membranas foi realizado por difragéo de raio-X (DRX) com um
X Pert-MPD (Philips Analytical X Ray — Almelo, Netherlands) usando radiagdo CuKa (A=1,54056
A), operando com 40kV, 40mA e 26 variando de 5 a 60° com passo igual a 0,02°.

6.2.3. Isotermas de sorcdo de agua

As isotermas de sorcdo foram determinadas pelo método gravimétrico estatico, com

amostras de filmes de 2,2 cm?, acondicionadas em pequenos recipientes plasticos revestidos com
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papel aluminio. Trés amostras para cada filme foram balanceadas em seis potes herméticos, cada
um com uma solucgéo salina saturada diferente (NaOH, K>.COs, NaBr, NaCl e KCI), com atividade
de 4gua medida e de acordo com Greenspan (1977), variando de 0,049 a 0,867 e também variando
a temperatura. As amostras foram mantidas nos recipientes até atingir o equilibrio. As isotermas
foram realizadas a 10, 30 e 50°C e os dados experimentais foram ajustados pelos modelos
apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Modelos matematicos de isotermas de sorcao.

Modelo Equacéo a Referéncia
Mateméatico quag w
X.CKa,, (VAN DEN BERG
AB Xog = 0,05-0,95 ’
G ¢ (1-Ka,)(1-Ka, + CKa,) 1984)
1
Halsey X = ( a )r 0,05-0,80 (HALSEY, 1948)
¢d \Ina,,
b
Oswin Xeg=a [a—w] 0,05-0,90 (OSWIN, 1946)
(1 - aw)
Smith Xeg=a+b-log(1—ay,) 0,30-0,90 (SMITH, 1947)

Xeq: teor de umidade de equilibrio; Xu: teor de umidade na monocamada; aw: atividade de agua; C e K sdo constantes
de adsorgdo; r: constantes; a: quantidade de agua na primeira fracdo sorvida; b: quantidade de dgua na fracdo de
umidade multicamadas.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O ensaio de estabilidade foi realizado pensando nas diferentes condicdes de temperatura e
umidade que o produto poderia ser submetido, caso fosse comercializado. A anélise macroscopica
dos filmes em diferentes condi¢des ambientais (Figura 20) mostrou que a membrana com 30% de
agente reticulante apresenta uma alteracao fisica insignificante em todas as condi¢des; enquanto a
membrana sem agente reticulante enovelou-se (enrolou-se) e apresentou uma coloragdo mais
amarelada & medida que a umidade relativa aumentou. As membranas com 15% de agente
reticulante apresentou comportamento intermediério. Visualmente a alteracdo da temperatura
intensificou a mudanca de coloragdo (branco para amarelo), mas as mudangas s&o mais

imperceptiveis macroscopicamente.
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Figura 20 — Alteragdes macroscopicas das membranas de PVA/AH reticuladas e carregada com

25% de tanchagem em diferentes condigOes de armazenamento.

Fonte: Da autora
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As imagens de MO foram semelhantes de maneira geral (Figura 21), porém a intensidade
de pontos brancos luminosos aumentou a medida que o agente reticulante aumentou. Acredita-se
que esse resultado indica um maior adensamento das cadeias do polimero a medida que o grau de
reticulagdo aumenta (vide Figura 12), provocando maior reflex@o da luz como observado.

25%Tan, (B) 15%MA — 25%Tan e (C) 30%MA — 25%Tan.

Fonte: Da autora

As amostras de PVA/AH, apesar de reticuladas, apresentaram uma estrutura bastante
cristalina (Figura 22), o pico em 20° e 45° ¢é caracteristico do AH, correspondendo a cristais
hidratados e anidros, bem como sdo responsaveis pela estrutura semicristalina do AH. Esses picos
sugerem uma estrutura ordenada formada como consequéncia das ligacGes de hidrogénio entre 0s
grupos hidroxil, acetil e carboxilato e que € responsavel por dificultar o movimento das cadeias,
esses resultados foram semelhantes a outros relatados na literatura (ABU ELELLA; MOHAMED;
SABAA, 2018; BARROSO et al., 2019).

O pico em 38,5° € atribuido a natureza semicristalina do PVA, assim como o pico em ~19°
pode também estar relacionado ao plano cristalino (101) desse polimero. Tal cristalinidade surge
da forte ligacdo de hidrogénio intermolecular e intramolecular entre as cadeias de PVA (AZIZ et
al., 2017a, 2017b; MARKA et al., 2015).
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Figura 22 — Difratogramas das membranas de PVA/AH com diferentes graus de reticulagdo e
carregadas com 25% de tanchagem.

Fonte: Da autora

A reacéo de reticulagdo ocasionou o aparecimento de quatro novos picos (14,5°, 15,5°, 28,5°
e 29,5°) bem como provocou desaparecimento do pico de 31,5° 0 que tornou a estrutura ainda mais
cristalina.

Os termogramas das trés amostras (Figura 23) apresentaram 5 eventos de perda de massa.
A perda de &gua ocorre até 100°C (estagio 1), essa perda de massa esta relacionada a evaporacao
da umidade das membranas nanofibrosas e da agua fisicamente adsorvida no material. O principal
evento de perda de massa pode ser observado entre 200 e 400°C (estagio Il1) e esta relacionado a
decomposic¢éo térmica dos polimeros. Uma perda de massa entre 400 e 500°C (estagio IV) também
foi observada e esta relacionada a degradacéo de oligdmeros de AH. De aproximadamente 500°C
(estagio V) ate o final do experimento, uma perda de massa continua € observada para todas as
amostras. Resultados semelhantes podem ser observados na literatura (ABDEL-MOHSEN et al.,
2019; AZEVEDO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2017; HUSSEIN et al., 2020; SRIKAMUT
etal., 2020; ZHANG et al., 2013)
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Figura 23 — Curvas de TGA e DTG das membranas de PVA/AH com diferentes graus de

reticulacéo e carregadas com 25% de tanchagem.

Fonte: Da autora

Os resultados apresentados na Tabela 12 mostram que a medida que a concentracéo de

reticulante aumenta T; diminui e Traumenta e que a % de perda de massa diminui, indicando maior

estabilidade do material reticulado.

Tabela 12 — Estabilidade térmica das amostras obtidas por TGA.

Amostras Ti (°C) DTGmax (°C) Tt (°C) Mperda (%0) Resesoooc (%0)
0% MA 206 315 482 78,97 15,28
15% MA 150 321 480 76,58 16,07
30% MA 122 327 492 73,58 19,65

Ti (temperatura inicial de decomposicéo); DTGmax (temperatura maxima de decomposicéo); Tr(temperatura final de decomposicéo);

Mperda (porcentagem de perda de massa na faixa de decomposicao); Ressooec (porcentagem de residuo a 600°C).
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Os termogramas de DSC podem ser observados na Figure 24A, em todos os casos foram
observados pontos de fuséo no primeiro aquecimento, mas no segundo aquecimento esse pico ndo
se manifestou e somente as transicdes vitreas foram observadas (Figure 24B) , indicando que as
amostras apresentaram alguns pontos de cristalinidade in natura, referente aos seus componentes,
0 que explica o comportamento apresentado na analise de DRX (Figura 22). A amostra 0%MA
apresentou duas temperaturas de transi¢cdes vitreas (Tg), uma em 75,80°C (ACp=0,49 Jg*K™') e a
outra em 117,94°C (ACp=0,14 Jg'K™), ja as amostras reticuladas apresentaram apenas uma
temperatura de transico vitrea. A Tg da amostra 15%MA foi de 125,20°C (ACp=0,19 Jg*K™?) e
da amostra de 30%MA de 114,78°C (ACp=0,22 JgtK™). O réapido processo de solidificacio de
cadeias esticadas sob alta taxa de alongamento durante os estagios posteriores de eletrofiacdo pode
ter dificultado o desenvolvimento do cristal, pois as cadeias ndo tém tempo para formar o registro
cristalino (YANG; QIN; WANG, 2008).

o
~

0,0
f A 0% MA f B 0% MA
Exo 15% MA|| Exo —— 15% MA
024! 30% MA \ ——30% MA
\ 024
EI NN 4 “
=) = \
S 044 \ = \f—\///—/
s \ S o0
8 3
g 3
o o
X 5 0,2
L -0,8- [
‘\\‘ C\/,
-1,0 “‘v/ 0,44
T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figure 24 — Termogramas DSC de membranas PVA/AH carregadas com 25% de tanchagem e
com diferentes concentracdes de reticulacdo. (A) Primeiro aquecimento e (B) Segundo
aquecimento.

Fonte: Da autora

De acordo com a literatura 0 AH ndo apresenta picos endotérmicos caracteristicos,
normalmente apresentam alguma depressdes largas em seu termograma, que podem estar
relacionado a higroscopicidade do AH ou a mudanca para uma faixa de temperatura mais elevada
(CHEN et al., 2016; JI et al., 2006). J4 o PVA apresenta Tg em torno de 90°C e a reticulagao
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normalmente aumenta essa temperatura, o que justifica 0 aumento de Tg para as amostras
reticuladas neste estudo (GOHIL; BHATTACHARYA; RAY, 2006; QUINN et al., 2018).

Para qualquer polimero puro, a Tg depende da rigidez de sua cadeia, mas para um polimero
reticulado depende da densidade da reticulacdo, bem como da estrutura quimica do agente de
reticulacdo. Assim que um material estranho é introduzido no polimero como um reticulador, ele
interfere na formacdo da ligacdo de hidrogénio ao reagir com o0s grupos hidroxila. Isso pode resultar
em uma diminuicdo na interacdo da ligacéo de hidrogénio, o que pode reduzir a rigidez das cadeias.
Mas, ao mesmo tempo, novas pontes estdo sendo geradas entre as cadeias por meio do reticulador;
0 que afeta a Tg desta matriz (GOHIL; BHATTACHARYA; RAY, 2006).

A Tabela 13 apresenta os resultados dos parametros de ajuste dos modelos aos dados
experimentais da isoterma de sorcdo de agua, para as membranas com diferentes concentracdes de
agente reticulante (MA) e carregadas com 25% de tanchagem, testadas em diferentes temperaturas
(10°C, 30°C e 50°C).

Tabela 13 — Parametros dos principais modelos de isotermas de sor¢do para as membranas de

PVA/AH em diferentes condices de temperatura e concentracdo de agente reticulante.

0% MA 15% MA 30% MA

Modelos

" 10°C 30°C 50 °C 10 °C 30 °C 50°C 10°C 30°C 50°C
Matematicos

Xm 208 632 2,69 1,68 2,32 3,29 407 1231 1,19
C 0,0244 0,0075 751473 584877 740061 13,4 0,0145 10,0123 11,1
K 0,774  0,0789 1,13 1,02 0,969 1,06 0,706 0,547 1,19

Rz 098 0941 0,961 0,963 0993 0992 0991 0,896 0,998

GAB

a -0141 -0173 -0,180 -0,122 -0,103 -0,184 -0,087 -0,164 -0,184
Halsey b 00325 0,0371 0,0304 0,0567 0,0446 0,0385 0,0249 0,0363 0,0353
Rz 0,977 0911 0,912 0,943 0,943 0989 0970 0,852 0,862

a 5,92 5,18 6,68 3,26 4,52 6,47 5,55 7,93 0,526
Oswin b 0874 1,02 1,01 0,806 0,599 0,869 0,777 0,681 2,82
Rz 0,980 0,928 0,910 0,949 0,985 0,990 0,980 0,877 0,989

a -7,90 -11,0 -4,53 -2,02 0,253 -4,09 -5,33 -3,68 -14,1
Smith b -18,4 -20,9 -18,9 -7,84 -6,31 -15,7 -14,2 -15,4 -24,2
Rz 0,975 0,956 0,865 0,914 0,973 0978 0991 0,902 0,892

O ajuste de dados pelo modelo de GAB foi o que melhor descreveu os dados

experimentais de equilibrio de umidade para as trés diferentes temperaturas e grau de reticulagéo,
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o0 que foi confirmado pelos altos valores de R?, exceto para as amostras com 0 e 30% de MA a 30°C
cujo valor de R2 foi ligeiramente melhor para 0 modelo de Smith. Sendo assim, foram apresentadas

apenas as isotermas de sorcdo de agua nas trés diferentes temperaturas testadas e ajustadas pelo
modelo de GAB (Figura 25).
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Figura 25 — Isotermas de sorcao de agua (% Umidade - g agua/100g de membrana versus aw) das
membranas de PVA/AH com diferentes concentragOes de agente reticulante e de temperatura:
(A) 10°C, (B) 30°C e (C) 50°C, ajustado através do modelo GAB.

Fonte: Da autora

O modelo de GAB ja foi utilizado para descrever o comportamento de sor¢do de filmes
baseados em PVA por outros autores (LARA et al., 2020; MONJAZEB MARVDASHTI,
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KOOCHEKI; YAVARMANESH, 2017; SRINIVASA et al., 2003). E assim como na literatura, o
estudo mostrou que todas as isotermas de sor¢éo apresentaram formato sigmoide, o que caracteriza
a natureza hidrofilica dos filmes. Além disso, essas isotermas apresentam regides caracteristicas:
Regido (I) - se refere a adsorcdo de filme monomolecular de agua (aw < 0,2); regido (Il) -
correspondente a adsor¢do de camadas adicionais sobre esta monocamada (0,2 <aw < 0,7); e regido
(1) - ocorre a condensacao de agua nos poros do material seguida de uma dissolucdo do material
(aw > 0,7) (BAJPAI; DEHARIYA; S SAGGU, 2014; GHAYAL et al., 2013; LARA et al., 2020).
Com o aumento do teor de agua em maiores valores de aw, as moléculas de 4gua podem causar
alteracdes estruturais como efeito de plastificagdo e intumescimento, aumentando o volume livre
entre cadeias, facilitando maiores quantidades de agua sorvida (LARA et al., 2020; SCHMID et
al., 2015).

De maneira geral, a quantidade de agua absorvida pelas membranas aumentou lentamente
conforme aw aumentou até 0,70. Acima deste nivel de aw, um aumento acentuado no teor de
umidade foi observado, o que é semelhante aos resultados de filmes que possuem polissacarideos
em sua composicdo (ACEVEDO et al., 2017; ALVES et al., 2011; SRINIVASA et al., 2003).

A presenca do agente de reticulacdo diminuiu a quantidade de agua absorvida, porém ao
contrario do que se esperava, a amostra com 30% de MA (maior grau reticulagdo) absorveu mais
agua do que a amostra com 15% de MA (menor grau de reticulacdo). Esse comportamento ndo era
esperado pois um aumento no grau de reticulacdo torna a amostra mais hidrofébica. Por outro lado,
0 estudo de absorcdo de agua apresentado na Figura 14 mostrou que a amostra reticulada com 30%
de MA absorve maior quantidade de agua e se mantém estavel quando comparada com a amostra
15% de MA.

A temperatura tem um efeito significativo no comportamento das amostras, porém nao é
possivel dizer como esse fendmeno ocorre, iSO porque as amostras ndo apresentaram um
comportamento padronizado. E possivel que o aumento da temperatura altere a estrutura das
membranas, pois a temperatura é um parametro importante em reacgdes de reticulagdo como a que
ocorre nas amostras estudadas. As membranas sdo mais estaveis em temperatura ambiente e com

umidade relativa abaixo de 50%.
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6.4. CONCLUSOES

As analises macroscopicas mostram que a umidade interfere bastante no aspecto das
membranas e que 0 armazenamento destas em umidade relativas menor preserva sua integridade.
As isotermas de sor¢cdo mostraram que o modelo de GAB foi o que melhor ajustou os dados
experimentais, e que os resultados foram semelhantes aos estudos ja apresentados na literatura. A
reticulacdo também favoreceu o armazenamento em ambiente com maior umidade, assim como
aumentou a estabilidade térmica do material, corroborando com os resultados anteriores de que a

etapa de reticulacéo foi essencial para o desempenho do material.
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7.1. INTRODUCAO

A aplicacéo bioldgica de qualquer novo material passa por uma série de etapas de pesquisas
e comprovacdes de propriedades. De forma simplificada, um biomaterial adequado para aplicacédo
na cicatrizagdo de feridas deve ser elastomérico com propriedades capazes de imitar o0 ambiente
natural da célula e fornecer pistas de sinalizacdo mecanica. O material deve ser moldado na forma
adequada ao local de aplicacéo, e deve ter uma morfologia que permita o transporte de nutrientes,
para a regeneracdo do tecido. Alem disso, o material selecionado deve ser ndo citotoxico, nao
imunogénico e minimamente pro-inflamatério, além de ser aprovado na avaliagdo de materiais para
esse fim de acordo com as diretrizes da 1ISO 10993. Por fim, como o biomaterial adequado deve
ser biodegradavel, o mecanismo e a cinética de degradacdo precisam ser caracterizados e
compreendidos (CHEN; LIANG; THOUAS, 2013; HARRIS; LU; GABRIELE, 2018;
WILLIAMS, 2014).

Outro termo que sempre estd associado a producdo de um novo biomaterial € a
biocompatibilidade, que pode ser definida como a “Habilidade relativa de um material de interagir
favoravelmente com um sistema biologico” (“Medical Dictionary for the Dental Professions”,
2012).

Ainda, segundo a IUPAC, outras defini¢des de Biocompatibilidade (terapia biomédica) é a
capacidade de um material de funcionar com uma resposta apropriada do hospedeiro em uma
aplicacdo especifica ou a capacidade de entrar em contato com um sistema vivo sem produzir um
efeito adverso (VERT et al., 2012).

Deste modo, um material que possa induzir uma causa de morte celular ou de tecido
(citotoxicidade), induzir a formacdo de cancer (carcinogenicidade), danificar genes
(mutagenicidade), induzir respostas imunes (pirogenicidade e alergenicidade) ou induzir a
coagulagdo do sangue (trombogenicidade), ndo pode ser classificado como biocompativel (CHEN;
LIANG; THOUAS, 2013).

O ensaio MTT (brometo de 3-4,5 dimetiltiazol-2,5 difenil tetrazolio) & um método
conhecido mundialmente para avaliar a viabilidade e toxicidade celular. Baseia-se na converséo do
sal tetrazdlio soluvel e amarelo, em sua forma reduzida insoltvel, denominada formazan, de

coloracgéo roxa, pela acao da enzima succinato desidrogenase de células viaveis. Este ensaio vem
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substituindo as metodologias tradicionais devido a facilidade, versatilidade e os bons resultados
apresentados.

O ensaio de Live/Dead, é baseado em diferentes cores para determinar células
metabolicamente ativas em uma populacdo, com base na integridade da membrana plasmatica e na
atividade da esterase que sdo diferentes em células mortas. O ensaio discrimina células vivas
(atividade normal de esterase) pela coloracdo-AM verde-fluorescente da calceina, de células mortas
(esterase inativa) pela coloracao fluorescente-vermelha do homodimero de etidio (Eth-D1) que sé
penetra em células danificadas e se liga ao seu DNA. Assim, o ensaio Live/Dead é muito util pois
é rdpido, seguro e economicamente viavel, utilizado como auxiliar dos ensaios de MTT.

Outro ensaio € o0 ensaio de raspagem in vitro € um metodo direto, simples e econdmico para
estudar a migracao celular in vitro. Este método é baseado na observacao de que, apds a cria¢ao de
uma nova lacuna artificial, chamada de "arranhdo", em uma monocamada de células confluentes,
as células na borda da lacuna recém-criada se moverdo em direcdo a abertura para fechar o
"arranhdo" até que o contato célula-célula sejam estabelecidos novamente. As etapas bésicas
envolvem a criacdo de um "arranhdo" nas células de monocamada, captura de imagens no inicio e
intervalos regulares durante a migracéo celular para fechar o arranhdo e comparacao das imagens
para determinar a taxa de migragéo celular (BOBADILLA et al., 2019; LIANG; PARK; GUAN,
2007). Esta técnica experimental € comumente usada para entender os mecanismos moleculares
que afetam a migracdo celular e para identificar compostos farmacéuticos que podem modular a
migracdo celular e, consequentemente, conduzir as terapias de tratamento (BOBADILLA et al.,
2019).

O objetivo deste capitulo foi avaliar a citotoxicidade das membranas eletrofiadas de
PVA/AH e identificar os possiveis mecanismos que afetam a migracdo celular, por meio dos

ensaios acima descritos.

7.2. MATERIAIS E METODOS

7.2.1. Preparo das amostras

As amostras foram previamente preparadas de acordo com o item 5.2.1 (Cap. 5).

Posteriormente as amostras foram esterilizadas com éxido de etileno na empresa Acecil (Campinas,
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Sao Paulo) e deixadas em repouso por 15 dias antes do inicio dos testes. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata. Os ensaios de MTT e live/dead foram realizados na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — Unicamp e 0 ensaio de migracao celular no Laboratdrio de Trombose,

Aterosclerose e Terapia Celular do Instituto de Biologia da Unicamp.

7.2.2. Ensaiosde MTT

A cultura foi cultivada de acordo com a metodologia descrita por Li et al. (2010). Uma vez
na confluéncia, queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foram transferidos para placas de
cultura de células de 24 pogos, a uma concentracdo de 5x10* células/mL e incubados a 37°C em
5% CO2 por 24 h. Apbés o periodo de incubacdo, as membranas PVA/AH, com diferentes
concentracdes do agente reticulante, com e sem tanchagem, foram suspensas dentro dos pocos e
permaneceram no meio de cultura em contato com as células por 24 h. Posteriormente 0s pogos
foram lavados com PBS (pH 7,4) e, em seguida, 500 uL. de DMEM com 0,5 mg/ml de sal de sédio
MTT foram adicionados. As placas foram incubadas por 3 h em reducdo de MTT. O meio foi
removido, as células foram lavadas com PBS novamente e 200 pL de etanol absoluto foram
adicionados a cada poco para dissolver os cristais de formazan. A densidade Optica foi medida
usando um comprimento de onda de leitor de microplaca de 570 nm.

7.2.3. Live/Dead

As células vivas e mortas foram coradas com calceina AM (2 uM) e Eth-D1 (4 uM),
respectivamente. De forma simplificada, as células foram semeadas em pogos (5x10%
células/membrana) e cultivadas por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo as membranas foram
colocadas suspensas no meio de cultura em contato com as células e incubadas por 24 horas.
Posteriormente os pocos foram lavados com PBS (pH 7,4) e incubadas em solucdo live/dead por
30 minutos em incubadora na temperatura ambiente e protegidas da luz. O excesso de corante foi
removido por lavagem usando PBS e as células foram observadas em microscépio fluorescente

invertido Zeiss Axiovert 40 CFL acoplado a uma camera AxioCam MEC (Carl Zeiss, Alemanha).
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7.2.4. Ensaio de migragéo celular (Scratch Assay)

Para este ensaio, utilizaram-se fibroblastos, por serem mais representativos do processo, da
linhagem 3T3 de tecido de pele de camundongo. Garrafas de cultivo estéreis contendo meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) foram acrescidas com
fibroblastos e colocadas em estufa a 5% de CO2, a 37°C por 24 horas, para alcancarem alta
confluéncia. Apos esse periodo, as subculturas foram realizadas utilizando-se a solugéo de tripsina-
EDTA para desprender as células aderidas. Posteriormente, os fibroblastos foram semeados em
placas de 24 pogos, numa densidade de 5 x 10* células/poco, e mantidos em estufa a 5% de CO- a
37 °C, até atingirem confluéncia maxima.

Constatada a confluéncia, o ensaio foi iniciado, mas antes é importante destacar alguns
pontos importantes. As membranas de PVA/AH reticuladas sdo opacas quando em solucgéo, o que
foi um problema, ja que a observacao da migragdo por microscopia confocal se tornou inviavel, ja
que a luz ndo era capaz de atravessar essas membranas. Desta forma, na tentativa de visualizar a
migracdo, o seguinte procedimento foi realizado: as membranas foram colocadas nos poc¢os da
placa, que foram mantidas em estufa a 5% de COz2, a 37°C por 24 horas; ap0s esse periodo, as
membranas reticuladas foram removidas, e as membranas néo reticuladas se dissolveram no meio.
Posterior a esse procedimento foi confeccionando as “feridas” com a ponta de uma pipeta de 200
pL, produzindo um risco em linha reta na regido média de cada pogo. Este procedimento
proporciona uma ruptura entre as células, causando a “lesdo”.

A migracdo dos fibroblastos foi avaliada por meio de fotografias, utilizando-se uma
objetiva de longa distancia acoplada ao microscépio invertido (time-lapse, Zeiss Observer Z.1 -
Zeiss, Alemanha), sempre com imagem da mesma area dos pocos. As placas foram fotografadas a
cada 30 min, durante 24 horas e com um aumento de 10 vezes.

O fechamento foi mensurado em todas as imagens por meio do software ImageJ®, sempre
mantendo 0 mesmo ponto de medida, e a taxa de fechamento da ferida foi calculado de acordo com
a equacdo 7.1 (PATHALAMUTHU et al., 2019).

do — d,
do

SCR = (7.1)
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Onde, SCR é o grau de fechamento da ferida (Scratch Closure Rate), do é a distancia entre as bordas
da “ferida” no tempo inicial e d é a distancia entre as bordas da “ferida” no tempo analisado (6 e
24 horas).

Os dados foram expressos em porcentagem de migracdo em 6 e 24 horas apos a aplicacéo
do tratamento, fazendo a medida da aproximacgéo das bordas do ferimento, sendo o resultado a
média da migracao entre 0s grupos.

7.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As membranas PVA/AH ndo mostraram citotoxicidade direta contra células HaCaT (Figura
26). Na verdade, elas estimularam o crescimento celular em comparagdo ao controle negativo da
citotoxicidade (sem tratamento). Comparando as membranas preparadas, aquela sem o agente de
reticulacdo (MA 0%) apresentou o melhor resultado de viabilidade celular (290%), enquanto
membranas com concentracdes de MA de 15 e 30% apresentaram valores semelhantes para
viabilidade celular (~225%). A membrana com 5% de reticulador apresentou a menor viabilidade
celular (120%), o que ja era esperado, visto que a reagdo de reticulacdo estava incompleta nesta
formulacdo (Figura 14), conforme ja discutido no teste de solubilidade e analise de FTIR. Sabe-se
que produtos quimicos ndo ligados, como alguns agentes de reticulacdo, podem ser toxicos para as
células ou impedir o crescimento celular.

As membranas com extrato de tanchagem também ndo mostraram citotoxicidade, além
disso, o principio ativo camuflou o efeito negativo do agente reticulante que ndo foi completamente
ligado (5% MA). Ja para as amostras com 15% MA e 30% MA nao houve diferenca significativa

entre os valores de viabilidade.
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Figura 26 — Avaliacdo da viabilidade celular de células HaCaT apds serem cultivadas com as
membranas eletrofiadas por um periodo de 24 h (NS: Diferenga néo significativa, * Diferenca
significativa, para p < 0.05, ANOVA — Tukey).

Fonte: Da autora

O ensaio de live/dead foi realizado para analisar a sobrevivéncia das células na superficie
das membranas, pela coloracdo simultanea de células vivas (marcadas em verde) e mortas
(marcadas em vermelho). As imagens (Figura 27) mostram que as células permaneceram viaveis
guando em contato com as membranas. Usando o suplemento Fiji do software ImageJ®, foi
possivel calcular a porcentagem de células vivas e mortas de cada amostra (Tabela 14). Esses
resultados corroboram os dados obtidos no ensaio de MTT, confirmando a biocompatibilidade
dessas membranas. Conforme o grau de reticulacdo aumenta, o nimero de células viaveis diminui,
isso pode estar relacionado ao fato de que a membrana reticulada diminui a disponibilidade de AH
livre capaz de promover a adesdo celular, tendo em vista que o AH é um constituinte da ECM da
pele e com excelentes propriedades bioldgicas (MIGUEL et al., 2019).

As membranas com extrato de tanchagem apresentaram maior desempenho em todos 0s
sistemas, isso significa que o principio ativo em questdo compensou 0s possiveis problemas
causados pela reticulacdo. Ensaios in vivo e de migragéo celular apontardo de forma efetiva a

eficiéncia desse principio ativo para aplicacdo desejada.
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Figura 27 — Imagens de microscopia de fluorescéncia do ensaio live (verde)/dead (vermelha) com
HaCaT cultivado na superficie das membranas de PVA/AH com e sem extrato de tanchagem
(Tan) ap6s 24 horas. (A) 0% MA, (B) 5% MA (C) 15% MA, (D) 30% MA, (E) 0% MA —
25%Tan, (F) 5% MA — 25%Tan, (G) 15% MA —25%Tan e (H) 30% MA — 25%Tan.

Fonte: Da autora

Tabela 14 — Porcentagem de células vivas e mortas no ensaio live/dead com HaCaT, em membranas
de PVA/AH com diferentes concentragdes de MA (com e sem extrato de tanchagem).

0% MA 5% MA 15% MA 30% MA
Células vivas (%) 99,5 97,1 92,4 83,9
Células mortas (%) 0,5 2,9 7,6 16,1
0% MA-Tan 5% MA -Tan 15% MA-Tan 30% MA -Tan
Células vivas (%) 99,6 99,0 98,6 99,5
Células mortas (%0) 0,4 1,0 1,4 0,5

O fato de as membranas terem sido reticuladas com sucesso e ndo terem demonstrado
citotoxicidade contra queratindcitos humanos € uma excelente indicacdo para este material ser
usado como um potencial transportador para liberacdo sustentada de farmacos aplicados em
cicatrizacao de feridas.

Os ensaios de migracéo celular ndo ocorreram completamente como o esperado, 0 que pode
estar relacionado ao fato da metodologia utilizada ser uma medida de migracdo indireta, ndo
avaliando o efeito estrutural da matriz no processo. A Figura 28 mostra as imagens do ensaio no

tempo inicial e final.
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Controle PVA/AH PVA/AH (15%Tan) PVA/AH (25%Tan)
t=0
t:24 - -
PVA/AH (15%MA) PVA/AH (30%MA) PVA/AH (15%Tan — PVA/AH (15%Tan —
159%MA) 30%MA)
t=0
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t=24

PVA/AH (25%Tan — 15%MA)  PVA/AH (25%Tan — 30%MA)

t=0

t:24 -

Figura 28 — Imagens de migragdo celular das membranas de PVA/AH com diferentes concentracGes de MA e de Tanchagem.
Fonte: Da autora
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Os resultados apresentados na Tabela 15 mostram que as membranas reticuladas
apresentaram uma baixa migracdo celular quando comparadas com o controle, provavelmente
devido a presenca de agente reticulante ndo reagido, ja que as membranas ndo passaram por um
processo de purificacdo antes dos ensaios. Apesar dos resultados da migracdo ndo poderem ser
comparados com os ensaios de MTT em decorréncia das metodologias utilizadas serem diferentes,
um ponto importante a ser destacado é que o ensaio de MTT j& havia mostrado que a reticulacéo
incompleta (5% MA) diminuiu significativamente a proliferacdo celular e que a presenca do
principio ativo foi favoravel para manter a ndo citotoxicidade do material. Corroborando com esses
resultados, os ensaios de migracdo de forma indireta evidencia que a matriz polimérica, das
membranas reticuladas, devem ser consideradas e ndo apenas o que é liberado delas, ja que os
compostos ndo reagidos sdo os primeiro a serem eliminados quando a matriz entre em contato com
0 meio de cultura, colocando em evidencia 0s possiveis efeitos negativos desses compostos. De
qualguer maneira é valido observar que apesar da migracdo nao ocorrer nas primeiras 24 horas, as
células apresentaram um aspecto morfoldgico positivo, ndo havendo morte celular aparente.

A significancia estatistica foi calculada com uma ANOVA de fator Gnico e com teste t para
comparagdo entre 0S grupos, onde um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Pela ANOVA existe diferenca significativa entre todas as amostras do grupo de 24

horas (p < 0,05), o que ndo ocorreu para o grupo de 6 horas.

Tabela 15 — Medidas em porcentagem (%) de fechamento das membranas de PVA/AH em

diferentes e condigdes.

PVA/AH PVA/AH PVA/AH
Tempo Controle PVA/AH 1506 Tan 2506 Tan 1506 MA
6h 7+2 12+8 12+2" 9+4 4+2
24h 46+10 63+18 55+4 50+1 29+12%
PV/AH PVA/AH PVA/AH PVA/AH PVA/AH
Tempo 309%MA 1590MA 30%MA 1590MA 309%MA
° 15%Tan 15%Tan 25%Tan 25%Tan
6h 5+1 5+3P° 0,4+0,6 2P T+7 2+4°
24h 34+8 36+10° 5442 b 17+10" 3+3%ac

N Diferenca estatistica em relacdo ao controle (considerando o mesmo tempo); # Diferenca estatistica em relagdo a
amostra sem agente de reticulacdo (PVA/AH); @ Diferenca estatistica em relacdo a mesma concentracéo de agente de
reticulagio (PVA/AH-30%MA); © Diferenca estatistica em relagdo a mesma concentragdo de Tanchagem (PVA/AH-
15%Tan); ¢ Diferenga estatistica em relacdo a mesma concentracdo de Tanchagem (PVA/AH-25%Tan).
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Uma observacao importante foi a migracdo maior das membranas néo reticuladas quando
comparada com o controle, indicando que a estrutura composta pela matriz polimérica influencia
positivamente na migracao celular. Este resultado nos revela a importancia de um novo ensaio,
porém com a utilizacdo de marcadores fluorescentes para que a migracao possa ser acompanhada

sem a retirada das membranas.

7.4. CONCLUSOES

Os ensaios de citotoxicidade foram bem-sucedidos, e mostraram que as membranas
apresentam grande potencial para aplicacdo em recobrimento de feridas e como nanocarreadoras
de (bio)farmaco. A reticulacdo ndo interferiu de forma negativa na proliferacéo celular, além de
garantir melhores propriedades para o material final. Os ensaios de migracdo celular in vitro
revelaram alguns problemas relacionados a metodologia utilizada, deixando em aberto o estudo de

uma nova metodologia.
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8.1. CONCLUSOES GERAIS

Apesar dos grandes desafios ocasionados em decorréncia da presenca de acido hialurénico
foi possivel obter membranas com caracteristicas singulares, bem como obter um sistema estavel
em grande parte das condigdes estudadas. Alguns pontos séo importantes de se destacar em cada
um dos capitulos experimentais.

No capitulo 3 concluiu-se que a vazdo 6tima para todos os sistemas € de 0,3 mL/h, enquanto
a voltagem deve estar acima de 25 kV, nas proporcoes de 75% de AH e 25% de PVA o sistema €
instavel e a formacéo de nanofibras é praticamente inexistente, por outro lado obteve-se nanofibras
com diametros menores. Dentre as combinagdes de concentragdes propostas a concentracdo de AH
2% (m/v) e PVA 6% (m/v) se mostrou mais atrativa em termos de processabilidade.

A adicdo de agente reticulante proposta no capitulo 4 solucionou o grande problema da alta
solubilidade de ambas as matrizes poliméricas estudadas e permitiu que membranas fossem
promissoras como plataformas de liberag&o controlada de medicamento. As membranas reticuladas
com 15 e 30% garantiram a integridade das fibras em solucdo PBS 7,4 (pH fisiol6gico).

No capitulo 5, concluiu-se que a adicdo de tanchagem nao prejudicou a processabilidade
da solucdo polimérica e os ensaios de liberacdo baseados nas medidas de polifendis foram
satisfatorios, bem como, os dados se ajustaram ao modelo matematico, e mostraram que 0
mecanismo de liberacdo é primordialmente por difusao.

A estabilidade de armazenamento abordada no capitulo 6, mostrou que as membranas sao
estaveis termicamente e que o aumento da umidade relativa afeta principalmente a morfologia das
amostras sem adi¢é@o de agente de reticulagdo. Os dados experimentais foram melhor ajustados ao
modelo de GAB, e 0s ensaios revelaram que a temperatura tem um efeito marcante nas membranas,
e a forma como ocorre esse efeito precisa ser avaliada com cautela e mindcias, pois uma hipétese
é que o efeito seja microestrutural, principalmente devido a reacdo de reticulacéo.

Por fim, o capitulo 7, mostrou que os sistemas propostos sdo nao citotoxicos e estdo aptos
para prosseguirem para 0s ensaios in vivo. Os ensaios de migracdo necessitam de alguns ajustes
para confirmar o efeito do agente reticulante, mas de qualquer maneira foram resultados positivos
do ponto de vista das matrizes poliméricas e do principio ativo proposto.

Diante das conclus@es apresentadas o material proposto neste trabalho apresentou excelente

estabilidade térmica e fisica, 0 que o torna também uma excelente matriz de liberacdo, que pode
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ser explorada para outras aplicagdes terapéuticas. Como curativos, essa estabilidade e os bons
resultados de liberacdo evidenciaram que o seu uso pode ser de tempo prolongado, evitando trocas
excessivas e minimizando a contaminacao da lesdo. O principio ativo superou as expectativas,
auxiliando no processo de proliferacdo celular e minimizando possiveis efeitos negativos

ocasionados pelo agente de reticulagéo.
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8.4. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros € sugerido testar outros agentes e metodos de reticulacdo. Fazer a

caracterizagdo mecanica e realizar os ensaios in vivo das membranas aqui estudadas.
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Abstract

Nanofibrous materials have been manufactured by the dectrospinning technique
due to their ease of production, potential application in various sectors and versa-
tility, capable of producing continuous membranes at low cost and with relatively
uniform fiber diameter. Electrospinnable nanofibers excel in a variety of fields,
such as drug delivery, filtration, biosensors, arrangements may be modified con-
cerning the number and positions of syringes, and static or dynamic collector, die
systems. The variation of dectrospinning parameters can modify the morphology
and tissue engineering depending on the application and properties of interest, the
experimental and composition of nanofibers, affecting the diameter, conductivity,
molecular weight. and number of beads. In this sense, this chapter brings the new
trends in the fabrication process of nanofibers materials by the technique of elec-
trospinning, addressing how the effects of the parameters influence the structure
and morphological characteristics of nanofibers.

Keywords: Nanomaterials, electrospinning parameters, fiber morphology,
nanofibers application
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13.1 Introduction

The electrospinning technique is a membrane making tool that has been
highlighting in the last years. The first reports of the technique appeared in
the ‘30s, being first reported by Formhals, through a patent [1, 2].

Initially the production of nanofibrous materials by electrospinning
developed slowly, the research was mainly focused on the technique (equip-
ment). The first studies of the parameters and their influence on the final
material took place only in the 1960s, from then on the process parameters
(viscosity, solution concentration, conductivity, etc.) have gained greater
prominence and are being studied to this day [2-4].

The electrospinning process consists of four components: a syringe
pump containing polymer solutions, a metal needle spinneret, a high volt-
age power supply, and a grounded manifold. These components are inter-
connected in different designs to obtain the best properties for the desired
application [5].

In general, the electrospinning produces one-dimensional (1D) nanofiber
membranes that are employed in a multitude of applications [1, 6]: biomed-
ical, pharmacological, catalytic, electronic, separation, energetic, etc. This
versatility is due to the unique properties achieved by the process, the ease of
operation of the equipment and the large contact surface area obtained [7].

Therefore, this chapter aims to consolidate the main concepts involved
in the electrospinning technique and present the main advances related to
the process and the applications that have been highlighted in recent years.

13.2 Process

Electrospinning is a micro- and nanofiber production process of infinite
length by polymer solutions subjected to a high voltage [8]. The process
consists of using a metal needle as a die and a high voltage power sup-
ply. Applying a certain voltage to the needle, the solution inside the needle
is electrically charged, causing repulsion between molecules with equal
charges. When the repulsive electrical force exceeds the surface tension of
the solution drop formed at the tip of the needle, a Taylor cone is formed
and ejected this drop [8-11]. Entanglements between polymer chains
inside the drop can maintain jet continuity. Once ejected in a straight line,
the fiber enters the Taylor Cone region and undergoes random whipping.
The jet extends due to Coulomb forces with simultaneous solvent evapora-
tion to the grounded collector (Figure 13.1) [9, 12, 13].
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Figure 13.1 Schematic diagram of the polymeric jet path from the needle to the collector.

The simplest way of the experimental arrangement consists of a high
voltage source, polymer solution (syringe) and a grounding system (col-
lector) [14]. However, there are several conformations of the experimental
arrangement; for example, the collector may be static or rotary. Beyond,
the system can be mounted vertically, and use the force of gravity, or can
be horizontal, using a pump to eject the solution. Moreover, one or several
syringes may be used at the same time (Figure 13.2).
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Figure 13.2 Experimental arrangement models: (a) horizontal electrospinning, (b) rotary
collector, (c) multiple syringes, (d) hydrospinning, and (e) coaxial electrospinning.
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The choice of experimental arrangement depends on the purpose of
the application. If a rotary collector is used, the fibers will be aligned and
thus exhibit better mechanical properties. The spinneret system can also
be adapted to produce nanofibers with polymer blends or core-shell struc-
tures using multiple spinnerets or coaxial system (Figure 13.2e).

13.3 Important Parameters

The morphology and structure of nanofibers depend on many parameters,
which are mainly divided into three categories: solution parameters, process
parameters and environmental parameters [14]. In summary, Table 13.1
presents the individual effect of these parameters on morphology, but it is
important to remember that, for all parameters, there is a critical value that
will depend on the nature of the polymer and the electrospinning designer.
Furthermore, parameters with extreme values generally have the opposite
effect as expected on nanofiber structure. Finally, it is relevant to mention
that there is interaction between the parameters that must be taken into
consideration when defining the optimal values of the process.

13.3.1 Effects of the Applied Tension

The formation of nanofibers occurs due to the stretching of the poly-
meric drop by electrostatic forces. Applying a specific voltage will make
electrostatic forces greater than surface tension, causing the droplet to
stretch [15, 17]. Therefore, the applied electrical voltage is a fundamental
parameter for the process, since it influences the formation of the jet and
the consequent formation of nanofibers. The electrical voltage for this
process to succeed is called critical voltage, and it varies depending on
the configuration and solution used [17, 18]. Some studies have shown
that this critical voltage occurs at values greater than 4 kV [19, 20].
Importantly, the increase in voltage causes a decrease in fiber diame-
ter, but when increased too much it can favor bead formation and cause
inversion in diameter size [21, 22].

13.3.2 Effects of Solution Eject Rate

The ejection rate of the polymeric solution is another important parameter
in the morphology of the formed membranes. Increasing both the flow rate
and the rate of production during electrospinning process will increase the
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Table 13.1 Electrospinning parameters and their usual effects on the
morphological characteristics of nanofibers [14-16].

Parameters Effect on fiber morphology

Solution parameters

Polymer molecular weight Increasing molecular weight reduce the
number of beads

Polymer solution concentration | Decrease in nanofiber diameter with
the decrease of polymer solution
concentration

Conductivity Increase in fiber diameter with the
decrease of conductivity

Viscosity Increase in fiber diameter and defects
reduction, with increase viscosity

Surface tension High surface tension results in jet
instability

Processing parameters

Electric voltage Increase in nanofiber diameter with the
decrease of applied voltage

Flow rate Increase in fiber diameter and number of
beads, with the increase of eject rate

Needle-collector distance Increase in needle-collector distance,
decreases fiber diameter

Environmental parameters

Temperature The increase in temperature decreases
the viscosity of the solution and
consequently reduces the fiber diameter

Relative humidity Increase in moisture causes the appearance
of pores in the nanofibers

fiber diameter and bead formation [15, 17, 20]. This effect was studied by
Tang et al. [23] and Ghelich et al. [24], i.e., due to the higher flow rate, the
greater the amount of material ejected; however, the period for the jet to
dry is reduced due to the higher speed [17].
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13.3.3 Effects of Needle-to-Collector Distance and Needle
Diameter

The proper distance between the needle and the collector is fundamen-
tal for the formation of good quality fibers, since it is during this interval
that solvent evaporation occurs, allowing the formation of uniform fibers,
avoiding defects such as crimped, collapsed or flattened fibers [15, 17,
18, 20].

In general, there is a critical distance for the process to occur satisfacto-
rily, which varies according to the polymer solution, mainly to the detri-
ment of the solvent. Studies presented in the literature showed that at closer
distances the fibers appear flatter, with defects and with larger diameters,
while at longer distances the fibers are rounder and have smaller diameters
(15, 17, 18, 20, 25-27].

In recent years a multitude of needle designs and configurations have
been developed, either to increase productivity or to produce nanofibers
with different characteristics and properties [15, 28-30]. Straight-tipped
stainless steel needles are the most commonly used electrospinning noz-
zles, and needle diameter often interferes with fiber diameter. Larger diam-
eter fibers may be formed by larger diameter needles, which may also cause
needle plugging due to solution solidification caused by increased expo-
sure to air [11, 20, 31, 32].

13.3.4 Effects of Solution Concentration and Viscosity

Molecular weight, concentration and, consequently, solution viscosity are
the factors that most influence the nanofiber morphology, this is because
increasing the molecular weight of the polymers facilitates the entangle-
ment of the polymer chains, which causes the viscosity to increase. The
same is true with increasing concentration, since these three earlier cited
parameters are interconnected [17, 18, 33]. It is important to find the opti-
mal concentration for each solution since high concentration solutions can
generate ribbon-shaped fibers and low concentration solutions can lead to
droplet deposition, defective fibers, including stapled, fused, and beaded
fibers. The ideal concentration value for uniform and defect-free fibers
depends especially on the characteristics of the solution [15, 17, 18, 20].

With regard to very low concentrations, a phenomenon similar to elec-
trospray may occur, which is the deposition of small droplets on the col-
lector; In this case, there is no fiber formation due to the lack of sufficient
entanglement between the polymer chains and the formation of a stable
and continuous jet [15, 17, 33, 34].
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On the other hand, at very high concentrations, the viscosity and sur-
face tension become very high, which makes it difficult to eject the solution
through the needle and the resulting jet formation [17, 18, 20].

13.3.5 Effects of Solution Conductivity

The electrical conductivity of the solution is another parameter that influ-
ences the nanofibers morphology, besides being an important factor in the
Taylor cone formation. For solutions with low conductivity, the droplet
surface will have no sufficient charge to form a Taylor cone; As a conse-
quence, there will be no formation of nanofibers. Increasing the conduc-
tivity of the solution to an optimal value will enable Taylor cone formation
and cause a decrease in fiber diameter [12, 17, 18]. To increase the con-
ductivity of the solution and obtain uniform and defect-free fibers, salts,
ions, surfactants or conductive polymers may be added to the polymeric
solutions [12, 15, 17, 18, 20, 33].

It is noteworthy that the excessive increase in conductivity prevents the
formation of the Taylor cone and consequently the process of electrospin-
ning [18].

13.3.6 Solvent Effects

The proper choice of solvent is critical to the formation of homogeneous
and beadles” nanofibers. In choosing the solvent, two things must be taken
into account. The first is the solubility of the polymer and the second is the
volatility of the solvent indirectly related to its boiling point [17, 18, 33].
Volatile solvents are the most commonly used in the electrospinning pro-
cess, due to their rapid evaporation. However, it is important to remember
that highly volatile solvents promote jet drying inside the needle, which
can cause it to clog [17, 18, 33, 35, 36]. On the other hand, the low volatility
of solvents can cause the formation of beaded fibers, as the evaporation will
occur slowly and incompletely [33, 35, 36].

An interesting aspect of solvents is that, when mixed, they can produce
porous fibers, so that mixing occurs between solvents with different vol-
atilities, so that different evaporation rates give rise to porous nanofibers
(8,17, 33, 36].

13.3.7 Effects of Surface Tension

The surface tension of the solution is an essential factor in the morpho-
logical characteristics of the formed nanofibers and also in the success of
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the electrospinning process [15, 37]. Solutions with high surface voltages
prevent and/or hinder Taylor cone formation and consequently jet forma-
tion, this occurs because a very high voltage would be required for the sur-
face tension to break and a stable jet to be established. Some studies have
already demonstrated the effect of surface tension on the morphology of
nanofibers based on PEO, PVA, and PHBV. In all cases, it was possible to
observe the increase or decrease of beads in nanofibers [38-40].

The choice of solvents directly interferes with the surface tension of a
solution. Research has shown that by fixing the polymer concentration
and reducing the surface tension of a solution, with a suitable solvent, the
beaded fibers can be converted to smooth fibers [1, 41].

13.3.8 Humidity and Temperature Effects

Relative air humidity and temperature are poorly studied parameters, but
they also directly affect nanofiber morphology, since these parameters are
directly linked with solvent evaporation [15, 17]. The temperature has a
strong influence on solution viscosity, as reported by Wang et al. [43]. They
have shown in their studies that decreasing viscosity and of the surface ten-
sion by increasing temperature of the polymeric solution causes a reduction
in nanofibers diameter [1, 18, 20, 42, 43]. Relative humidity is a fundamen-
tal factor in the production of porous nanofibers when the solvent-mixed
system is used, as evaporation rates are different and relative humidity
hinders evaporation; moreover, it affects the diameter of the nanofibers
by regulating the polymer jet solidification process [7, 15, 17, 18, 44].

13.4 Recent Advances in the Technique

For the best applicability of these nanofibers, several innovations in elec-
trospinning have been developed. These innovations include coaxial
electrospinning, triaxial electrospinning, multi-needle electrospinning,
electroblowing, magnetic field-assisted electrospinning, centrifugal elec-
trospinning, and many others [20, 45-47]. Besides, needleless electrospin-
ning techniques are gaining prominence, because they allow the production
of industrial-scale nanofibers, solving one of the main limitations of tradi-
tional electrospinning [46, 48].

13.4.1 Electrospinning Coaxial

Coaxial electrospinning has become one of the most outstanding wir-
ing procedures of recent years, due to the great flexibility of the process.
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The technique makes it possible to combine the specific characteristics
of various polymers, fabricate nanofibers with polymers with low elec-
trospinning capacity, and produce devices capable of overcoming several
limitations [9, 49, 50]. In this process, two different types of polymer
solutions are ejected through a two-chambered syringe with a double
capillary needle, forming core-shell nanofibers [10]. These systems can
also be multiaxial and have been of particular interest in biomedical
applications as they allow different release profiles of two different drugs
from the same membrane [51].

13.4.2 Electrospinning Triaxial

The triaxial electrospinning assembly is similar to the conventional elec-
trospinning system; however, three polymer solutions are used to form
a Taylor cone composed of a spinneret [46, 52]. Triaxial fibers are may
be used to release two different drugs or to prolong the diffusion of drug
encapsulated in the core. This process is also used to modify the hydropho-
bicity and mechanical strength of nanofibers materials [46, 51, 52].

13.4.3 Multiple Needle Electrospinning

This is the simplest and most straightforward approach to increasing nano-
fiber productivity. In this system, the polymer solution is ejected by multi-
ple needles simultaneously connected to a high tension source. The main
problems with using a multiple needle configuration are the interaction
forces between the jets, the non-uniformity of the electric fields at the nee-
dle tips and the variation in fiber size distribution [20, 46].

13.4.4 Electroblowing

Electroblowing consists of the interaction of two forces (electric force and
air blowing shear force) to process the nanofibers of the polymeric fluid.
In this process, the polymeric solution is subjected to high tension and
the compressed air is injected around the spinneret, the air contributes to
the formation of the Taylor cone, to the evaporation of the solvent and
consequently to the formation of nanofibers [46, 53]. This is an interesting
system for forming nanofibers from thermoplastic resins, thermosetting
resins and many non-electrospinnable polymers by conventional process,
such as hyaluronic acid without the use of surfactants or a combination of
toxic solvents [53-55].
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13.4.5 Magnetic Electrospinning

The process of magnetic electrospinning consists of the use of magnetic
fields in situ. In general, two magnets are positioned parallel between the
needle and the collector, giving rise to a magnetic field [20, 46, 47, 56].
For the effectiveness of this system, magnetic polymer solutions and/or
the addition of magnetic nanoparticles are used in the usual polymer solu-
tions [56, 57]. This system is capable of increasing the stability of spinning
jets and decreasing their branches, as well as controlling fiber orientation,
alignment, and size [20, 47, 58-60].

13.4.6 Centrifugal Electrospinning

Electrospinning and centrifugation are the most traditional methods
for producing nanofibers; however, electrospinning can produce high-
performance fibers and structures, but the difficulty of large-scale produc-
tion is a limitation of the process; on the other hand, centrifugal spinning may
guarantee large-scale production but cannot produce high-performance
fibers [61-63]. Thus, the combination of both methods has recently
emerged so that large-scale, high-performance fibers can be produced.

The system consists in the association between centrifugal force and
electrostatic force. The electric field contributes to stretching the jets to
very small dimensions under simultaneous evaporation of the solvent, and
the introduction of centrifugal force makes the tension needed to over-
come the surface tension of the solution to be smaller [46, 61]. To increase
the production scale, several nozzles can be placed around the spin axis of
the centrifuge. This combination is of nanofibers aligned to effective pro-
duction and with good properties [46, 64, 65].

13.4.7 Needleless Electrospinning

Even with the numerous modifications in the conventional electrospin-
ning process for large-scale nanofibers production, the most effective way
has been needless electrospinning, because production can be consider-
ably improved due to the many polymeric jets formed from free liquid sur-
faces [53].

Simply put, the formation of multiple jets from a needleless system
occurs because the waves of an electrically conductive liquid self-organize
and form jets when the intensity of the applied electric field is above a
critical value [53, 66]. The great difficulty of the process is to achieve a
narrow diameter distribution and the formation of the spinning jets, but
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it is already known that these parameters are related to the intensity of the
electric field around the spinneret and the profile of electric field intensity
in the electrospinning zone [67].

The narrow diameter distribution of nanofibers is attributed to the
electric field strength, which is related to the geometry and the number
of spinneret jets [66, 67]. For these reasons, many scholars have dedicated
themselves to study the designer of these spinners, and numerous pro-
posals have already been submitted, such as Edge Electrospinning, Blown
Bubble Electrospinning, Rotating Roller Electrospinning, Rotary Cone
Electrospinning, Gas Assisted Melt Differential Electrospinning, Melt
Differential Electrospinning, Splashing Electrospinning, Two Layer Fluid
Electrospinning, Bubble Electrospinning [20, 46, 53, 67].

13.5 Coaxial Electrospinning as an Excellent Process
for Hollow Fiber and Drug Delivery Device
Production

Coaxial electrospinning has emerged over the last decade to achieve the
largest number of biotechnological applications, functionalizing nanofibers
surfaces and generating shell-structured nanofibers for drug delivery [68-
71]. Articles found in the literature have shown that solutions with a low
electrical conductivity, and therefore unsuitable for electrospinning, can
easily produce stretched thin filaments by coaxial electrospinning [69, 72].

In general the coaxial electrospinning process is very similar to tradi-
tional electrospinning.

Modification is made by inserting a smaller needle into the larger needle
inner cylinder through which the liquid flows. That is, the fitting of the
smaller needle is concentric within the larger needle, forming the coaxial
arrangement that will allow the two polymer solutions to be ejected inde-
pendently and simultaneously and, in this way, the combination of proper-
ties of different kinds of materials [70, 73].

The coaxial nanofiber is formed when polymeric solutions are charged
with the application of high voltage, and charges are accumulated predom-
inantly on the surface of the solution that will be the shell of the core-shell
nanofiber [74, 75]. The drop of this solution lengthens and extends into a
cone due to the repulsion of charges. The tensions generated in the shell
solution cause shear in the core solution, through viscous flow and fric-
tional contact between the solutions, causing it to deform into a conical
shape. Before reaching the collector, as with traditional electrospinning,
solvents evaporate, and core-shell nanofibers are formed [70, 76].
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Figure 13.3 Cross-section of coaxial (a) drug-loaded core-shell fiber; (b) hollow fiber.

Regarding the viscosity of the system, there must be a sufficient viscosity
of the shell solution over the core one to overcome the interfacial tension
between them, allowing cone formation and enabling the core to form
structure. The core fluid must also have a minimum viscosity to be contin-
uously conducted without rupture [73].

The production of core-shell nanofibers is an excellent and versatile
platform for controlled drug release (Figure 13.3a) because the ability to
control the properties and composition of the nanofibers provides the pos-
sibility that the drug and/or protein encapsulated in the fiber core can be
released through the shell layer in a controlled manner, lasting significantly
longer than conventional fiber membranes [51, 77-79].

The coaxial electrospinning method has also been used in the manufac-
ture of hollow nanofibers (Figure 13.3b); in this case, after electrospinning
of the core-shell nanofibers the core material is removed by solvent disso-
lution or calcination [10, 30, 80].

Other parameters such as applied tension, needle-collector distance,
humidity, flow rate, solvent, and concentration must be carefully evaluated
to obtain a stable and homogeneous fiber system; that is, a core uniformly
embedded in the shell to form core-shell nanofibers. Such parameters are
the same as those that need special attention in traditional electrospinning.

13.6 Applications

Because it is a simple, versatile, and inexpensive process, the electrospin-
ning has been highlighting in the production process of high-performance
nanofibers. With this, countless applications have emerged in recent years
in various areas of research.

Green electrospinning is a simple and versatile way to fabricate ultra-
fine fibers that are attractive for air filtration and alleviate environmental
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Table 13.2 Application of different electrospinning designers.
Design
Polymeric system electrospinning | Application References
Ethanol/lignin/glycerin; | Triaxial Hollow carbon | [51, 81]
PVP@/PCL® + key electrospinning fiber, dual
acid uranine/PCL + Release of
key acid blue functional
molecules
PLLA®/PEGWYW Coaxial Nerve tissue, [82]
electrospinning vascular
structure
Aligned, multilayered Hydrospinning + Tendon, (7]
PCL gap ligament,
electrospinning and cartilage
grafts
PLA-co-PEG® blended | Rotating collector | Nerve [83]
with polypyrrole guidance
conduits
PVA®/cellulose Green Filtration (84, 85]
nanocrystals; electrospinning
polyacrylonitrile/
Ag(g)
Ni-CoO®™/CNF® Traditional Sensors [86]
electrospinning
Hyaluronic acid/ Vertical Drug delivery | [87]
cyclodextrin electrospinning
with multiple
needles and
rotary collector
Polystyrene/ Rotating collector | Sensors [88]
polyhydroxybutyrate
nanofibers doped
with porphyrin and
graphene
Polycaprolactone/silk Traditional Tissue (89, 90]
fibroin; PVA electrospinning engineering

(Continued)
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Table 13.2 Application of different electrospinning designers. (Continued)

Design
Polymeric system electrospinning | Application References
Polystyrene 3D printers with Flexible [91]
near field transparent
electrospinning electrodes
(NEES)
PCL Hydrospinning Tissue [92]
engineering
PVA/Fe, 0% Magnetic Fiber (56, 93]
nanoparticles electrospinning alignment

(a) polyvinylpyrrolidone, (b) polycaprolactone, (c) poly(L-lactic acid), (d) poly-ethylene
glycol, (e) poly(D,L-lactide)-co-poly(ethylene glycol), (f) polyvinyl alcohol, (g) silver,
(h) nickel-cobalt oxide, (i) nanostructured carbon, (j) iron oxide (III).

issues even further. Claudia et al. [85] demonstrated in their studies that
the production of Ag/PAN filters by green electrospinning was efficient.
Their results showed a porosity of 96%, permeability 4.58E~"* m?, filtration
efficiency of approximately 100%, quality factor 0.04 Pa™', and excellent
bactericidal activity [83].

Hydrospinning is a technique that allows the creation of highly porous
and attractive devices for cell growth. The scaffolding created has higher
porosity and a more interesting pore distribution than those obtained by
conventional electrospinning. This was evidenced in the work of Tzezana et
al. [92], in which scaffolding produced by hydrospinning showed a poros-
ity of 99% and pores of diameter above 100 mm. In addition to promoting
greater infiltration and proliferation of stem cells in their hydrospun scaf-
folding when compared to conventionally prepared [90].

The combination of nanostructured materials with many transduc-
ers has excelled in the production of chemical sensors as it has increased
detection performance in recent decades. Avossa et al. [88] proposed the
creation of a nanofibrous polymer conductive sensor associated with free-
base tetrafenylporphyrin to stimulate selectivity and sensitivity of the
polymer layer. The electrospinning process allowed, in a single step, the
manufacture of a highly porous layer that adheres to the electrode surface.
The sensor was able to work stably at 50°C to 70°C without any significant
degradation [86].

Table 13.2 presents several other applications and the electrospinning
designers used in the synthesis process of nanofibrous materials.
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13.7 Conclusions and Future Perspectives

The electrospinning technique has excelled in membrane production due
to the ease of incorporation of nanofiber additives, versatility in the con-
trol of diameter and microstructure, obtaining materials with high poros-
ity and because it is a simple, direct and practical process. However, some
challenges need to be overcome, such as the slow yield speed and the diffi-
culty of obtaining nanofibers with diameters smaller than 100 nm.

In this way, we hope this chapter will contribute to the dissemination of
knowledge and boost the research and development of innovations in elec-
trospinning techniques for health promotion in tissue engineering and prod-
ucts that facilitate activities such as temperature sensors, pressure, and gas.
Besides, the design and construction of electrospinning equipment for large-
scale and continuous production is essential and deserves further study.
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1. Introduction of inflammatory diseases of the skin and joints [14]. Viagani et al. (2019)

The preparation of dressings for wound healing is currently of great
interest to researchers. Many biopolymer-based dressings have been
proposed in recent years, such as chitosan, collagen, gelatin, cellulose,
and hyaluronic acid, as they are biocompatible biodegradable, and lack
antigenicity [1]. For these dressings to achieve the desired applicability,
some characteristics must be achieved, such as: (1) prevent and/or con-
trol infections, (2) provide an adequate degree of moisture within the
wound, to create a biological environment with ideal conditions for
the healing processes, (3) protect the wound and its surroundings
from mechanical trauma, (4) absorb secretions, if necessary, (5) reduce
necrosis of the wound surface, (6) stimulate growth factors, and (7) ac-
celerate healing process [2,3].

The appropriate dressing will also depend on the type of chronic or
acute wound, whether abrasions and superficial burns or diabetic ul-
cers, and venous leg ulcers cause it, for example. In addition to the loss
of quality of life experienced by patients affected by these types of
wounds, there is still a high expense to the health system [4]. The
most used dressings nowadays still have the disadvantage of having a
high absorbent capacity, making the wound environment dry. They
also have great adhesion on the desiccated wound surface, inducing a
new trauma during their removal [4,5].

Recently, the electrospinning technique has gained prominence in
the production of dressings. It can produce fibers on the micro and
nanometric scales with a high relationship between surface area and
volume, high porosity and malleability, and suitable for loading several
active ingredients [6]. Besides, it is an economically viable technique,
with the possibility of large-scale production, which can produce
three-dimensional biomimetic structures and with potential character-
istics to simulate the skin layers [4,6].

Despite the technique's versatility, the polymeric solutions must
have some suitable processability characteristics to obtain the ideal
combination of parameters, such as viscosity, surface tension, concen-
tration, and molecular weight. Therefore, not all polymers can be
electrospun or have the capability to form nanofibers. Hyaluronic acid
or hyaluronan (HA) has excellent characteristics for application in
wound healing dressings. However, its high viscosity, even at low con-
centration in addition to its high surface tension, prevents this polymer
from being electrospinnable in its natural conditions and by itself. On
the other hand, HA is an essential component of the extracellular matrix
(ECM). Depending on the molecular weight, this polymer influences
various biological activities involved in inflammation and wound
healing processes that support cell activation and induce dermis repair
[7,8].

Many reviews on the use of HA for biomedical applications have al-
ready been addressed in the literature. Neuman et al. (2015) reviewed
the role of HA in attenuating skin necrosis and its use in repairing
wounds in humans, animal models and in vitro studies [9]. Snetkov
et al. (2019) addressed the various methods for the synthesis of HA-
based fibers and synthesized the main properties and biological activity
of HA and the fibrous materials based on it [10]. The reviews by Zhao
et al. (2015) and lacob et al. (2020) aimed to provide an updated over-
view of the preparation of nanofibers from animal polysaccharides by
electrospinning and their potential biomedical applications, such as
tissue engineering, wound healing and drug delivery [11,12]. RGZickova
et al. (2014) focused on the study of HA nanofibers for dressings and
drug carriers [13]. Chen et al. (2018) summarized and critically evalu-
ated recent developments and the effectiveness of HA for the treatment
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discussed the use of nanosystems, based on HA and chitosan or its deriv-
atives, for the local treatment of chronic wounds [7]. Our review aims to
present the main challenges related to HA electrospinning and how
these challenges have been overcome over the years. In addition to
discussing in detail how the biological properties of this polymer act
in the healing process and how these nanofiber matrices are used as ac-
tive ingredient nanocarriers.

Aligning the versatility of the electrospinning technique with the ex-
cellent properties of HA in the healing process to obtain a high-
performance dressing is still an object of study by researchers around
the world. This review also brings the main advances of this area and
what we can expect for the future of the technique combined with the
use of the HA.

2. Electrospinning technique and its advantages in the production of
dressings

Electrospinning is a versatile technique widely used in several re-
search areas, especially in the biomedical and pharmaceutical fields
[15-17]. In a simplified way, electrospinning consists of a syringe
pump responsible for ejecting the polymeric solution into stainless
steel spinneret. A high voltage source applies a voltage between the
spinneret and the grounded collector. The high-applied voltage creates
a high external electric field that causes the drop of the polymeric solu-
tion on the tip of the needle to be positively charged and elongate to
form a cone, also known as Taylor's cone [4,10]. When the applied volt-
age is sufficient for the electrostatic forces generated in the droplet to
surpass the surface tension, a charged whip jet is ejected. During the
jet's trajectory, the solvent evaporates, and the polymer solidifies,
forming a nanofibrous layer deposited in a collector acting as a counter
electrode [6,17,18].

Several parameters must be controlled for the electrospinning pro-
cess to be successful and for the fiber morphology to reach the expected
characteristics. Three categories of parameters are studied: (1) Process
parameters (voltage, flow, and distance between the needle and the col-
lector), (2) Solution parameters (electrical conductivity, viscosity, sur-
face tension, solution concentration, and polymer molecular weight),
and (3) Environmental parameters (temperature and humidity)
[19,20].

The characteristics of the membrane obtained by electrospinning
process, which make it a strong candidate to stimulate wound healing,
are the high relationship between surface area and volume, the high po-
rosity, the great flexibility, and the delicacy of the ultrafine membranes
[6,17,18].

These properties allow the membranes to have moisture absorption
capacity, good permeability for cell respiration, adequate conformation
to the wound surface, and the potential to leave no scars. Depending on
the polymeric system chosen, the membrane may have high biocom-
patibility with blood and tissues, increase skin cells' growth rate, induce
healing and anti-inflammatory effects and present a degradation rate
compatible with the regeneration rate of the new tissue [6,17]. Polysac-
charides, such as chitosan, collagen, starch, cellulose, and hyaluronic
acid, are among the most studied classes of natural polymers, as they
have characteristics compatible with applications in vivo systems
[4,12,21].
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3. Hyaluronic acid electrospinning

Hyaluronic acid is a linear polysaccharide, a constituent of ECM
widely used in tissue engineering [2,6,12]. It is a natural polymer
consisting of alternating disaccharide units of 3-1, 4-D-glucuronic acid
and 3-1, 3-N-acetyl-D-glucosamine, and can have low or high molecular
weights (Fig. 1) [6,12]. Moreover, it is a hydrophilic polyanion with high
swelling and water absorption capacity, has high biodegradability, bio-
compatibility, unique biological functions, such as mediation of cell ad-
hesion, migration, proliferation, and also promotes the formation of
granulation tissue [6,12,22,23].

3.1. Molecular weight

Hyaluronic acid is an anionic, non-sulfated glycosaminoglycan clas-
sified as a polymer of disaccharides which can range in size from 5000
to 20,000,000 Da. Depending on the molecular weight, HA polymers
demonstrate different properties and hence functions and applications.
For instance, in the human body, synovial liquid is constituted of HA
with 6,000,000 - 7,000,000 Da and it can be partially degraded to less
than 1,000,000 Da in case of rheumatic arthritis or osteoarthritis [24].
Table 1 shows the molecular weight of HA polymer in different biolog-
ical samples.

Cowan et al. (2015) studied the content and size of HA in biological
samples. The authors reported that high-molecular mass polymer
(1,000,000 to 8,000,000 Da) is more usually synthesized and found in
human body. However, when inflammatory or tissue-remodeling pro-
cesses occur, HA is found in a broad range of molecular weight, while
low molecular weight HA fragments can bind to proteins and act as sen-
sors for cellular environment [25].

Cyphert et al. (2015) investigated the effects of HA molecular weight
in cell biology. The authors reported that endogenous high molecular
weight HA polymers have anti-inflammatory and antiangiogenic
properties, especially in lung tissues, where inflammation and injury
were inhibited by treatment with high molecular weight HA in a
in vivo disease model. On the other hand, high molecular weight HA
can be degraded to low molecular weight molecules and activate the
expression of proinflammatory cytokines, chemokines, and growth
factors, causing inflammatory diseases. It worth to mention that low
molecular weight HA is also associate to angiogenesis and tumor
growth. However, HA oligosaccharides showed both positive and nega-
tive effects on inflammatory response and tumor progression, depend-
ing on the cell type and disease model [34].

There are many studies in the literature about the effect of HA mo-
lecular weight on the healing process. All studies indicate that a high
molecular weight increases cell quiescence and maintains tissue integ-
rity, protects cells, and prevents apoptosis, in addition to acting directly
in the inflammatory phase and stimulating fibroblast proliferation
in vitro [14,26,29-31].

Glucuronic acid

N-Acetyl-D-glucosamine

Fig. 1. Chemical structure of hyaluronic acid.
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Table 1

Molecular weight of HA polymer in different biological samples.
Sample Average Molecular Weight (kDa) Ref.
Normal human synovial fluid 6,000-7,000 [25]
Human synovial fluid (arthritis) <1,000 [24]
Normal rabbit vitreous 2,000-3,000 [26]
Normal bovine vitreous 500-800 [26]
Owl monkey vitreous Very high molecular weight [27]
Human milk 440 [28]
Human amniotic fluid 330 [29]
Human lymph fluid 800 [30]
Human blood serum 100-300 [30,31]
Young human cartilage >2,000 [32]
Human skin 4,000-6,000 [33]

At the cellular level, HA is progressively degraded, generating frag-
ments with smaller sizes. These fragments have different biological
functions according to the molecular weight of the polymer [8,35]. A
study proposed by D'Agostino et al. (2017) evaluated HA's bioactive
properties with different molecular weights (1,800 to 6 kDa). Their re-
sults showed that all samples were able to accelerate wound healing,
supporting cell activation and requesting repair of the dermis, except
for HA at 6 kDa. As shown by Zhao et al. (2015) and Li et al. (2012),
the team of D'Agostino et al. (2017) also showed that the type 1 trans-
membrane glycoprotein CD44 is the receptor for HA. More than that,
the authors demonstrated that CD44 is only receptive to HA in the
1,800-15 kDa range. Below this molecular weight, there was no stimu-
lation of this glycoprotein, in addition to impairing the repair process
and increasing the levels of inflammatory cytokines [8,36,37].

The role of HA molecular weight in the proliferative phase of wound
healing in a human keratinocyte in vitro model was studied by Ghazi
et al. (2012). The authors showed for the first time the relationship be-
tween P2X7 receptor and hyaluronan in wound healing, suggesting
fragment between 100 and 300 kDa as a new strategy to promote
healing [38]. Gariboldi et al. (2008) reported that low molecular weight
HA induces the production of keratinocytes and improves the self-
defense of skin, without causing inflammatory response [39].

D'Agostini et al. (2015) reported the presence of both low and high
molecular weight hyaluronan in the injury site. The authors demon-
strated that low molecular weight HA (<20 kDa) plays an important
role on trigging inflammatory response and activating the repair pro-
cess. On the other hand, high molecular weight HA is associated to re-
generative tissue repair with minimal inflammation and fibrosis [40].
Tolg et al. (2008) reported that fragments of HA of different size can
also stimulate fibroblast migration and excisional wound repair, having
the ability to promote wound closure with minimal fibrosis [41]. Yang
et al. (2012) studied the effects of high and low molecular weight
forms of hyaluronan on CD44 clustering. According to the authors, cell
adhesion is specifically regulated by HA at different sizes: high molecu-
lar weight HA promotes aggregation of CD44 in clusters, while low mo-
lecular weight HA disrupts cells conglomerations [42].

As HA is present in all stages of wound healing and cells can be expo-
sure to HA of different molecular weight at the same time, there are still
a lot of unknowns about the influence of molecular weight on cell re-
sponse since most of the studies evaluated the effect of a specific frag-
ment size. Therefore, as changes on HA size are associate with several
processes of tissue remodeling and wound healing, it is important to un-
derstand the balance of HA production and hyaluronidases, which
control HA degradation along with ROS (reactive oxygen species) gen-
erated by macrophages, to propose new HA based wound dressings.

3.2. HA degradation

The mechanisms of HA degradation can be divided in two major
pathways: direct/specific (enzymatic - hyaluronidases) and indirect/
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non-specific (oxidative degradation by reactive oxygen species). In
terms of enzymatic degradation, hyaluronidases are a class of highly ho-
mologous endoglycosidases that specifically hydrolyze the 3-1,4 linkage
of the HA molecule. This class of enzymes can be further divided into
distinct groups according to the optimal activity conditions (acidic or
neutral pH for instance). In mammals, 6 hyaluronidases (HYAL) can be
found: HYAL1 (liver, plasma, urine), HYAL2 (heart, skeletal muscle,
colon, spleen, kidney, liver, placenta, and lung), HYAL3 (brain, liver, tes-
tis, and bone marrow), HYAL4 (placenta and skeletal muscle), HYALP1
(chromosomes), and PH20/SPAM1 (sperm). Therefore, depending on
the tissue location and environmental conditions, HA can be degraded
by different enzymes into a range of fragment sizes. Although enzymatic
reactions can generate reactive oxygen species that will also contribute
to HA degradation, the oxidative degradation of HA is commonly ob-
served during the inflammatory response, when reactive oxygen spe-
cies such as superoxide, hydrogen peroxide, nitric oxide and
peroxynitrite are produced. Valachova et al. (2015) studied the Influ-
ence of tiopronin, captopril and levamisole therapeutics as protectants
of the oxidative degradation of hyaluronan in joint inflammation pro-
cess. According to the study, as tiopronin and captopril have similar
chemical structure of glutathione, they were able to retard the oxidative
degradation of HA by donating electrons [43]. In a further study,
Valachova et al. (2016) confirmed the generation of hydrogen peroxide
in HA degradation by applying the enzyme catalase in a Weissberger's
biogenic oxidative system. The authors also showed the dose-
dependent effect of catalase on inhibiting the degradation of HA macro-
molecules [44]. Valachova et al. (2021) examined the ability of
ergothioneine, hercynine, and histidine to inhibit hyaluronan degrada-
tion induced by reactive oxygen species and determined its effect on
the healing of skin wounds in ischemic rabbits when incorporated
into hyaluronan chitosan membranes. As a result, the authors demon-
strated that ergothioneine and histidine are potent in attenuating the
degradation of free radical HA. On the other hand, hercynine did not
show good results. In vivo tests show that the addition of ergothioneine
and histidine to the chitosan/HA membranes contributes to a faster rate
of healing of ischemic skin wounds in rabbits. Ergothioneine showed
better results, especially in the early stages of healing, which is a positive
result, considering that ergothioneine is an established and very potent
antioxidant species, which functions in the body as a bulwark and a po-
tent cytoprotective compound [45]. These findings can contribute for
the development new treatments for wound healing based on the pre-
vention or control of HA degradation to regulate tissue regeneration
process.

3.3. Rheological properties

HA has rheological properties that hinder electrospinning, such as
high surface tension and high viscosity, in addition to high hydrophilic-
ity [2,6,12]. The polymeric solution of this polymer has a high level of
conductivity and low evaporability, limiting the performance of the
electrospinning process due to possible circuit failures between the nee-
dle and the collector. Wet fibers can act as electrical conductors be-
tween the electrodes, resulting in a short circuit [10].

Evaporation of the solvent is a parameter of great importance, so the
use of volatile solvents is advisable. The relative humidity (RH) of the air
has also a great influence on the nanofibers' morphology and the pro-
cessability of the polymeric system. Yao et al. (2013) studied the effect
of relative humidity and the proportion of dimethylformamide (DMF)
related to deionized water as a solvent. The authors concluded that dis-
tinct nanofibers can be easily obtained when the volume ratio of 1:1
(DMF/deionized water) is used with a relative humidity of 18% or 26%,
while at the same environmental conditions (RH of 18 or 26%), but dif-
ferent DMF/deionized water volume ratio (0.25:1), only adhered nano-
fibers were formed. Therefore, the higher volume ratio of DMF to
deionized water can improve the HA solution's electrospinning capacity
at the same relative humidity condition [46].
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Hyaluronic acid electrospinning is of great interest, as the associa-
tion of HA's excellent biological characteristics with the versatility and
unique properties achieved by the technique is highly promising in
the development of high-performance dressings. However, to ensure
this polymer's processability, it is important to adopt some key strate-
gies (detailed in the following sections). It is worth mentioning that a
combination of two or more strategies is usually used.

Before applying any method, it is necessary to be cautious, as HA can
be easily depolymerized (degraded), either by adding volatile solvents
or adding some acid, for example [47]. An indication of polymeric deg-
radation is the decrease in viscosity. This means that not every decrease
in the polymeric system's viscosity is advantageous or represents the
real panorama of the study. It is important to remember that HA's mo-
lecular weight also has a great effect on biological properties, as already
mentioned.

4. Strategies used for successful electrospinning of HA
4.1. Solvent mix

One of the major problems with HA electrospinning is its high vis-
cosity, which becomes even more critical when an aqueous solution of
this polymer is used. It is known that the ionic nature of HA promotes
long-range electrostatic interactions and the presence of counter ions
induces an increase in the viscosity of these aqueous solutions [48].
High viscosities do not guarantee the adequate interlacing of polymer
chains, as already been evidenced in highly viscous HA solutions; in
fact, the lack of interlacing of the polymer chains causes electrospinning
with unstable jets and, consequently, the formation of membranes with
heterogeneous and discontinuous nanofibers.

There are several solutions to work around this problem: one of the
most appreciated in literature is the mixture of organic solvents. They
can decrease the viscosity and surface tension of polymeric solutions.
The major disadvantage of this approach is that organic solvents are
toxic, and their residues can make the material inappropriate to biolog-
ical tissues and in vivo applications [49].

Table 2 shows some of the most used solvents for electrospinning
HA. It is worth mentioning that the systems presented do not indicate
pure HA's electrospinning in most of the works covered. In addition to
solubilization in organic solvents, HA is also associated with other poly-
meric matrices. Table 2 focuses only on organic solvents.

Hsu et al. (2010) electrospun collagen/HA membranes using a mix-
ture of solvents. The authors showed that although formic acid (FA) is
an excellent solvent for both polymers, this solvent alone was not
efficient in enabling the electrospinning of none of the polymers
separately and their blends. However, the collagen/HA electrospinning
process was successful by mixing formic acid (FA) with other solvents.
Although 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) has already been a solvent used
successfully to electrospun collagen, a TFE/FA mixture (70/30% v/v)
used to dissolve HA, collagen, and HA/collagen did not show satisfactory
results and gave rise to the formation of granules in the collector during
electrospinning. On the other hand, the mixture involving
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) and FA (70/30% v/v) proved
to be suitable for dissolving HA/collagen and gave rise to nanofibers ho-
mogeneous and without defects, however, the pure HA solution could
not be manufactured in a nanofiber matrix by electrospinning. This
study also addressed the effects of varying HA concentration in colla-
gen/HA nanofibrous matrices on the behavior of fibroblasts, specifically
if HA concentrations above 1.0% could inhibit cell adhesion and dissem-
ination during the initial stages of incubation. As a result, the authors
observed that there was a reduction the expression of CD44 mRNA by
foreskin fibroblast cells grown on nanofibrous matrix with increasing
HA concentrations up to 1.5%. It was also observed that a smaller pro-
portion of TIMP1 (tissue inhibitors of metalloproteinases) to MMP1
(matrix metalloproteinases) in the cells of the foreskin that were
grown in the collagen/HA nanofibrous matrices than in those that
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Table 2

Summary of the main solvent mixtures to allow HA electrospinning.
Organic solvent Ratio (v/v or w/w) [HA] (w/v%) Flow rate (mL/h) Tension (kV) Tip-to-collector distance (cm) Ref.
NH,4OH*/DMF® 2:1 15 0.25 17 12 [22]
Water/DMF® 1:1 1.5 3.60 22 15 [50]
FAS/HFIPY 7:3 50, 100, 150 and 200 2.54 23 10 [51]
TFE®/FA® 7:3
Chloroform/FA® 2:1 2.0 1.00 18 15 [52]
NaOH//DMF® 4:1 1.0 2.50 25 15 [53]
Water/FAY/DMF” 25:25:50 0.8to 1.2 0.30 20 15 [54]

a
b

Ammonium hydroxide
Dimethylformamide.

¢ Formic acid.
d4°1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol.
2,2,2-trifluoroethano hydroxide.
Sodium hydroxide.

e
f

were grown in the collagen nanofibrous matrices, which is an important
indicator so that there is no scarring formation [51].

Liu et al. (2011) used a solvent mixture containing deionized water,
FA, and DMF to dissolve HA and improve the solution's physical proper-
ties. The results showed that stable electrospinning only occurred after
mixing these three solvents. The authors also evaluated what was the
role of FA and DMF in the final solution. They pointed out that FA in-
creases ionic concentration and causes an improvement in electrical
conductivity [54]. However, the excessive addition of FA evidenced
the shearing thinning behavior and the jet elongation, which causes
the fiber diameter to decrease to the point of preventing the formation
of homogeneous fibers [54,55]. On the other hand, DMF significantly re-
duces surface tension and can generate a jet with a low charge density,
making the process unfeasible [54].

4.2. Crosslinking agent

HA's high water absorption capacity makes its application in bio-
medical systems, such as controlled drug release, scaffolds for cell
growth, and wound dressings difficult or impossible. Moreover, it
makes the electrospinning process difficult when it comes to aqueous
solutions. The solvent does not evaporate in the interval between the
needle and the collector, causing the solution to drip or eject droplets
into the collector [7,50,56].

Many research types have concentrated their efforts to solve this
type of problem, and the focus has turned to the reticulation processes.
Without the intention of discussing the mechanisms in which the
crosslinking of HA occurs, this review aims to show which are the
main crosslinking agents used along with the electrospinning process
(Table 3).

The main crosslinking agents used for HA chains include
carbodiimides, polyvalent hydrazides, aldehydes, sulfides, and
polyfunctional epoxides, in addition to auto-crosslinking and photo-

crosslinking [47,50,57]. These reactions can occur in acidic, neutral, and
alkaline conditions. The groups liable to crosslink in HA's native structure
are the functional groups of carboxylic acid and hydroxyl [47,57]. The hy-
droxyl groups are usually cross-linked via the ether bond and the carboxyl
groups via the ester bond [47,57].

Literature reports show that EDC is one of the most widely used
crosslinking agents in the HA electrospinning process. This crosslinking
agent is a water-soluble carbodiimide that offers some advantages com-
pared to other crosslinkers, such as a smooth and easy control of the
crosslinking reaction [50,59]. The fact is that EDC is a zero-length
crosslinker, which means that the agent itself is not incorporated into
the molecules. It just helps to facilitate bonding within the structure
and being biocompatible and showing no cytotoxicity [50].

4.3. Surfactant

As already mentioned in the previous sections, one of the crucial pa-
rameters for electrospinning is the polymeric solution's surface tension.
The process requires that the electric field's electrostatic forces over-
come the surface tension of the solution and thus establish a continuous
and stable jet. The big issue is that HA has a very high surface tension
that requires the application of very high tension (or voltage) to the pro-
cess, which does not guarantee the jet's stability and may render the
process unfeasible.

The addition of surfactants is promising to reduce surface tension
and allow HA's processability by electrospinning, as the surfactant mol-
ecules have both lipophilic and hydrophilic groups. When in solution,
due to the lipophilic group's presence, these molecules preferentially
occupy the surface of the liquid, decreasing the cohesive force between
the solvent molecules and, consequently, decreasing the surface tension
[60].

Uppal et al. (2011) verified the electrospray phenomenon by sub-
mitting aqueous solutions with concentrations between 1% and 4% of

Table 3
Summary of the main crosslinking agents used in HA electrospinning.
Crosslinking Crosslinking Method Crosslinking condition Ref.
agent concentration
EDC?/NHS" 2% (W/W)Epc Crosslinker added to the solution to be Aqueous crosslinker solutions, 30 min before electrospinning. [48]
1% (W/W)Nhs electrospun
EDC? 50 mM Immersion (10 mg electrospun membrane) 5 mL crosslinking medium (volume ratio of ethanol to water is 8/2), 4 °C, [50]
EDC?/NHSP 50 mM gpc/50 mM 24 h.
NHS
EDC? 5 mM Immersion (electrospun membrane) 1st step: 5 mM EDC solution in 95% ethanol, Room temperature, 24 h. [51]
2nd step: immersion in 75% ethanol for 24 h.
Glutaraldehyde 20% (v/v) Crosslinker (vapor phase) 24 h [58]
EDC? 50 mM Immersion (electrospun membrane) 50 mM EDC solution in 95% ethanol, 22 h. [59]

2 (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride).
b N-hydroxysuccinimide.
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HA to the electrospinning process. The authors added Cocamidopropyl
betaine as a surfactant to make the process viable, which provided the
jet stability for obtaining the membranes [1].

Séon-Lutz et al. (2019) used hydroxypropyl-pB-cyclodextrin
(HPRCD) as a stabilizer for the HA electrospinning process and obtained
uniform nanofibrous scaffolds. In this work, the authors concluded that
even though the HPRCD effect was not prevalent in the studied system,
the surface tension decreased significantly, making this an important
molecule to be considered [48].

4.4. Mixture of polymers

The membranes of pure HA and in their native form are difficult to
obtain by conventional electrospinning. Studies that approach this sys-
tem in its genuine form still require advances. In order to take full ad-
vantage of the biological properties of HA and, at the same time, use
the unique characteristics of the electrospinning technique, researchers
associate HA with other polymeric matrices that have good processabil-
ity characteristics or perform modifications on its surface, allowing it to
be electrospinnable (Table 4) [61].
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As shown in Table 4, there is no standard protocol to be followed to
be successful in the electrospinning process of HA. The key is that for
any electrospinning process for nanofibers to form, the polymeric solu-
tion must reach a critical entanglement concentration (CEC) without
reaching a too high viscosity, which also hinders its processability
[7,68,69]. In addition to reaching the CEC at the same time that the vis-
cosity is exceptionally high, the HA solution still presents high surface
tension. It should also be noted that the CEC depends on the molecular
weight of the polymer, the characteristics of the polymer chain, and the
solvent used. Therefore, it is crucial to evaluate each polymer's contribu-
tion to the properties of the polymeric mixture [68,69].

The mixture of HA with other polymers and the addition of organic
solvents can facilitate the electrospinning process. However, not all
polymeric mixtures will be successful. However, it is relevant that
these mixtures have inter- and intramolecular hydrogen bonds with
the HA chains. These interactions can cause changes in the a-helix
structure of this polymer, allowing greater flexibility and interlacing of
its chains [7].

The study made by Abdel-Mohsen et al. (2019) evidenced that not
all polymeric proportions will result in a mixture suitable for
electrospinning. The authors proposed the electrospinning of PVA/HA-

Table 4
Polymeric mixtures of HA and other polymers that make HA electrospinning viable.
Blend [HA] Molecular Proportion’ Tension Flow rate Bead formation Ref
(W/v%)Y weight of HA (Da) (kV) (mL/h)

HA-SF*/Zn0® 15 2 x 108 HA (shell) 17 0.25 No [22]
Addition of ZnO nanoparticles (1, 3 or 5% w/v) in SF 13% (w/v)
solution (core)

HA/gelatin 1.5 2 x 106 Gelatin: 0.375%, 1.5% or 6% (w/v) 22 3.6 No [50]
HA/gelatin proportion:
100/5; 100/20; 100/80

PCL/HA 2.0 2.5 x 10° PCL 10% (w/v) 18 1.0 No [52]
PCL/HA proportion:
10/1 (v/v)

PCL/HA 1.0 1.5-2.2 x 106 PCL 7% (w/v) 25 2.5 No [53]
PCL/HA proportion:
9/1 (v/v)

PUY/St(HA) 1.0 - PU 12% (w/v) (core) _ _ No [58]
HA 1% (w/v) was added to starch (St) solution 9% (w/v) (shell)

(Ag-PGA®/HA)-PVA" 0.25 - Addition of 1% of Ag-PGA/HA dry powder to an 8% (w/v) PVA 11 1.3 Almost nonexistent [62]
solution

PLCLS/HA 2.0 - HA (shell) 16 0.15 No [63]
PLCL 10% (w/v) (core) (shell)

0.60
(core)
SF#/HA/THY" 20 Low molecular SF 10% (w/v) 28 23 No [64]
weight SF/HA proportion:

2/1 (v/v)
Addition of THY (5 mg/mL) and 2 mL of 8% (w/v) PEO to the
SF/HA mixture

PVAP/HA-AgNPs 1.0 0.15-0.17 x 106 PVA 16% (w/v) 58 _ PVA/HA-AgNPs [65]
AgNOs (0.1 M) proportion:
PVA/HA-AgNPs proportion: 100/0; 95/5; 90/10; 80/20; 60/40; 40/60: No nanofiber
50/50; 40/60 50/50:

Nanofibers/bead

PVA/HA 2.0 1.6 x 108 PVA 6% (W/v) 25 0.3 No [66]
PVA/HA
75/25 (w/w)

PEO'/HA _ 8700 PEO/HA preparation: 18 0.5 No [67]
3/1; 1/1; 1/3 (w/w)
Total polymer concentration was kept at 8.0% (w/w) in all
experiments

@ Silk Fibroin.

b Zinc Oxide.

¢ Polycaprolactone.

4 Polyurethane.

¢ Polygalacturonic acid.

T Poly(Vinyl Alcohol).

& Poly(L-lactide)/Poly(e-caprolactone).

" Thymol.

! Poly(ethylene oxide).

J" Solution in water or organic solvent.
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AgNPs in different proportions. They noted that as the proportion of HA-
AgNPs increased in the formulation, nanofibers' formation also in-
creased. The proportion (50/50) showed beads' formation, while the
process using a different proportion (40/60) was unsuccessful. It is im-
portant to remember that for this system the solvent used was water.
The authors attribute the success of electrospinning to the fact that
AgNPs have connected with HA functional groups (-OH, -NHCOCH3
and -COO0-) and as PVA functional groups (-OH, residual of -COCH3), in-
dicating that the AgNPs acted as physical crosslinking agents between
the HA and PVA chains. This interaction also resulted in improvements
in the mechanical properties of composite materials when compared
to pure PVA membranes, as a result, Young's modulus increased from
175 MPa to 325 MPa [65].

An interesting approach was the use of coaxial electrospinning of HA
to obtain core-shell fibers, as it is an effective mechanism to
functionalize the outer nanofibers surface [63,67,70]. Studies in the lit-
erature show that solutions with low electrical conductivity and unsuit-
able characteristics for electrospinning can be easily stretched into thin
filaments by coaxial electrospinning with a highly spinnable solution
[63,71].

When using the technique, there must be sufficient viscosity of the
shell material on the core material to overcome the interfacial tension
between the two solutions, allowing the cone's formation and enabling
the core to form the structure. The core fluid must also have a minimum
viscosity to be conducted continuously without rupture [72]. Table 3
shows some approaches to coaxial electrospinning, whose mechanism
allows greater versatility of the process, such as working with the
same or different flow rates simultaneously and with solutions that
are difficult to process.

Li et al. (2014) proposed in their studies the production of core-shell
nanofibers of cellulose acetate (CA-shell) and sodium hyaluronate (HA-
core), where HA carried Naproxen (NAP) loaded liposomes, the choice
for HA as a core carrier was since this polymer was able to stabilize
the liposomes loaded with NAP by adsorption on the surfaces. In this
study, the authors compared the formulation with two other formula-
tions: (1) CA electrospinning mixed with NAP and (2) Coaxial
electrospinning with CA (shell) and the mixture of CA with NAP
(core). The results showed that the drug dispersed homogeneously in
the proposed polymeric matrices in all cases, and the electrospinning
process took place successfully. The interesting point is that in the for-
mulation with HA, the release of the drug occurred differently. While
in the other formulations, the release occurred by a non-Fickian diffu-
sion mechanism. In the formulation with HA the most accentuated re-
lease occurred in the first 8 h, followed by a sustained release for
12 days, making the material promising as a controlled release device
[73].

4.5. Chemical derivatives of hyaluronic acid

As mentioned earlier, the modification of HA is another alternative
to improve its processability by electrospinning. Methacrylate groups
can be easily conjugated to the HA framework through hydroxyl groups.
Kim et al. (2013) proposed MeHA (methacrylated hyaluronic acid) and
photo-crosslinked membranes with adjustable mechanics and adhe-
siveness properties. The electrospinning process went smoothly, and
the membranes were studied for cartilage repair. MeHA allowed the or-
ganization of the cytoskeleton differentially and the resulting ability of
cells to exert traction on fibers, as well as increased cell dissemination,
proliferation, and formation of focal adhesion [74].

Zhao et al. (2015) proposed another form of modification, in the
process, preparing water-stable PVA/PEI nanofiber membranes by
electrospinning and subsequently exposing these membranes in an
activated HA solution [37]. The membranes showed good
hemocompatibility and cytocompatibility. The presence of HA gave the
membranes a high capacity to precisely capture cancer cells that overex-
press the CD44 receptor [37].
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Chemical modifications in HA are not only important for processabil-
ity but also to prolong their degradation time. The presence of hydroxyl
groups in the N-acetylglucosamine portion of HA is one of the main
domains for cross-linking via a chemical reaction and covalent bond for-
mation. Zamboni et al. (2020) proposed an alkyl based isocyanate
crosslinking method, giving rise to stable carbamate crosslinks, in addi-
tion to forming a centrally located disulfide bond allowing versatility
concerning reversible crosslinking [75].

Collins et al. (2013) showed in their studies that the improvement in
the degradation time of HA is related to the properties of the polymeric
solution. The authors pointed out that the control of the dissolution of
HA is important because the dissolution and degradation of the solution
are simultaneous processes during the preparation of the solution. Com-
plete dissolution is also important to maximize intermolecular
crosslinking and reduce the waste of intramolecular reactions, points
that are important when modifying HA by chemical crosslinking to
gain property and processability in the electrospinning technique. The
results presented by the authors showed that the dissolution of optimal
HA occurs between 24 and 40 h. Crosslinking reactions in HA films were
carried out under these conditions, and the new materials were stable
when swollen in water for up to 4 days [76].

4.6. Modification in the electrospinning process

A more complex alteration, but one that also allows the
electrospinning of HA, is modifying the technique itself. Two proposals
have already been discussed in the Literature: co-electrospinning and
blow-assisted electrospinning. Co-electrospinning is a method of pro-
ducing mainly core-shell nanofibers, consisting of a polymer solution
in the shell and a polymer solution or a non-polymeric Newtonian liquid
or even a powder fill in the core. However, it can also be only a method
for producing composite materials. There are three co-electrospinning
systems: (1) Production of the composite material by injection at the
same time of two different solutions using different parameters
(Fig. 2A), (2) Production of core-shell nanofibers using a single-needle
(Fig. 2B), and (3) Production of nanofibers using the double channel
nozzle (Fig. 2C).

In the first co-electrospinning system, the composite material is
formed by injecting two different solutions through separate syringes;
this is an interesting method to increase the pore size, an important
property that improves cell proliferation [79]. In the case of HA, this
would not be the most suitable system, as the same problems found in
conventional electrospinning would remain unsolved in this method.

The second system is a very interesting approach. Core-shell nanofi-
bers are formed without conventional coaxial electrospinning; in this
type of system, the solutions must be immiscible. The jet will be stabi-
lized when both solutions are sufficiently viscous, and the shell solution
presents good electrospinning properties [80,81]. This method is more
appropriate for HA electrospinning, as it can work around the problems
of high viscosity and high surface tension.

Finally, the third system, it will use the traditional coaxial
electrospinning system. Two polymeric solutions are ejected in a double
channel matrix, as previously pointed out in session 3.4 - Mixture of
polymers.

Vitkova et al. (2019) proposed two co-electrospinning approaches for
HA. In the first, the authors used HA co-electrospinning in a mixture with
highly spinnable polymers of PVA and PEO, respectively. The second pro-
posal was HA co-electrospinning with the use of an intermediate solvent.
To provide the formation of nanofibers, it was necessary to add a surfac-
tant (BEC-Benzethonium chloride) to the HA/PVA system. Both HA/PEO
and HA/PVA mixing solutions provided bead-on-string structured fibers.
For systems using intermediate solvents, H,O/Isopropanol (10:7%w/w)
and H,0/Ethanol/Methanol (5/5/1%w/w) were used. Both solvent mix-
tures facilitated the electrospinning of HA of molecular weight 600 and
1,180 kDa, while HA with lower molecular weights had a greater ten-
dency to form spherical particles. The best results were achieved with



K.C. Castro, M.G.N. Campos and L.H.I. Mei

Syringe Pump

Dual-Jet
Techni

Rotary Grounded
Collector

s
7~
P
b

—
SEM image of \
nanofibers
Rotating drum . >4 !
J_ T
— - Needle

—_——_——

Syringe Pump

ﬂoaxial Technique

High-voltage power
supply

Shell solution

s ) |
\ Coresolution il —

/Emulsion Technique
Rotating drum

e

High-voltage power _ i
supply i

SEM image A

nanofibers

Emulsion solution ¥ _:

e

Fig. 2. Schematic diagram of co-electrospinning (A) Two syringe, (B) Double channel
nozzle, and (C) Single-nozzle. Adapted from Su et al. and Scaffaro et al. [77,78], with
permission from Elsevier.

the HA 1180 kDa solution in H,O/Ethanol/Methanol (5:5:1%w/w) in con-
centrations of 2.2% and 1.5% (w/w) [61].

As mentioned earlier, the other form of electrospinning proposed
was blow-assisted electrospinning; this modification in the process is
effective and allows HA to be electrospun using water as a solvent
[12]. The process consists of combining airflow, heating, and
electrospinning [48].

Um et al. (2004) were the first to propose changing the technique.
The authors aimed to circumvent the high viscosity and high surface
tension of the aqueous solution of HA and other polymers that present
this same problem [82]. In a simplified way, the process proposed by
those researchers and still currently in use consists of a conventional
electrospinning system coupled to a modified air blowing system that
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Fig. 3. Schematic diagram of blowing-assisted electrospinning. Adapted from Wang et al.
[83], with permission from Elsevier.

applies two simultaneous forces, i.e., an electrical force and a shear
force on the polymeric solution (Fig. 3) [82]. This air blowing system
consists of two components, a heater and a fan with controllable tem-
perature and airflow.

The research carried out by Um et al. (2004) and Wang et al. (2005)
showed that the blowing-assisted process has numerous advantages
compared to conventional electrospinning, such as (1) the combination
of the blowing force of the air and the applied electric field can over-
come the high viscosity and high surface tension of the polymeric solu-
tion, (2) the use of an adequate temperature of the airflow can further
reduce the viscosity, as well as facilitate the formation of the solution
jet, (3) the blown air accelerates the solvent evaporation process,
guaranteeing the formation of the fibers when they reach the collector,
(4) the diameter of the fiber can be controlled through the temperature
of the airflow direction, and airflow rate, and (5) the production rate can
be increased, which facilitates large-scale membrane fabrication
[82,83].

Arnal-Pastor et al. (2013) proposed the crosslinking of HA by
divinylsulfone (DVS) in a single step using the blowing-assisted
electrospinning technique. The procedure consisted of combining the
aqueous HA solution with a DVS solution in a three-way valve to mix
them and make the resulting solution electroblowed immediately.
Moreover, the needle was tilted at 40° and the collector at 80°
concerning the horizontal plane. The authors obtained very thin mem-
branes with uniform fibers' diameters varying from 150 to 200 nm,
and stable in phosphate-buffered saline for more than 28 days. Despite
the numerous advantages presented by this method, it was observed
that the air blowing introduces instabilities in the electrodeposition pro-
cess and can cause defects in the fibers [84].

4.7. HA-based bilayer electrospun membranes

The use of bilayers systems for making electrospun membranes is
not only related to processability, but also to the gain of properties
and the objective of mimicking the layers of the skin. The main advan-
tage of having a two-layer structure lies in addressing two distinct func-
tions during wound healing: (1) mechanical retention of the structure
and (2) maintaining hydration in the wound bed to ensure adequate
cell encapsulation [53,85]. The most recent studies using HA in this
type of system, have added HA in the upper layer to promote greater
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mechanical stability, hydration of the wound bed, and improved
cytocompatibility [53,84-86].

These two-layer meshes have a very similar structure to ECM, as
they have a high area-to-volume ratio, are highly porous, allow oxygen
exchange, exudate absorption as well as cell infiltration, in addition to
being used as efficient carriers for agents antibacterial and therapeutics
that play an active role in the wound healing process [53].

Arnal-Pastor et al. (2013) studied two-layer membranes of HA and
poly(L-lactic acid) (PLLA), in order to obtain two-layer membranes sta-
bly joined with an adherent face and the opposite non-adherent face.
The addition of PLLA aims to overcome the disadvantages of reduced
thickness and high equilibrium water content of HA membranes,
which implies a lack of mechanical properties and limited management
capacity. The authors demonstrated through biological in vitro tests that
the nanofiber PLLA face is compatible with cells and promotes cell fixa-
tion and dissemination and, therefore, can be used as a cell supply vehi-
cle, while the HA face prevents cell adhesion, and therefore can prevent
post-surgical adhesions, for example [84].

Figueira et al. (2016) proposed a bilayer membrane in which the
upper layer was composed of HA/PCL, to provide mechanical support
and also to act as a physical barrier against external threats, and the
lower layer composed of Chitosan (CS)/Zein (ZN)/Salicylic Acid (SA),
to confer anti-inflammatory and antimicrobial activity. The presence
of PCL in the upper layer is due to the difficult processability of HA by
the electrospinning technique and the inadequate mechanical proper-
ties that affect its performance in vivo. The results showed that the
membranes did not exhibit any toxic effect on human fibroblasts,
since the cells were able to adhere, spread, and proliferate [53].

Chanda et al. (2018) proposed CS/PCL-HA bilayer membranes. To
minimize the use of synthetic biopolymers, the authors electrospun
the HA layer in the presence of water-soluble PEO, so that the PEO
could be removed substantially after washing the scaffold. In vitro stud-
ies with Vero cells [renal epithelial cell, extracted from African Green
Monkey (Chlorocebus sp.)] confirmed the increase in proliferation,
growth, and migration of Vero cells in the CS/PCL-HA matrix when com-
pared to monolayer membranes of PCL and CS/PCL [85].

Petrova et al. (2019) produced a bilayer non-woven material CS and
HA, by needle-free electrospinning to assess its compatibility with mes-
enchymal stem cells (MSCs) to determine its potential for use in tissue
regeneration. Biocompatibility tests showed greater cell adhesion for
CS/HA (397 + 39 cell/mm?) when compared to CS-only membranes
(281 + 18 cell/mm?). The cultivation of MSCs in CS and CS/HA matrices
and the induction resulting from chondrogenic differentiation led to an
increase in the expression of the SOX9, aggR, and collagen II (COL2A1)
genes. The indicate a different role for CS and CS/HA matrices, which
may be the creation of a microenvironment to support MSC potential
or to stimulate chondrogenesis [86]. Thus, HA is used in tissue engineer-
ing to create structures that can control chondrogenesis and provide a
favorable niche for stem cell chondrogenesis in vitro and in vivo [86,87].

4.8. Combination of two or more strategies

As previously presented, the most common is that two or more
strategies are associated, as in general better processability results are
achieved. Most of the works use the mixture of HA to other polymeric
matrices together with the use of organic solvents.

Wang et al. (2016) produced PCL/HA membranes by electrospinning.
In the study, the authors used chloroform to solubilize PCL and a mixture
of chloroform with formic acid to solubilize HA, beyond the addition of
span-80 as a surfactant. The solutions showed good processability, and
the membranes presented an average diameter of 184 4 6 nm and a
pore size of 0.16 + 0.02 um? [52].

Figueira et al. (2016) proposed a bilayer PCL-HA/CS-ZN system. For
the electrospinning of the HA-containing layer, the authors solubilized
PCL in 3,3,3 Trifluoroethanol, and HA in a mixture containing NaOH
and DMF. The produced membranes presented a network of highly
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porous nanofibers composed of randomly oriented fibers with an aver-
age diameter of 472 4 192 nm without defects [53].

Castro et al. (2020) electrospun HA/PVA membranes using water
with solvent and adding maleic anhydride as a photocrosslinking
agent. The membranes showed homogeneous diameter distribution
and stability in phosphate-buffered saline [66].

5. In vivo and in vitro studies using electrospun HA membranes in
healing processes

One of the main pillars of the application of biomaterials in the bio-
medical area is wound healing. The membranes produced by
electrospinning are used mainly as dressings for wounds and medica-
tion release. In this review, we will focus on HA electrospinnable dress-
ings. Before introducing the potential of these dressings, it is crucial to
understand the healing steps and the main properties of a good
dressing.

The healing process involves four major phases that act in an inter-
connected way: hemostasis, inflammation, proliferation, and remodel-
ing [4,6,62]. Hemostasis occurs immediately after the injury; at this
stage, the coagulation cascade is activated. Bleeding carries platelets,
red blood cells, and fibrin, sealing the wound's edges, still without me-
chanical value, but facilitating exchanges. The formed fibrin clot estab-
lishes a waterproofing barrier that protects against contamination
[4,6,62]. The inflammatory phase coincides with the hemostasis pro-
cess, and for many authors, the two processes occur in a single phase.

The inflammatory response begins with vasodilation and increased
vascular permeability, promoting chemotaxis (migration of neutrophils
to the wound). The first cellular elements to reach the wound site are
neutrophils and monocytes, which are attracted by chemotactic re-
leased by platelets, with the function of debriding wound surfaces,
phagocytizing antigenic particles, and foreign bodies. Gradually neutro-
phils are replaced by macrophages, which play an essential role in the
following stage; these cells are responsible for the secretion of growth
factors and cytokines, causing the migration of keratinocytes and fibro-
blasts to the wound site (fibroplasty). This contributes to the angiogen-
esis and synthesis of the extracellular matrix necessary to start the
proliferation stage and subsequent healing [4,6,62].

In the proliferation phase, fibroblasts proliferate under the action of
cytokines that generate a process called fibroplasia. At the same time,
there is a proliferation of endothelial cells, with the formation of rich
vascularization (angiogenesis) and dense infiltration of macrophages,
forming the granulation tissue, which consists of a capillary bed, fibro-
blasts, macrophages, a loose arrangement of collagen, fibronectin, and
hyaluronic acid. New blood vessels are formed from pre-existing vessels
during the angiogenesis process, which helps restore oxygen perfusion
[4,6,62].

Finally, in the remodeling phase, collagen is deposited in an orga-
nized manner. At this stage, type Il collagen is reabsorbed, and thicker
collagen (type I collagen) is produced and organized along the tension
lines. The tensile strength will never return to 100%, and the scar will
gradually change its tone from dark red to light pink [4,6,62].

As previously described, wound healing is a complex biological pro-
cess, composed of a series of sequential events that aim to repair injured
tissue. The components of the extracellular matrix play an important
role in regulating all stages of tissue repair and are not only associated
with providing a microenvironment to the wound but are also involved
in various signaling pathways that are activated in the wound bed dur-
ing the healing process [88].

Studies have already shown that HA fragments of different molecu-
lar sizes can have different, sometimes opposite, properties. For exam-
ple, it has been well documented that low molecular weight HA
exhibits anti-inflammatory and immunosuppressive properties,
whereas high molecular weight HA is a potent pro-inflammatory mole-
cule. High molecular weight HA may have a different biological function
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from low molecular weight HA, such as informing cells about stress con-
ditions [88,89].

Although the study of HA's applicability in wound healing is recur-
rent, we will focus on electrospinnable dressings based on this polymer.
The good results obtained by HA in the biomedical area, in general, are
because it is the main component of ECM, in addition to presenting ex-
cellent biological activity [90]. When discussing dressings for wound
healing, the scientific consensus is that HA has a healing effect and ma-
trix organization. In the case of dressings produced by electrospinning,
these devices would capture a greater amount of exudates due to
greater contact surface, and act as a support to facilitate the migration
and proliferation of cells in the wound, promoting tissue growth and
faster wound healing [1,90]. Table 5 shows the main functions of HA
in the wound healing process.

Shin et al. (2016) proposed HA/PLGA core/shell membranes loaded
with epigallocatechin-3-0-gallate (EGCG) to investigate the healing
process through in vivo studies in STZ-diabetic rats. As a result, the au-
thors reported that, after 14 days, the remaining area of the wound for
the control groups, PLGA, HA/PLGA, HA/PLGA-EGCG, and Rapiderm®
was 49.96%, 48.43%, 40.18%, 10.84%, and 24.87%, respectively. The values
suggest that the synergistic effects of HA and EGCG released from HA/
PLGA-EGCG matrices accelerated the wound healing process by
eliminating ROS, mitigating inflammation, stimulating the re-
epithelialization of inflammation, and promoting angiogenesis and re-
organization of the ECM [90].

Uppal et al. (2011) compared the application of different dressings
(adhesive bandage, sterilized solid HA, gauze with petroleum jelly, antibi-
otic dressing, and HA nanofiber dressing) for wound healing in pigs for
30 days. The results showed that the nanofibrous HA dressing showed
better results than the others, except for the antibiotic dressing, which
was not significantly different from HA nanofiber dressing. In conclusion,

Table 5
HA-based membranes and the main contributions to the wound healing process.
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the researchers reported that higher concentrations of HA help in the mi-
tosis of epithelial cells, which accelerates healing. Also, HA can control
phagocytosis by regulating macrophages' movement, acting positively
in the inflammatory and proliferative stage of the healing process [1].
Although large surface areas and high porosities are an advantage of
dressings produced by electrospinning, these characteristics, if not ade-
quately controlled, can also be a drawback since a large surface area and
the formation of small pores inherent to these structures allow these
devices to have high adsorption of non-specific proteins and poor cell
infiltration [36,91]. In order to solve these problems, Li et al. (2012) pro-
posed a nanofibrous framework of hyaluronan (HA), silk fibroin (SF),
and mixtures of poly(caprolactone) (PCL) via emulsion electrospinning
in one-step, which allowed an increase in the pore size between the
fibers and the formation of oriented pores within the structure. Biolog-
ically, HA extinguished non-specific proteins' adsorption, which re-
sulted in a thicker fibrosis tissue and less macrophage adhesion
in vivo, increased cell infiltration in vitro, and internal tissue growth
in vivo [36]. In vitro culture of skin fibroblasts showed that there was
not only a significant increase in cell proliferation and phyllopod protru-
sions but a decrease in the production of type I collagen. Finally, HA-
based scaffolds interacted with the CD44 cell surface receptor to activate
the TGF-31/MMPs signaling pathways that lead to cell migration [36].
To increase porosity and mimic the layers of the dermis and epider-
mis, Miguel et al. (2019) proposed asymmetric membranes by
electrospinning. The upper layer was produced with SF and PCL to re-
produce the dense nature and impermeability of the epidermis. The
lower layer was manufactured with SF and hyaluronic acid loaded
with a thymol herbal medicine (THY), simulating the dermis. Asymmet-
ric membranes showed mechanical properties, porosity, wettability,
and structural organization similar to native human skin; the in vitro
tests with human fibroblasts showed that the membrane promoted

Membrane Molecular weight of HA (Da) [HA]

Flow rate (mL/h)

Tension (KV) Contribution of HA in the healing process Ref.

HA(core)/PLGA(shell) 0.8-1.8 x 10° 0.6% (w/v)

HA - 1-4% (w/w)

PCL/SF/HA 2.5 x 10°

SF/HA Low molecular weight

PCL/HA 1.5-2.2 x 10°

0.1 (core) 15
0.3 (shell)

0.1-0.5

2% (W/v) 1.5

20% (W/v) 23

1% (w/v) 2.5

1) Promotes wound healing by [90]
accelerating re-epithelialization, wound
contraction, and angiogenesis;
2) Promotes reorganization of EMC;
3) Allows a continuous supply of oxygen
and nutrient supplements that aid in
healing.
1) Aids in cellular repair, keeps the skin [1]
moist, and
heals wounds faster;
2) Aids in mitosis of epithelial cells;
3) Aids in cell migration and cell
proliferation, which promote tissue
growth and angiogenesis;
4) Regulates phagocytosis by regulating
the movement of macrophages;
5) Absorbs wound exudate, improving
the healing process.
1) Important for maintaining matrix [36]
stability and tissue hydration;
2) Plays a major role in regulating cell
functions through interaction with cell
surface receptors CD44;
3) Reduces collagen deposition, acts in
the prevention of fibrosis and the
formation of scars in the healing process.
28 1) Stimulates the migration of [64]
inflammatory and fibroblast cells into the
wounds, through its interaction with cell
surface receptors CD44;
2) The low molecular weight of the HA
favors cell migration and adhesion.
25 1) Presents controlled biodegradability; [53]
2) Assist in healing by stimulating
fibroblasts to the wound site.

1-17.5

15-20
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Fig. 4. Host cell infiltration analysis based on hematoxylin and eosin staining in HA-based scaffolds. Adapted from Qian et al. [92], with permission from Elsevier.

cell adhesion, proliferation, and dissemination [64]. Asymmetric mem-
branes are a bet of researchers for making dressings with the purpose
to mimic skin layers so that the upper layer is dense and/or hydrophobic
microporous to prevent the penetration of bacteria, and the lower layer
is macroporous, allowing the exudate absorption, gas exchange and cell
migration/proliferation [19,64].

Figueira et al. (2016) produced bilayer membranes by electrospinning.
The upper layer was composed of HA and PCL, responsible for acting as a
physical barrier against external threats. The lower layer was composed of
chitosan and zein loaded with salicylic acid to confer anti-inflammatory
and antimicrobial activity. The physical-chemical properties of the mem-
branes were satisfactory, presenting an optimum porosity of 90.40 +
4.25%, which corroborated with the biological tests that showed the
human fibroblast ability to adhere, spread and proliferate on the material
[53].

Qian et al. (2015) demonstrated that the increase in the proportion
of HA improves cell infiltration in vitro and in vivo; Fig. 4 shows part of
the results obtained by the authors when implanting different mem-
branes subcutaneously in vivo. This study was important in demonstrat-
ing that the addition of HA overcomes the limitations of infiltration and
cell growth, coming from inherently small pores of electrically spun
scaffolds. The addition of HA can promote cell infiltration without the
need to change the organization or microstructure of the scaffolds [92].

Hussein et al. (2020) have studied PVA/HA/L-arginine membranes
for application in the wound healing process. The authors observed
that the presence of HA in the formulation stimulates the closure of
wounds, which can be seen in Fig. 5 through the wound scratch assay
conducted in HFB-4 cells. They concluded that this effect is due to the
stimulus of HA for migration and differentiation of epithelial cells [93].

6. HA-based electrospun wound dressing acting as drug delivery
system

The benefits of HA nanofibers used for dressings have already been
described in the previous sections. In this section, we will highlight how
HA matrices can be used as medicine carriers to act in the wound healing
process. The fact that HA has high solubility in aqueous media makes this
polymer unusual material for transporting medicines. Electrospun HA
membranes release the incorporated substance immediately upon con-
tact with moisture, due to the influence of dissolution and swelling [13].

Eskandarinia et al. (2020) produced PU/HA dressings loaded with
ethanol extract of propolis (EEP). The authors evaluated three concen-
trations of EEP (0.5, 1.0 and 2.0%w/w). The in vitro release studies
showed that after the initial burst effect, the propolis release profile
showed a sustainable and prolonged form for 48 h in all concentrations.
The sample containing 2.0% (w/w) of EEP showed better antibacterial
results against the bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
which was compatible with the controlled release assays, since this
sample also showed higher levels of release over time. PU/HA samples

without EEP did not show antibacterial effects, this effect was attributed
to EEP due to the presence of phenolic compounds, flavonoids and aro-
matic acids that are well-known antibacterial agents and are active dur-
ing the healing process. In cell viability tests, the PU/HA sample
exhibited greater cell viability compared to the PU sample, which was
attributed to the incorporation of HA in its structure. Among the sam-
ples that contained EEP, the sample with 1.0% (w/w) of EEP stood out,
as it presented adequate cell fixation and proliferation on the surface
of the polymer matrix, in contrast, the sample containing 2.0% (w/w)
of EEP showed less cell viability, which was attributed to the release of
undesirable constituents of propolis [94].

In the studies by Shin et al. (2016), HA/PGA (core/shell) nanofibers
were loaded with epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG) for the treat-
ment of diabetic wounds. EGCG was studied in two concentrations (2
and 4% w/w), in this system the drug was incorporated into the nanofi-
ber shell. The authors studied the controlled release of EGCG and of the
HA that was at the core of the nanofibers. The matrices containing 4%
(w/w) of EGCG were more suitable for the treatment of diabetic wounds
because the released concentrations reached the minimum concentra-
tions so that there is the pharmacological activity of the active principle.
HA had a release profile similar to that of EGCG. The authors concluded
that EGCG loading does not adversely affect the mechanical properties
of the matrices and attributed the positive results of in vivo biological
studies to the synergistic effects between EGCG and HA [90].

Lai et al. (2014) proposed collagen (Col) and hyaluronic acid (HA)
inter-stacked nanofibrous loaded with multiple angiogenic growth fac-
tors (vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived
growth factor (PDGF), growth factor of basic fibroblast (bFGF) and en-
dothelial growth factor (EGF)), able to mimic the skin layers. The
growth factors were either directly incorporated into the nanofibers or
encapsulated in gelatin nanoparticles (GNs) and the choice of each
one was due to the synergistic effects in the angiogenesis process. In ad-
dition, the materials chosen to compose the polymeric matrix were ca-
pable of supporting the formation and development of vascularization
and restoration of the functional properties of the injured tissue. Colla-
gen stimulates targeted cell migration and inhibits wound contraction
in vivo and HA reduces scarring. The release profile was different for
the different growth factors. VEGF and PDGF-BB absorbed by GNs
showed a slow and gradual release, as the nanoparticles were degraded.
On the other hand, the patterns of bFGF and EGF release, which were di-
rectly dispersed within the nanofibers, reflected the initial rapid release
due to the different fiber degradation rate (Fig. 6) [95].

Séon-Lutz et al. (2019) evaluated the encapsulation of Naproxen
(NAP) in PVA/HA/HPRCD electrospun membranes. Here, the authors im-
pregnated the drug by two methods: (1) immersion of electrospun mem-
branes in aqueous NAP solution and, (2) impregnation of NAP in
electrospun membranes using supercritical fluid (scCO,). ScCO,-
impregnated membranes had a total release 2.5 times greater than
immersion-impregnated membranes. On the other hand, the membranes
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Control PVHA

~

After zero hour

After 24 hour

After 48 hour

Fig. 5. Wound scratch assay of PVA/HA nanofibers scaffolds using NFs concentrations 1.5 (mg/mL) after 0, 24, and 48 h of incubation time. Adapted from Hussein et al. [93], with permission
from Elsevier.

impregnated by immersion had less burst effect than the membranes im- 7. New perspectives
pregnated by scCO,, which caused 95% of the release of NAP was achieved
only after 24 h in the case of impregnation with scCO, and after 48 h in the Electrospinning gained notoriety for the production of materials ap-

case of impregnation in aqueous solution. The degradation tests showed plied to the biomedical area due to its versatility and simplicity. Wound
that the release occurred by diffusion of the swollen fibers in solution dressings are the main representative of this category of biomaterials.
and not by the degradation of the membrane [48]. The technique allows the formation of ultrafine membranes with the

262



K.C. Castro, M.G.N. Campos and L.H.I. Mei

A

HA solution

High voltage

power supply
Voltage: +10 kV

@ bHFGF mix with HA

VEGF loaded in
gelatin nanoparticles

International Journal of Biological Macromolecules 173 (2021) 251-266

High voltage
power supply
Voltage: +12 kV

Collagen solution

/ Collector x

Speed: 100 rpm

@ EGF mix with collagen

PDGF loadedin
gelatin nanoparticle

B 10

100

90
e
é 30
o
w02
< 70
O
e
g 60 -
=
2 5 V F
< / =
E |
£ 40 g 1
8 1 T/
8 1¥
< 0 | ! T/I (== bFGF in HANFs

:/I =#= EGF in Collagen NFs
10 _i VEGF in gelatin NPs within HANFs
| =™ PDGF-BB in gelatin NPs within collagen
0 - : - K , , :
0 5 10 15 20 25 30 35

Incubation time (days)

Fig. 6. Illustration of the encapsulation of different growth factors in collagen and HA nanofibers (left) and, release profile of encapsulated different kinds of growth factors: bFGF (A
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nanofibers, EGF (4) in Col nanofibers, VEGF (@) in GNs and then embedded within HA nanofibers, PDGF-BB (M) in GNs and then embedded within Col nanofibers (right). Adapted from Lai

et al. [95], with permission from Elsevier.

ECM-like morphology of the skin. They have a high surface area/volume
ratio, a porous structure that improves homeostasis and gas permeabil-
ity, exudate absorption, adhesion, migration, and cell proliferation.

In line with these characteristics of the technique, researchers have
found in hyaluronic acid the potential to combine its properties ex-
plored since its discovery with electrospinning peculiarities. HA has sev-
eral essential characteristics for medical applications. However, its
emphasis on dressings production is mainly due to its natural presence
ECM and its involvement in the stages of inflammation and proliferation
in the wound healing process.

Working with HA at the nanoscale is still a present challenge, espe-
cially in nanofibers' manufacture, as their rheological properties, such as
high viscosity even at low concentrations, are unfavorable to the
process. Although there are many strategies for nanofibers' production,
electrospinning is the simplest and most cost-effective method.
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However, it is necessary to have good strategies to achieve a homoge-
neous HA nanofiber mesh with an acceptable yield.

Blow-assisted electrospinning is still the best option for HA
electrospinning, as it manages to break the barriers of high viscosity
and high surface tension and allows to produce HA in the most varied
ways, whether with or without modification of the surface, with or
without the use of organic solvents and additives. On the other hand,
the conventional method requires great caution and knowledge of the
peculiarities of the electrospinning system.

The big bet to achieve a stable process for electrospinning of HA is
coaxial and/or emulsion electrospinning. It allows the incorporation of
bioactive substances that enhance their applicability in an effective
and controllable way. The great challenge of electrospinning is still
large-scale production due to its low production rates. On the other
hand, portable electrospinning equipment already exists, which allows
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the production of personalized dressings according to the type of
wound. Brako et al. (2018) proposed a low-cost portable
electrospinning device built with accessible components available on
the market [96].

Another perspective that has been gaining ground in recent research
is combining 3D printing and electrospinning techniques. They allow 3D
constructions that reproduce in more detail the structure and properties
of native skin ECM, increasing cell proliferation. Such properties were
well presented in the research carried out by De Mori et al. (2018)
that reported composite hydrogels' fabrication by 3D printing and
electrospinning for tissue engineering [97].

8. Conclusion

Electrospinning is an emerging technique that allows the production
of high-performance dressings and makes it possible to obtain structures
capable of imitating ECM's native structure, which favors the healing pro-
cess. HA is a glycosaminoglycan easily found in connective, neural, and
epithelial tissues and the main component of ECM, which allows
materials derived from this biopolymer to be bioresorbable, inhibit the
formation of scars and promote angiogenesis. The electrospinning of HA
is still a challenge due to the rheological properties of its solution. There-
fore, several strategies have been adopted over the years to enable the
process of producing electrospinnable HA dressings that so far are prom-
ising and have been evidenced by in vitro and in vivo studies. The modifi-
cation of the electrospinning process is already a reality, and the use of
core-shell systems is currently preferred because in addition to allowing
electrospinning of the HA, it also allows the functionalization of surfaces
and the transport of bioactive products effectively.
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Electrospinning is a versatile and low-cost technique widely used in the manufacture of nanofibrous
polymeric membranes applied in different areas, especially in bioengineering. Hyaluronic acid (HA) is
a biocompatible natural polymer, but it has rheological characteristics that make the electrospinning
process difficult. Thus, its association with another polymer such as poly(vinyl alcohol) (PVA) is an
alternative, as PVA has good rheological properties for electrospinning. Based on this, the aim of this
work was to produce, by the conventional electrospinning method, cross-linked HA/PVA membranes
free from organic solvent with a low degradation rate in PBS 7.4 solution after the photocrosslinking
process and without using any organic solvent. The results showed that the electrospinning occurred

effectively for all conditions tested, but the best result for complete cross-linking only occurred with 15
Received 4th June 2020

Accepted 3rd August 2020 and 30% crosslinker, which was evidenced by infrared spectroscopy. The addition of crosslinker favored

the stability of the electrospinning jet, especially for 30% crosslinker concentration. The membranes did

DOI: 10.1039/d0ra04950f not show cytotoxicity even after the cross-linking process, which indicates that the material has potential

rsc.li/rsc-advances as a drug delivery device.

1. Introduction

Recently, electrospinning has attracted great attention as it is an
effective technique to produce nanofibrous membranes for
a large variety of applications, especially in the pharmaceutical
and medical fields,' including wound dressings,” drug delivery
systems,® and tissue engineering scaffolds.*

The study of the physical parameters that involve the elec-
trospinning process, such as jet formation, as a function of
electrostatic field strength; fluid viscosity; solvent composition,
and molecular weight of polymers in solution, is of great
importance as they directly impact the characteristics of the
formed nanofibers.>® In addition to physical properties, poly-
mers suitable for electrospinning should also present the
desired characteristics for the final application. Specifically, for
wound dressings that are utilized predominantly to improve the
cicatrization environment in its various stages; the wound
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surface must be covered by dressing materials to enhance and
speed up the healing process.>”

Hyaluronic acid (HA) is a natural polysaccharide, commonly
found in connective tissues in the body such as vitreous,
umbilical cord, joint fluid, presenting very high viscosity and
high surface tension in solution, even at very low concentra-
tions.>® It consists of repeating disaccharide units of p-glucur-
onic acid and N-acetyl-p-glucosamine. Due to its unique
rheological properties, biodegradability, and biocompatibility,
HA has been the subject of study for many biomedical appli-
cations including drug administration, dermatological appli-
cations, wound dressings, and cell growth scaffolds.’™**

Poly(vinyl alcohol) (PVA) is a synthetic polymer and has
received great attention from several areas due to its low cost,
high hydrophilicity, and excellent chemical resistance. PVA has
been widely used for several biological applications due to its
advantages such as non-toxic, non-carcinogenic, biodegradable,
and bio-adhesive characteristics, as well as easy processing. As
a result of the aforementioned features, PVA can simulate
natural tissues and thus be accepted in body implants.**?

The production of nanofibers with HA in its native form by
the conventional method of electrospinning is not viable due to
the rheological properties of the HA solution. Pure HA nano-
fibers were reported by Um et al. (2004) and by Wang et al.
(2005) by a blowing-assisted electrospinning process and the
maximum reported HA concentration was 2.7%, even after
adapting the process.'*** In this work, we were able to
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electrospinning high molecular weight HA at 2% by conven-
tional electrospinning pathways when associated with PVA,
which improves the rheological behavior of HA. In addition,
PVA also improved the mechanical properties of HA
membranes without altering their good compatibility for bio-
logical uses.

Electrospinning of the HA/PVA blend has already been re-
ported with the use of surfactants or solvent mixtures.'**
However, to our knowledge, this is the first study where no
organic solvent or surfactant was used to prepare HA and PVA
polymeric electrospinnable solutions (only water was used as
a solvent), which reduces the toxicity of the final material.

The use of hydrophilic polymers is extremely advisable for
making biomedical devices due to their solubility in water as
well as the low-toxicity of the system. On the other hand,
a highly soluble system will leach very quickly, making it
impossible to use effectively when there is a need for contact
with body fluids. Therefore the cross-linking process can be an
interesting alternative to improve the device's stability and
mechanical properties at physiological conditions. As our ulti-
mate goal is to apply the herein prepared membranes as drug
carriers for sustained release, we performed a photo-
crosslinking step using maleic anhydride as a cross-linking
agent.

Given this context, this study demonstrated that it is possible
to obtain HA/PVA membranes by the conventional electro-
spinning technique, using high concentration of high molec-
ular weight HA, and only water as solvent. The electrospinning
process was stable and enabled obtaining dressings with
desirable properties for applications in the biomedical field as
drug carriers. This result has not been consolidated in the
Literature yet.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Photoinitiator 2-hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone
(Irgacure 2959, 98%, M,, = 224 25 g mol ' Sigma Aldrich), polyvinyl
alcohol (PVA, M,, = 130 kg mol ", 86.5-89.5 mol% hydrolysis, Vetec),
hyaluronic acid sodium salt (HA, cosmetic grade, Symbios, M,, > 1.6
MDa, pglucuronic acid =45%, bacterial), maleic anhydride (MA, M,,
~ 98 g mol ', 98%, Dinimica), saline phosphate buffer solution
(PBS, pH 7.4 =+ 0.2, Dinamica), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)}-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (Thermo Fisher Scientific Inc., Ore-
gon, USA), calcein AM (component A) (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Oregon, USA), ethidium homodimer-1 (component B) (Thermo Fisher
Scientific Inc., Oregon, USA), were used without further purification.

2.2. Solution preparation

PVA (6% w/v) was dissolved in distilled water and stirred on
a hot plate shaker at 80 °C for 2 h. HA solution (2% w/v) was
prepared in NaCl aqueous solution (1% w/v), and at room
temperature. PVA and HA were mixed in the proportion of
75PVA : 25HA, under vigorous agitation and at room tempera-
ture. Both MA (5%, 15%, 30% by weight of PVA and HA) and
Irgacure 2959 (5% by weight of PVA and HA) were added to the
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final solution and mixed under vigorous stirring overnight and
at room temperature before the electrospinning process. The
proportion of 75PVA/25HA was chosen after preliminary studies
once it showed greater stability and yield in the electrospinning
process.

2.3. Characterization of solutions

The electrical conductivity of the solutions was determined by
an Analion K0392 conductivity meter at 25 °C. Viscosity was
measured in a Haake RheoStress 1 rheometer at 25 °C at a speed
of 2 rpm to 5 rpm (keeping the torque at 50%). A measurement
sensor system having a cylindrical rotor and pot with diameters
of 3.6 mm and 4.8 mm respectively was utilized for PVA/HA
membranes without crosslinker (spindle SC4-2) and pot with
diameters of 3.2 mm and 9.4 mm respectively was utilized for
PVA/HA membranes with a crosslinker (spindle SC4-34).
Surface tension was measured by the ring method in a Ké
Kruss Tensiometer.

2.4. Electrospinning step

The prepared electrospinning solutions were loaded in a 10 mL
glass syringe with a metal needle (0.80 mm diameter inner). The
distance between the needle tip and the aluminum-foil wrapped
plane collector (10 x 30 cm) was adjusted to 15 cm (solution
with and without a cross-linking agent). A high voltage current
of 25 kV (DC) was applied between the needle and the collector
to initiate the charged polymer solution jet, which was rate-
controlled by the syringe pump. This value was fixed for all
solutions, but with the addition of the cross-linking agent, it
was possible to have a stable process and without changes in
morphology with a voltage of 20 kv. The feed rate was fixed at
0.3 mL h™ ' and 1 mL h™" for solutions without a cross-linking
agent and with a cross-linking agent, respectively. All experi-
ments were performed at room temperature and relative
humidity of 20 to 30%. The prepared nanofibers were carefully
collected and stored at room temperature until the final cross-
linking step.

2.5. Photocrosslinking reaction

In order to activate the photocrosslinking reaction in the fibers,
all membranes were placed in a UV light reactor (BLACK LIGHT
8W F8T5BL - 300 mm at 365 nm — PHILIPS) for 40 min and then
stored in a desiccator at room temperature for further analysis.

2.6. Characterization of electrospun hyaluronic acid/
poly(vinyl alcohol) membranes

2.6.1. Scanning electron microscopy (SEM). The surface
morphology of electrospun HA/PVA membranes was investi-
gated by SEM (model Leo 440i - LEO Electron Microscopy/
Oxford). The membranes were coated with 200 A of gold
(Sputter Coater EMITECH, model K450). To determine the
diameter distribution, the ImageJ® software was used. The
statistical analyzes were made in two SEM photomicrographs
for each case.
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2.6.2. Swelling behavior. The dried electrospun
membranes were initially weighed and immersed into PBS 7.4
for 72 hours at room temperature to attain an equilibrium
swelling state. Before measuring the weight of the swollen
samples, the excess amounts of waters onto the surface were
carefully removed by blotting with filter paper. The swelling
ratio was calculated as follows:

% swelling = m};iwo x 100

o
where w and w,, are the weights of swollen and dried samples,
respectively.

2.6.3. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).
Infrared spectra were collected on a spectrometer (Thermo
Scientific - Nicolet 6700 - Madison/USA) and recorded from 500
to 4000 cm™'. The occurrence of the esterification reaction
(cross-linking) and inter- and intramolecular interactions
between the polymers were characterized by the presence of
characteristics functional groups of HA and PVA in the
membranes.

2.6.4. Cell viability assay. The culture was grown according
to the methodology described by Zhao.'® Once in confluence,
immortalized human keratinocytes (HaCaT) were transferred to
24-well cell culture plates, at a concentration of 5 x 10* cells
per mL and incubated at 37 °C in 5% CO, for 24 h. After the
incubation period, the HA/PVA membranes, with different
concentrations of cross-linking agent, were suspended inside
the wells and remained in the culture medium in contact with
the cells for 24 h. Briefly, the wells were washed with PBS (pH
7.4), and then 500 pL of DMEM with 0.5 mg mL™" of MTT
sodium salt was added. The plates were incubated for 3 h in
MTT reduction. The medium was removed, the cells were
washed with PBS again and 200 pL of absolute ethanol was
added to each well to dissolve the formazan crystals. Optical
density was measured using a microplate reader wavelength of
570 nm.

2.6.5. Live/dead assay. Live and dead cells were stained
with calcein-AM (2 pM) and ethidium homodimer-1 (4 pM),
respectively. Briefly, cells seeded on membranes (5 x 10* cells
per membrane) and cultured for 24 hours were washed with PBS
(pH 7.4) and incubated in live/dead solution for 30 minutes in
an incubator at room temperature, protected from light. Excess
dye was washed off using PBS and the cells were observed under
inverted fluorescent microscope Zeiss Axiovert 40 CFL coupled
to an AxioCam MEC camera (Carl Zeiss, Germany).

3. Results and discussion

Before defining the PVA/HA best ratio for the electrospinning
process, a preliminary study was performed. Three proportions
of PVA/HA were studied: 25/75, 50/50, and 75/25. In all
proportions, the electrospinning process occurred and nano-
fibers were formed, but higher proportions of hyaluronic acid
left the solution highly viscous, which caused instability in the
electrospinning jet and gave rise to beaded nanofibers (Fig. 1).
So, the condition chosen for this study was the one that
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presented the formation of uniform nanofibers and stability in
the electrospinning process (75/25).

Table 1 shows the rheological parameters of the cross-link-
ing solutions with maleic anhydride (MA). These parameters
play an important role in the properties of the formed nano-
fibers. Therefore, we carefully discussed their effects on the
morphology of the nanofibrous membranes obtained in this
work.

The addition of MA to the polymeric solution improved the
electrospinning parameters, decreased the applied voltage,
which was initially 25 kV and went to 20 kV, and the solution
ejection flow, which went from 0.3 mL h™" to 1 mL h™?, since it
reduces the solutions’ viscosity and surface tension, facilitating
its flow by the formation of a more homogeneous and defect-
free system. MA addition also increased the solution electrical
conductivity, causing it to have sufficient surface loads for
Taylor cone generation, and consequently the formation of
a stable jet. However, it was observed that above 30% of cross-
linker the solution was no longer electrospinnable, resulting in
a phenomenon similar to electrospray, i.e., the deposition of
small droplets in the collector.

SEM photomicrographs showed that increasing MA
concentration decreased nanofiber diameter (Table 2) and
made diameter distribution more homogeneous (Fig. 2).
Although the average diameters are not statistically different, it
is possible to observe a tendency of fiber diameter reduction for
high crosslinker concentration (Table 2). In addition, it was
possible to observe a greater interconnection of nanofibers with
the increase of crosslinker concentration, suggesting that the
membrane's porosity also decreased. However, additional
studies on pores size distribution are under investigation.

Séon-Lutz et al. (2019) found similar fiber diameters (348 +
51 nm) in their study with the addition of EDC and NHS as PVA-
HA-HPBCD membrane's crosslinker, however with a modified
electrospinning system.” In another work developed by Abdel-
Mohsen et al. (2019) the fiber diameters were relatively
smaller for the PVA/hyaluronan-AgNPs (225 nm) system. In this
case, two points must be taken into consideration; first, the
electrospinning system was modified and the voltage used was
58 kV; second, hyaluronan served only as reducing and stabi-
lizing agent for the formation of silver nanoparticles, which
made its concentration low in the composition."”

In our work, the membranes were submerged in a PBS 7.4
solution to verify their integrity (Fig. 3a), and as observed the
0 and 5% MA membranes dissolved instantly, while the 15 and
30% remained undissolved after 72 hours (Fig. 3b). Fig. 3c
shows the swelling behavior of 15 and 30% MA membranes.
Interestingly, in the first 12 hours, 15% MA membrane
increased 5 times its initial weight (S% = 501), while 30% MA
swelled 296%. However, after 24 hours, 30% MA membrane
reached around 550% swelling percentage and maintained it
until 72 hours. On the other hand, 15% MA started showing
a decrease in the swelling rate, and swelled 381% at 72 hours,
suggesting weight loss. Therefore, the degree of cross-linking
plays an important role in the membranes water uptake
kinetics and stability.
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Fig. 1 SEM images of PVA/HA membranes with different proportions (A) 75PVA/25HA, (B) 50PVA/50HA (C) 25PVA/75HA.

This is an important result for the application of membranes
to prolonged healing wounds. As observed in the SEM micro-
graphs of Fig. 4, the fibers maintained their integrity; however,
there were some points of coalescence and fibers swelling,
especially after 72 hours. Séon-Lutz et al. (2019) found similar
results after 48 h, but in their work, the cross-linking was acti-
vated by temperature in the presence of EDC and NHS.?

FTIR analysis (Fig. 5) was important to confirm the cross-
linking reaction between PVA and HA chains and the effects of
crosslinker concentration, by following the functional groups
and the bonds present in the sample.

The spectrum revealed the main bands related to PVA and HA,
as expected, since they are the major components of the
membranes. The broadband around 3200-3400 cm ' may be
related to the lengthening of the -OH bond and also to the
lengthening of the -NH, as the cross-linking process increases with
the addition of higher concentrations of MA, the intensity of this
band decreases.>*® The weak band close to 2900 cm ™" attributed to

Table1l Rheological parameters of the polymeric solutions of PVA/HA
with cross-linking agent

Superficial tension  Electric conductivity =~ Viscosity
Samples (mNm ) (mS ecm™1) (cP)
0% MA 45.3 £ 0.6 48+0.3 4263 + 18
5% MA 41.8 £ 0.8 6.0 = 0.1 212 £1
15% MA 39.3 £ 0.6 10.8 £0.2 167 £2
30% MA 32.3 £0.6 15.3 £ 0.2 124.5 £ 0.3

31274 | RSC Adv, 2020, 10, 31271-31279

the stretching of the -CH vibration, also changes during the cross-
linking process. Characteristic bands between 1600 and 1700 cm ™
are related to bond stretching of amide carbonyl (-C=0) and
carboxylic acid (-C=0) groups of the HA.*** Some characteristic
bands near 1434 and 1089 cm™ " for HA are due to amide-type -N-H
bending and -C-O-C- bending vibrations, respectively> and the
peak near 1420 cm " correspond to the stretching of carboxyl
bonds.*** All spectra show PVA characteristic peaks near
2945 cm™*, 1734 cm™ ', and 1250 cm ™ *, relative to alkyl, acetyl, and
—-C-O groups, respectively.”>* The cross-linking was evidenced by
the peak at 1700 cm ™', which is a clear indication of the existence of
the -CO-O- (Fig. 5 - Region I) stretching, most evident in both PVA/
HA samples with MA concentrations of 15 and 30%.'**>?® Another
proof of cross-linking was the change in intensity at the peak of
1091 ecm ™', which is also relative to the cross-linking between ~OH
of the PVA structure and -C=0 from MA molecule, giving rise to
the -C-O-C- band (Fig. 5 - Region II).***” Another interesting
observation was the disappearance of the peak at 1640 cm ™, related
to the -C=C- bond in MA molecule, suggesting that it was also
involved in the photocrosslinking reaction.”®

Table 2 Average diameter of nanofibers before and after addition of
different MA concentrations

0% MA 5% MA 15% MA  30% MA

308 £74 247 £101 226 £83 217 £ 65
162 110 108 100
595 576 499 448

Diameter (nm)
Minimum diameter (nm)
Maximum diameter (nm)

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Fig.2 SEM images of PVA/HA membranes with different MA concentrations (A) 0%, (B) 5% (C) 15% and (D) 30%. The relative humidity during the
process varied between 20 and 30% for all cases.

These two types of reactions are the possible cross-linking 5 mL of PVA solution (6% w/v) were mixed by magnetic stir-
routes that can occur in the studied systems (Fig. 6). To better ring with MA (30% relative to the mass of PVA) for 1 hour and
understand these processes, the PVA/MA, HA/MA, and PVA/HA poured into a Petri dish. Membrane HA/MA: 5 mL of HA solu-
casting membranes were made separately. The casting tion (2% w/v) were mixed by magnetic stirring with MA (30%
membranes were prepared using the same concentrations used relative to the mass of HA) for 1 hour and poured into a Petri
in the solutions that were electrospun. Membrane PVA/MA: dish. Membrane PVA/HA: PVA (6% w/v) and HA (2% w/v) were
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(1) 15% MA and (IV) 30% MA. (C) Swelling behavior of 15% MA and 30% MA membranes at 12, 24, 48 and 72 hours.

mixed by magnetic stirring at a ratio of 75 : 25 for 1 hour and
poured into a Petri dish. For all formulations, the process was
performed under ambient conditions, without the addition of
heat or UV light. It was verified that at room temperature the
esterification reaction does not occur because the membranes
were dissolved in PBS in less than 30 minutes. The same assay
was performed with UV radiation and 5% of Irgacure 2959 was
added concerning the mass of the polymer in solution. The
solutions were then poured into the Petri dish and subjected to
UV light for 40 minutes. As a result, the esterification reaction
was efficient only for PVA.

Other aspects that may have contributed to the cross-linking
stage were presented by Yang et al. (2008), in their studies, they
showed that PVA and MA were efficiently cross-linked during
the electrospinning process, without the need of heat treatment
or UV radiation. PVA and MA reacted to form mono-esters or
bis-esters during electrospinning, where the high electric field
can stimulate the chemical activity of the molecules and cause
the rapid evaporation of water, which can accelerate the ester-
ification reaction and, as a consequence, increase the equilib-
rium constant.” It is noteworthy that the esterification reaction
between (ii) PVA and MA is more likely to occur than the
esterification reaction between (i) HA and MA or (iii) PVA and

Fig.4 SEM images of PVA/HA membranes: after 48 hours of immersion (A) 15% MA, (B) 30% MA. After 72 hours of immersion (C) 15% MA and (D)

30% MA.

31276 | RSC Adv, 2020, 10, 31271-31279
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Fig. 5 FTIR spectra of the nanofibrous membranes and the respective
formulation components.

HA since the reaction conditions are less favorable to (i) and (iii)
than for (ii) (Fig. 6).

The hyaluronic acid cross-linking reaction usually occurs
only after HA modification or if the conditions of the medium
are favorable, such as the addition of an acidic catalyst together
with an activating agent, or in the presence of acid anhydrides
in basic medium,*>* which is not the case of the system studied
in this paper.
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Fig. 7 Evaluation of cell viability of HaCaT cells after being cultured
with the electrospun membranes for a period of 24 h.

Although the cross-linking reaction by Fig. 6(ii) occurs in the
presence of the electric field, photocrosslinking was carried out
to ensure a more effective cross-linking, since we have PVA and
HA functional groups competing for the possible active reaction
sites.

The HA/PVA membranes did not show direct cytotoxicity
against HaCaT cells (Fig. 7). Indeed, they stimulated cell growth
in comparison to the negative control of cytotoxicity (no treat-
ment). Comparing the prepared membranes, the one without
the cross-linking agent (MA 0%) showed the best cell viability
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Fig. 6 Schematic representation of possible esterification reactions between (i) HA and MA, (ii) PVA and MA, (i) PVA and HA.
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result (290%), while membranes with MA concentrations of 15
and 30% showed similar cell viability (~225%). The membrane
with 5% crosslinker showed less cell viability (120%), which was
already expected since the cross-linking reaction was incom-
plete in this formulation (Fig. 3), as already discussed in the
solubility test and FTIR analysis. It is known that unbound
chemicals, such as crosslinker agents can be toxic to cells or
prevent cell growth.

Live/dead assay was performed to analyze the cell survival at
the surface of the membranes, by simultaneously staining live
(green-labeled) and dead (red-labeled) cells. The images (Fig. 8)
show that cells remain viable when in contact with membranes.
Using the Fiji supplement from Image]J® software, it was
possible to calculate the percentage of live and dead cells from

Paper

Table 3 Percentage of live cells using image processing software Fiji
(ImageJ® extension)

0% MA 5% MA 15% MA 30% MA
Live cells (%) 99.5 97.1 92.4 83.9
Dead cells (%) 0.5 2.9 7.6 16.1

each sample (Table 3). These results corroborate the data ob-
tained in the MTT assay, thus confirming the biocompatibility
of these membranes. As the degree of cross-linking increases,
the number of viable cells decreases, this may be related to the
fact that the cross-linked membrane decreases water retention
and HA, which is the protein present in the skin's ECM and with

Fig. 8 Fluorescence microscopy images from a live/dead assay of HaCaT cultured on the surface of the produced HA/PVA membranes with
different MA concentrations after 24 hours. (A) 0%, (B) 5% (C) 15%, (D) 30% and (E) control. Green channel: viable cells; red channel: dead cells.
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excellent biological properties, not be free to stimulate migra-
tion and cell adhesion.™

The fact that the membranes have been successfully cross-
linked and have demonstrated no cytotoxicity against human
keratinocytes is an excellent indication for this material to be
used as a potential carrier for sustained drug release.

4. Conclusion

The electrospinning of PVA/HA membranes was successful and
the addition of a cross-linking agent caused an effective
improvement in the rheological properties of the solution and
improved the process conditions. This was extremely important
especially in increasing the ejection rate of the polymer solution
from 0.3 mL L " to 1.0 mL h ™", which is related to energy-saving
and membrane production time. It was possible to obtain
homogeneous nanofibers without the presence of beads, using
only water as a solvent. Complete cross-linking reaction
occurred with the addition of 15 and 30% crosslinker, meaning
that the range of crosslinker concentration between 15 and 30%
is interesting to investigate, focusing the application on
controlled release modulated devices with different duration
times before degrading. In addition, the membranes showed
high cell viability, indicating that their use in vivo may be
promising.
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ANEXO B — CERTIFICADO DE ANALISE DO ACIDO HIALURONICO

ESPECIFICACAO TECNICA

Symbios

Produto: ACIDO HIALURONICO ALTO PESO MOLECULAR
INCI: Sodium Hyaluronate

CAS: 9004-61-9.

Shelf-life 2 anos

Teste Especificagdo

Aparéncia P& branco ou granulos

% Hialuronato de Sodio

% acido glucurdnico

pH (solucédo aquosa 1%)

% Transparéncia

Perda ao secar

Peso molecular

Viscosidade intrinseca (dL/g)
Viscosidade cinematica

% Proteinas

Metais pesados

Contagem de bactérias

2930

2450

60-75

2990

10,0

Valor mensurado
Valor mensurado
Valor mensurado
<0,1

<20 ppm

<100 cfu/g

171



172

CARACTERISTICA CRITICA

ORDEM CARACTERISTICA FORMA / INSTRUMENTO DE MEDIGAO VALOR ESPEC MIN/MAX VALOR
ENCONTRADO

000001 [APARENCIA RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  [PO OU GRANULOS BRANCOS [PO BRANCO
ORIGINAL -

000002 |% HIALURONATO DE SODIO RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO >=93 - 97,1
ORIGINAL

000003 [% ACIDO GLUCORONICO RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO >=45 - 46,9
ORIGINAL

000004 [PH (SOLUGCAQ AQUOSA 1%) RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  [6,000 - 7,500 6,6
ORIGINAL

000005 [TRANSPARENCIA (%) RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO >=99 - 99,8
ORIGINAL

000006 |PERDA AO SECAR (%) RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO -<=10 6,7
ORIGINAL

000007 |PESO MOLECULAR RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  |VALOR AFERIDO - 1,6*10%6
ORIGINAL

000008 |VISCOSIDADADE INTRINSECA (DL/G]RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  |VALOR AFERIDO - 24,9
ORIGINAL

000009 [VISCOSIDADE CINEMATICA (MM2/S) [RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  |[VALOR AFERIDO - 56,7
ORIGINAL

000010 [% PROTEINA RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO -<=0,1 0,03
ORIGINAL

000011 |METAIS PESADOS (PPM) RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO -<=20 <10
ORIGINAL

000012 [CONTAGEM DE BACTERIAS (CFU/G) [RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO -<=100 <10
ORIGINAL

000013 |FUNGOS E LEVEDURAS (CFUIG) RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO -<=10 <10
ORIGINAL

000014 |PSEUDOMONAS AERUGINOSA RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  |[NEGATIVO - NEGATIVO
ORIGINAL

000015 |STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESULTADOS TRANSCRITOS DO LAUDO  |[NEGATIVO - NEGATIVO

ORIGINAL
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