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RESUMO

Biotéxteis constituem uma classe emergente dentro do campo de biomateriais. Devido a
caracteristicas intrinsecas, como leveza, resisténcia, adaptabilidade, esse tipo de estrutura pode imitar
tecidos biologicos e ser empregada no reparo de regides danificadas do corpo. A estrutura primaria
de um biotéxtil baseia-se em fibras, sendo que essas podem ser de origem natural, metélica, sintética,
e processadas em estruturas ndo ordenadas (tecido ndo tecido) ou orientadas, como fios. Em
biomateriais, a orientacdo das fibras pode atuar como sinalizador topografico favorecendo a adesao
celular ao material. Nesse contexto, o presente projeto investigou o desenvolvimento de fios
continuos de nanofibras eletrofiadas (NF-Y) a partir da blenda policaprolactona/seda (PCL/S)
incorporada com pontos quanticos de carbono (CDs) com o propdsito de aplicagdo em biotextil
Micro/nanofibras da blenda PCL/S tem sido investigadas para aplicacdo biomédica, devido a
combinagdo interessante entre propriedades mecanicas e bioatividade. Na primeira etapa do trabalho,
foram investigados os efeitos na morfologia, resisténcia e processabilidade dos NF-Y's decorrentes da
adi¢do de seda (0-70%), variagdo da taxa de ejecdo e velocidade de rotacdo funil coletor. Dentre as
blendas investigadas, a propor¢do de PCL/S 50:50 demonstrou o melhor balango entre
processabilidade (continuidade do processo sem quebras recorrentes), propriedades mecanicas, maior
uniformidade nos resultados e morfologia. Na segunda etapa, foi realizada a sintese dos CDs
empregando proteina de seda como precursor e pirolise em micro-ondas, sendo o material obtido
caracterizado por FTIR, RMN, UV-Vis, Fluorescéncia ¢ MET. CDs com elevada fluorescéncia,
diametro médio em torno de 9,4 nm e com grupamentos amina, amida e carboxila na superficie foram
obtidos. Em seguida, os CDs foram incorporados (0-3% m/m) a solu¢do de PCL/S 50:50 e
eletrofiados em NF-Y a partir dos pardmetros estabelecidos na primeira etapa. Os NF-Ys PCL/S/CDs
foram investigados por MEV, ensaios mecanicos, FTIR, ensaios de fluorescéncia e ensaio biologico.
A adicao de CDs aos NF-Ys de PCL/S resultou em estruturas com elevada fluorescéncia, contribuiu
para o aumento da resisténcia mecanica (adi¢do 1-2% CDs), e reducdo do didmetro das nanofibras.
Os melhores resultados em relagdo a intensidade da emissao fluorescente e resisténcia mecanica
foram obtidos nos NF-Ys PCL/S 1% CDs. Somado a isso, os NF-Ys PCL/S/CDs apresentaram baixa
toxicidade com resultados de viabilidade celular acima de 80%, mesmo quando o maior contetdo de
CDs (3% m/m) foi testado. Na ultima etapa do trabalho foi desenvolvido um protétipo de biotextil
através da técnica de tricotagem em um dispositivo doméstico de i-cord. Os NF-Y desenvolvidos
demonstraram potencial para serem empregados em biotéxteis, com varias possiveis funcionalidades
como biosensor e atividade antimicrobiana. Através do uso de uma biomacromolécula que possui
excelente desempenho mecanico, associada a um polimero sintético ductil e biocompativel, e
nanoparticulas capazes de emitir fluorescéncia, buscou-se o desenvolvimento de um material téxtil,
resistente, biodegradavel, biocompativel e multifuncional.

Palavras-chaves: Biotéxtil, PCL/seda, Fios continuos de nanofibras, Fluorescéncia, Pontos

Quanticos de Carbono.
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ABSTRACT

Biotextiles are an emergent field within biomaterials. Due to inherent properties such as lightweight,
resistance, and tunability, this kind of structure can resemble biological tissues and be used to treat
damaged body parts. In addition to that, textiles are flexible and able to adapt to complex anatomy.
Biotextiles are primarily built from fibers, which can be natural, metallic, and synthetic, and
combined into it randomly structures (nonwoven) or assembling it into oriented structures, such as
yarns. In biomaterials, fiber orientation can act as a topographic clue that can contribute to cell
adhesion. In this context, the present project proposed the development of continuous electrospun
nanofiber yarns (NF-Ys), based on Polycaprolactone/silk/Carbon Quantum Dots (CDs) to be used in
biotextiles. PCL/S micro/nanofibers can provide an interesting combination of mechanical properties
and bioactivity. The present work was divided into three stages. Firstly, it investigated the effect of
compositional and processing parameters, such as silk content (0-70%), flow rate, and rotatory
collector speed on nanofibers morphology, tensile properties, and processability. Among the PCL/S
formulations tested, PCL/S 50:50 demonstrated the most adequated balance between processability
(continuity of electrospinning without breakage), tensile properties, and morphology. In the second
phase, CDs were synthesized by microwave pyrolysis using silk protein as a precursor. CDs were
investigated by TEM, FTIR, RMN, UV-Vis, and fluorescence assay. Highly fluorescent CDs were
obtained with a mean diameter of 9,4 nm and having amide, amine, and carboxyl groups on the
surface. The CDs were incorporated (0-3% w/w) to PCL/silk solution and electrospun into NF-Ys,
and the resultant materials evaluated by SEM, mechanical tests, FTIR, Fluorescence and, biological
assay (MTT). The addition of CDs to PCL/S NF-Ys resulted in highly fluorescent structures,
contributed to increasing strength (1-2% CDs), and reduction of nanofiber diameter. NF-Y PCL/S 1%
CDs had the best results considering fluorescence emission, and mechanical properties. In addition
to that, PCL/S/CDs NF-Ys demonstrated low cytotoxicity, with cell viability results above 80%. In
the last stage of this work, a biotextile prototype was knitted using an i-cord domestic device and
PCL/S 1% CD. Such yarns show the potential to be assembled into larger structures such as biotextiles,
with possible multi functionalities such as antimicrobial, and biosensing. By using a
biomacromolecule that possesses outstanding mechanical properties, combined to a ductile polymer
and highly fluorescent nanoparticles, it was proposed the production of fluorescent, resistant,
biodegradable and biocompatible nanofiber yarns.

Keywords: Biotextile, PCL/silk, NF-Y, Fluorescence, Carbon Quantum Dots.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, micro/nanofibras da blenda policaprolactona (PCL)/seda (PCL/S) tém sido
investigadas intensamente para aplicagdo em engenharia de tecidos. Tais hibridos sdo atraentes, pois
resultam em um balanco adequado entre propriedades mecanicas e biocompatibilidade. Entretanto,
em sua estrutura mais convencional, ou seja, mantas, oferecem limitagdes como por exemplo, menor
resisténcia mecanica. (LEVITT et al., 2017) Uma alternativa para superar esses inconvenientes ¢ a
producdo de filamentos continuos, denominados fios continuos de nanofibras (NF-Ys). Tais
estruturas sdo constituidas por nanofibras orientadas na direcao longitudinal entrelagadas entre si.
Além de oferecer melhores propriedades mecanicas, esse tipo de estrutura pode atuar como

sinalizador topogréfico para alinhamento celular em scaffolds. (WANG et al., 2019)

NF-Ys combinam as propriedades tipicas de nanofibras, como elevada area superficial e porosidade,
a melhores propriedades mecanicas. (ZHOU et al., 2018; LEVITT et al., 2017; LEVITT et al., 2018).
Dentre os métodos disponiveis para producdo dessas estruturas, o sistema baseado em um funil
coletor e duas agulhas com cargas opostas ¢ considerado um método objetivo, conveniente e versatil,
podendo ser aplicado a diversos polimeros. (AGHAEI-GHARED-BOLAGH et al., 2019, 2019)
Nesse sistema, as nanofibras sdao extrudadas devido a a¢do do campo elétrico, coletadas e torcidas
simultaneamente, produzindo um fio em uma Unica etapa, sem necessidade de processamento
posterior. (LEVITT et al., 2018; AGHAEI-GHARED-BOLAGH et al., 2019) Fios continuos de
nanofibras podem ser combinados em arranjos bidimensionais e tridimensionais, como biotéxteis,
estruturas capazes de mimetizar tecidos biologicos em aspectos como dimensdes, propriedades
mecanicas e fisicas, e projetadas para emprego em contato com fluidos circulatérios e/ou tecidos

biologicos. (KING, GUPTA & GUIDOIN, 2013).

Tais materiais podem ser dotados com funcionalidades especificas, como por exemplo liberacao
controlada de farmacos. Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse em biomateriais
funcionalizados com pontos quanticos de carbono (CDs), que sdo nanoparticulas foto e quimicamente
estaveis, com baixa toxicidade e fluorescentes. (GE et al., 2017; NIE et al., 2020; KO et al., 2018,;
SONG et al., 2019; ALAM et al., 2015; SONG et al., 2019) CDs sao considerados uma excelente
alternativa aos pontos quanticos de metais pesados, podendo ser empregados em sistema de liberacao

controlada de farmacos, biosensores, fotocatalise diagndstico por imagem, entre outros. (NIE ef al.,
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2020; SONG et al., 2019; SONG et al., 2016; ANUL et al., 2019;WANG et al., 2013; PIRSAHEB
et al., 2018) Além disso, possuem baixo custo e podem ser obtidos a partir de precursores naturais,

como celulose, leite, seda. (KO et al., 2018; SAHOO et al., 2013)

Considerando as potencialidades de aplicagdao biomédica da blenda PCL/S associada a incorporagao
de CDs, o presente trabalho investigou o desenvolvimento de fios continuos de nanofibras
constituidos por esse hibrido, bem como seu potencial para aplicagdo em biotéxtil. Embora haja na
literatura trabalhos que abordem a produ¢do de nanofibras contendo pontos quanticos de carbono
(ALAM et al., 2015), ndo foram identificados relatos sobre o desenvolvimento de fios continuos de
nanofibras (NF-Ys) contendo essas nanoparticulas, nem sobre a producdo de nanofibras de PCL/S
contendo pontos quénticos de carbono, ou sobre a producdo de biotéxtil ou téxtil empregando fios

continuos de nanofibras contendo pontos quanticos de carbono .
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Fabricar e caracterizar fios continuos de nanofibras fabricados a partir da eletrofiagdo do hibrido

policaprolactona/seda e pontos quanticos de carbono (CDs).

2.2. Objetivos especificos

° Produzir CDs usando seda como fonte de carbono.

° Investigar CDs obtidos por FTIR, MET, RMN, UV/Vis, Fluorescéncia.

° Produzir fios continuos de nanofibras (NF-Ys) a partir da blenda PCL/seda por eletrofiacao.
. Investigar a relagdo entre processamento dos polimeros e propriedades, variando os seguintes
parametros: propor¢ao entre PCL/seda, velocidade de rotagdo do coletor, taxa de eje¢do da solugdo.
° Desenvolver NF-Ys contendo CDs (0,5-3% m/m).

o Avaliar os fios produzidos por microscopia optica, MEV, FTIR fluorescéncia e investigar as
propriedades mecanicas por ensaios mecanicos.

. Investigar in vitro a citoxicidade dos NF-Ys produzidos.

J Produzir um protdtipo de malha empregando NF-Y PCL/seda contendo CDs.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biotéxteis

Haé varios séculos materiais téxteis t€ém sido usados como dispositivos nos cuidados com a saude.
Entretanto, nos ultimos 50 anos, com o avango no desenvolvimento de fibras artificiais tal aplicagao
tem sido ampliada. Esse tipo de material oferece um conjunto de caracteristicas atrativas, como
possibilidade de produgdo de estruturas em duas e trés dimensdes, elevadas propriedades mecanicas
(extensibilidade, flexibilidade, resisténcia a tragdo), permeabilidade, variedade na secdo transversal,
comprimento da fibra, entre outras. (BARTELS et al., 2011; MAZIZ et al., 2017) Atualmente, de
acordo com King, Gupta & Guidoin (2013) os téxteis relacionados ao setor biomédico podem ser
divididos em duas categorias: téxteis médicos e biotéxteis'. O primeiro termo, compreende uma vasta
gama de produtos, desde curativos a vestudrio hospitalar. Ja o segundo termo ¢ mais restrito e sera
abordado no presente trabalho. Dessa forma, nesse capitulo serdo apresentados conceitos e termos

chaves relativos a produ¢ao de biotéxteis.

O termo Biotéxtil, derivado da no¢ao convencionada de biomateriais, ¢ definido como uma estrutura
baseada em fibras téxteis, projetada para ser aplicada dentro do corpo humano, em contato com
tecidos biologicos e/ou fluido corporal circulatério, como o sangue. (KING, GUPTA & GUIDOIN,
2013). Essa categoria de material pode servir ao proposito de dispositivo diagndstico, substituto para
orgdos e tecidos danificados, suporte para engenharia de tecidos. Dessa forma, podem ser empregados
em oOrgaos artificiais, stent, telas, membranas, scaffolds, sutura entre outros. Desde o final da década
de 1950, conduites vasculares baseados em téxteis de poli(tereftalato de etileno) (PET), como Dacron,

sao empregados em reparos cardiacos. (YAMAGUCHI et al., 2013)

Wang et al (2014) propuseram um sistema de vedagdo para stent cardiaco baseado em téxtil plano,
constituido por multifilamentos de poliéster, dispostos em dois tipos de armacao, sendo elas tafeta e
sarja. Apds o processo de tecelagem, os biotéxteis foram moldados por compressao. A armacao sarja
proporcionou melhores propriedades mecanicas (resisténcia radial, resisténcia ao estouro e
elasticidade), sendo adaptéavel a diferentes diametros e dobravel sem comprometimento da estrutura,

0 que sugere sua possivel aplicacdo via cateter (menos invasivo) e ofereceria flexibilidade em

1 Alguns autores empregam o termo biomaterial, mais amplo, para designar esse tipo de estrutura.



19

situacdes emergenciais, por ser adaptavel a anatomias complexas e especificas de cada paciente.

(WANG et al., 2014)

Outro exemplo de biotéxtil, sdo as membranas de PTFE (politetrafluoretileno) empregadas em
cirurgias abdominais. Townsend et al (2011) investigaram a capacidade de uma membrana de
poliéster revestida com hidrogel PVA:PVP (poli (4lcool vinilico): polivinilpirrolidona) de impedir a
formacdo de adesdao peritoneal. O objetivo era verificar se o material proposto seria tdo eficiente
quando a tela de PTFE convencional, aprovada pelo FDA. Os pesquisadores observaram que, com
aplicagdo de ambos os materiais, ndo houve formacdo de adesdo. Entretanto, destacaram que o
material com hidrogel apresentou-se intacto apos o intervalo investigado, enquanto o dispositivo
comercial demonstrou certa descoloragdo e aparente adesdo a parede muscular adjacente.

(TOWNSEND et al., 2011)

A estrutura primaria de um biotéxtil é constituida por fibras. Fibras téxteis possuem estrutura em duas
fases: uma cristalina, responsavel pela resisténcia mecanica e estabilidade térmica; e outra amorfa,
relacionada a caracteristicas como flexibilidade, alongamento e elasticidade. Convencionalmente, sdo
consideradas apropriadas para a producdo téxtil, fibras com cristalinidade entre 30-70%, pois nessa
faixa tendem a apresentar um balanco adequado de propriedades. (KING, GUPTA & GUIDOIN,
2013)

Uma fibra para ser considerada como téxtil necessita satisfazer alguns requisitos, entre eles: possuir
razdo de aspecto de pelo menos 100; possuir resisténcia a tracdo, maleabilidade e flexibilidade
adequadas aos processos de producao téxtil; possuir coesdo, ou seja, ser capaz de se manter unida a
outras fibras apds fiada; possuir uniformidade. Em relagdo a coesdo, o perfil longitudinal da fibra e o
formato da se¢do transversal sdo dois parametros importantes. Polimeros naturais, sintéticos e
regenerados, assim como metais e derivados de carbono, podem ser empregados na produgdo dessas

fibras. (RIBEIRO, 1984; MAZIZ et al., 2017)

Chen et al (2016) optaram pelo emprego de polimero sintético baseado em policarbonato uretano de
grau médico como revestimento para stent de nitilol (liga niquel-titanio), como alternativa para
contornar obstrucdes causadas por cancer bronco traqueal. O téxtil nao tecido foi produzido por spray,
o que resultou em elevada porosidade e flexibilidade. O revestimento contribuiu significativamente
para maior for¢a radial de resisténcia, o que seria fundamental para aplicagdo proposta, tendo em vista

que tal aspecto poderia impedir a migragdo do stent induzida por tosse. (CHEN et al., 2016)
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De acordo com a literatura, os principais métodos empregados no processo de fiagdo de fibras
artificiais sdo fiacdo umida (wet-spinning), fiagdo a seco (dry-spinning), fiagdo do fundido (melt-
spinning), e, para producdo de nanofibras, eletrofiacdo (electrospinning). (ZHANG, 2014;
TAMAYOL et al., 2013)

A fiagdao umida baseia-se na solubilizacdo de polimero em solvente, ¢ a passagem da solucdo
polimérica resultante por um banho de coagulacdo, através de orificios com o didmetro desejado. O
fluxo da solucdo polimérica pode ser controlado manualmente com utilizacdo de uma seringa, ou
aplicacdo de pressdo. (TAMAYOL et al., 2013) A maior viscosidade da solucdo polimérica ¢
desejavel, pois inibe que a mesma seja transformada em gota ao entrar em contato com o liquido.
(LORD, 2003) No banho ocorre a difusdo do solvente para o meio, ¢ a difusdo de um nao solvente,
como agua ou acido, para o filamento, o que promove a precipitagao do polimero. A superficie externa
consolida mais rapido, formando a skin ou a casca. Essa casca torna mais dificil a transferéncia de
massa do solvente no interior do filamento. Com a difusao do solvente do interior da fibra para o
meio, ocorre a redu¢do do volume do polimero no interior, o que faz com que a “skin” enrugue. Dessa
forma, a secdo transversal da fibra, geralmente, ¢ convoluta. Quanto mais rapida se da a coagulacao,
menos homogénea ¢ a secdo transversal do filamento. A manipulag@o de parametros como polimero
empregado, massa molar e concentracdo, temperatura do banho, razao casca-nlicleo e graus de
orientagdo do filamento, permite o desenvolvimento de fibras com propriedades fisico-mecanicas
distintas. Ap0s a fiagdo, os filamentos sdo lavados, secos, lubrificados e enrolados. (KING, GUPTA

& GUIDOIN, 2013)

Fernandes ef al (2017) produziram fibras de PLA e vidro bioativo empregando essa técnica. Foram
obtidas mantas circulares através de compressao por molde, com tamanho de poro em torno de 100
micrometros e distribui¢do aleatdria. De acordo com os autores, tal distribuicdo e tamanho de poros
permitiu maior proliferacdo celular, sendo essa fundamental para aplicacdo como scaffold.

(FERNANDES et al., 2017)

Embora semelhante ao método anterior, a fiacdo a seco consiste em for¢ar uma solugdo polimérica
através de orificios em uma camara com ar quente; devido a elevada temperatura, ocorre evaporagao
do solvente e com isso a solidificacdo do polimero como fibra. Tal a processo possui custo elevado e
menor produtividade, pois a evaporacdo do solvente ndo ¢ instantanea. Além disso, pode ser

necessario processo subsequente para remover solvente remanescente. (LORD, 2003; ZHANG, 2014)



21

A fiacdo do fundido consiste no aquecimento do polimero até que este esteja com viscosidade
adequada, seguido da fiagdo por orificios, e solidificacdo da fibra. Embora seja um processo
economicamente interessante, nem todo polimero pode ser processado dessa forma, tendo em vista
que alguns ndo fundem quando aquecidos e outros que para serem fundidos demandam temperaturas
muito elevadas, causando alteracdes na fibra. Esse processo de fiacdo permite a obtengdo de
filamentos parcialmente orientados. Temperatura e viscosidade do polimero sdo parametros
importantes, pois, influenciam a uniformidade do filamento resultante. Apos a fiagdo, os filamentos
sdo lubrificados e outros acabamentos sdo aplicados com objetivo, por exemplo, de reduzir a estatica.

(LORD, 2003; ZHANG, 2014)

Tal método foi empregado por Li et al (2016) na producdo de filamentos de PDO (fio de
polidioxanona) aplicados em malharia por trama, na fabricagdo de sfent intestinal biodegradavel. Os
filamentos foram estirados (drawing) visando obter estrutura mais reforcada. Comparados aos
dispositivos comercializados atualmente, os stents desenvolvidos apresentaram desempenho superior

em relacdo as forgas radiais. (LI et al., 2016)

Ja a técnica de eletrofiacdo emprega campo eletrostatico para fiagdo. Um determinado campo elétrico
¢ aplicado a uma agulha conectada a um reservatdrio contendo solugdo polimérica. Se a corrente
elétrica ¢ suficiente para ultrapassar a tensdo superficial da solugdo, ocorre a formagao de um cone
de Taylor, e um jato polimérico eletricamente carregado ¢ acelerado em direcdo a um coletor,
posicionado a certa distincia. O coletor pode ser aterrado ou carregado com carga oposta a aplicada
na agulha. A solidificacdo da fibra se da pelo estiramento do jato polimérico e evaporagao do solvente.
Nessa técnica varios parametros devem ser considerados, como distancia da agulha ao coletor,
velocidade de ejecao, diametro da agulha, concentracao e viscosidade da solucao (KING, GUPTA &
GUIDOIN, 2013; STEPHENS et al., 2005; ZHOU et al., 2010; LANG et al., 2013). Tal estratégia de
processamento apresenta algumas vantagens para producdo de biomateriais, entre elas, a pouca
quantidade de material necessaria e a obtencdo de estruturas nanométricas com elevada porosidade.

(STEPHENS et al., 2005)

Essa técnica foi empregada na fabricacao de scaffold tubular baseado em blenda de fibroina de seda
(Bombyx mori) e coldgeno (SF/Col), direcionado a aplicacdo vascular. Melhores resultados foram
obtidos empregando dgua como solvente ao invés de acido acético; e o aumento da concentracao

SF/Col refletiu em nanofibras com diametros maiores. As mantas produzidas foram tratadas com
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metanol com o propdsito de reduzir a solubilidade em agua, através da inducdo da mudanca de

conformagdo da proteina para folhas £. (ZHOU et al., 2010)

Uma varia¢ao do processo de eletrofiacdo, ilustrada na Figura 1 ¢ denominada eletrofiacdo imida,
foi empregada por Smit et a/ (2005) na produgdo de nanofibras orientadas de PVDF (Fluoreto de
polivinilideno), PVA e PAN (poliacrilonitrila). (SMIT et al., 2005) Nessa técnica, o jato polimérico
¢ acelerado em dire¢dao a um banho de coagulacdo, no qual ha uma placa metalica aterrada imersa; a
fibra se forma na superficie do solvente, sofre estiramento no liquido ao ser puxada por uma bobina,
e por fim ¢ enrolada em um cilindro localizado fora do banho. (WEI & QIN, 2016; O'CONNOR &
MCGUINNESS, 2016) Khil ef al (2005) empregaram essa estratégia no processamento de fibras de
PCL para confec¢do de biotéxtil por tecelagem plana. Nesse trabalho foram verificadas adesdo e

proliferag¢do celular nas nanofibras produzidas. (KHIL et al., 2005)

Power | T1SKV
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Figura 1: Esquema da eletrofiagdo umida.

Fonte: Adaptado de SMIT et al., 2005

Como mencionado anteriormente, apds os processos de fiacdo, as fibras podem ser estiradas para que
as cadeias poliméricas sejam alinhadas na dire¢do longitudinal em relagdo a fibra, permitindo maior
grau de empacotamento, com estabelecimento de ligagdes intermoleculares mais coesas, o que resulta
em maior modulo de elasticidade, resisténcia a tragdo, recuperagdo eldstica. A maior orientacao
molecular, além de contribuir para melhores propriedades mecanicas, aumenta a vida ttil do material.
Polimeros nao estirados apresentam menor tempo de prateleira devido a degradacao mais acelerada.
O processo de drawing consiste no enrolamento do fio em torno de dois cilindros giratorios que giram
com velocidades distintas. O estiramento ¢ calculado a partir da razao entre essas duas velocidades.

(LORD, 2003; ZHANG, 2014).
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Tal método pode ser realizado com ou sem aquecimento, ou logo apos a fiacdo do filamento como na
flacdo do fundido e fiacdo imida. Gaidukovs et al/ (2016) aplicaram o método em fibras téxteis
baseadas em ambar/poliamida com intuito de evitar relaxacao da matriz polimérica. Qu et a/ (2014)
adotaram abordagem similar em fibras de quitosana/PVA produzidas por fiagdo imida, empregando
NaOH (6%) como solugdo de coagulagdo. As fibras foram alongadas (20%) em agua, e em seguida
imersas em etanol. O desempenho mecanico das amostras ndo foi discutido em relagao ao drawing,
mas apenas considerando a propor¢ao quitosana:PVA presente na blenda. O método a quente ¢
empregado no processamento de fibras como aramida e nylon (sutura), materiais que exigem mais

elevadas propriedades mecanicas. (KING, GUPTA & GUIDOIN, 2013)

Os filamentos resultantes podem ser lisos, considerados mais compactos € com maior moédulo de
elasticidade, empregados quando ha necessidade de maior estabilidade dimensional; ou beneficiados
de forma a se tornarem texturizados, sendo torcidos, enrolados ou entrelagados, com maior volume
aparente ¢ menor modulo de elasticidade. Os filamentos podem ser empregados dessa forma, por
exemplo, em tecido-ndo tecido, ou seguirem para serem transformados em fios através do processo

de fiagdo téxtil.

3.1.1 Principios da fiag¢do téxtil

Fios sdo obtidos através da unido fisica de fibras e filamentos através de torcdo, resultando em
estrutura com morfologia cilindrica. Nesse processo, o material ¢ retorcido em torno de um eixo, €
mantém a configuragdo retorcida apds o processamento. A tor¢ao, medida pelo nimero de voltas por
unidade de comprimento, pode ser no sentido hordrio, tor¢ao S ou anti-horario, tor¢do Z (Figura 2).

Fios singelos seguem tor¢do Z e fios multifilamentos, tor¢do S. (LORD, 2003)

Nos fios obtidos a partir de fibras naturais?, como algoddo e linho, a tor¢io objetiva aumentar a
resisténcia mecanica do material, devido a indu¢do de forcas laterais que inibem o escorregamento
de uma fibra sobre a outra. J4 nos filamentos® obtidos a partir de fibras sintéticas e também da seda,

a tor¢ao ndo objetiva aumentar a tenacidade, mas controlar as fibras, uma vez que, filamentos nao

2 Fibras denominadas staple fibers, ou fibras cortadas, devido ao comprimento relativamente pequeno das fibras
naturais, com excecao da seda.

3 A denominacgao filamento refere-se a fibras cujos comprimentos sdo virtualmente infinitos, como na fibra de seda e
fibras artificiais. Fibras de filamento quando cortadas, também sdo chamadas de staple fiber.
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retorcidos sdo de dificil manipulacdo. Entretanto, ¢ valido ressaltar que, nesse caso, o elevado nimero

de tor¢des reduz a espessura e a tenacidade. (RIBEIRO, 1984)

Figura 2: Tor¢cesem Z e S.

Fonte: LORD, 2003.

No caso de nanofibras, a producdo de fios € uma estratégia para aumentar a resisténcia do material e
aplicabilidade no fabrico téxtil, mantendo caracteristicas como elevada area superficial. Tais
estruturas possuem ordenagdo, alinhamento e tor¢cdo semelhantes aos fios obtidos por processos
convencionais. Assim como fibras de filamento, as mechas de filamentos ndo torcidas recebem a

nomenclatura de fow. (O’'CONNOR & MCGUINNESS, 2016)

O fio pode ser produzido integrado ao processo de fiagdo das nanofibras ou a partir de fows.
(O'CONNOR & MCGUINNESS, 2016) Fios continuos de nanofibras (NF-Ys) sdo estruturas
cilindricas constituidas por nanofibras orientadas e torcidas entre si, € combinam as propriedades
atrativas das nanofibras (NFs), como elevada razdo area/volume, com melhores propriedades
mecanicas. (ZHOU et al., 2018; LEVITT et al., 2017; LEVITT et al., 2018) Para aplicacdo em
biomateriais, a estrutura dos NF-Y's pode favorecer adesdo celular, proliferagao e facilitar o transporte
de nutrientes. (SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2018) A orientacdo das nanofibras nesse tipo de
estrutura pode atuar como sinalizador topografico, guiando o alinhamento celular no scaffold. Sun et
al (2015) reportaram que a porosidade de NF-Ys de poli(LLA-CL) (poli(L- &cido lactico-
caprolactona), fabricados por eletrofiacdo dinamica imida, favoreceu a infiltracdo celular no scaffold.
Wu et al (2012) produziram NF-Ys de PLLA-CL/seda e observaram que as células cultivadas no

suporte se organizaram ao longo do fio, sendo capazes de infiltrar e proliferar.

Diversos métodos tém sido investigados para produgdo de tais estruturas. Wang et al (2008)

produziram tows de nanofibras, integrando no processo de eletrofiacdo uma agulha aterrada como
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forma de induzir a formacdo de mechas orientadas, como mostrado na Figura 3. J4 Fennessey et a/
(2004) produziram fios a partir da tor¢ao de mantas de nanofibras previamente coletadas com auxilio
de coletor giratdrio; foi observado que a variagao do angulo de tor¢ao teve um impacto significativo
nas propriedades mecanicas do material, como maior modulo de elasticidade, tensdo de ruptura e

alongamento. (FENNESSEY et al., 2004)

Grounded
needle /

—_—

Spinneret Yam

Drum

+ v
Power supply

Power supply

Figura 3: Adaptagdo do equipamento de eletrofiagéo.
Fonte: WANG, 2008.

Dentre os métodos de eletrofiacdo disponiveis para produgdo de NF-Y's, o uso do sistema constituido
por duas agulhas com cargas opostas e um funil coletor giratorio (Figura 4) oferece como vantagens
versatilidade, conveniéncia, sendo aplicavel a diversos polimeros. Nesse sistema, as nanofibras sdao

extrudadas, coletadas e torcidas simultaneamente, sendo transformadas em fios, em apenas uma etapa.

(LEVITT et al., 2018; AGHAEI-GHAREH-BOLAGH et al., 2019)

Aghaei-Ghareh-Bolagh et a/ (2019) empregaram esse método na producdo de NF-Ys de
tropoelastina/seda. A adesdo celular e proliferacdo aumentaram significativamente em sete dias. O
material produzido foi empregado na confec¢do de biotéxtil. Wu et a/ (2018) empregaram o mesmo
sistema na fabricacdo de NF-Ys de PLGA/seda. A orientacdo das fibras contribuiu para organizacao

da regulacdo de células musculares lisas na direcdo dos NF-Ys.

Filamentos continuos podem formar fios singelos (monofilamento) ou combinados e retorcidos para
formar fios multifilamentos, em um processo denominado ply, que visa produgao de fios complexos
e resistentes. O didmetro do fio obtido € definido como titulo, sendo este gerado pela relacio entre
comprimento e massa. Para a titulacdo de fios artificiais e também da seda, geralmente emprega-se

sistema direto no qual o titulo ¢ determinado através da razdo entre massa que ¢ variavel, e um
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determinado comprimento considerado (constante). Para essa determinagdo podem ser empregados
trés sistemas: Denier, no qual a razdo ¢ calculada através da massa divida por 9000 m; Decitex, razao
entre a massa ¢ 10000 m; e Tex, razdo entre massa ¢ 1000 m, sendo o ultimo indicado pelo sistema

internacional de unidades. A titula¢do de fios retorcidos do grupo direto ¢ dada pela equagao 1:

Equacio 1
TR=T1+T2

Onde TR ¢ a titulagdo do fio, 71 e T2 as titulagdes dos fios empregados. (RIBEIRO, 1984)

seringa

funil coletor

Figura 4: Sistema de eletrofiagdo para NF-Y constituido por um funil coletor, duas agulhas com cargas opostas ¢ um

cilindro coletor.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

No processamento do filamento da seda natural, ¢ empregado o processo de ply, para produgdo de
multifilamentos. Filamentos de seda sdo transformados em fio pelo processo denominado throwing,
do anglo-saxdo thrawan, que significa torcer. N filamentos sdo combinados entre si (pl/ied) através de
torcdo. Em seguida os fios resultantes sdo retorcidos até que atinjam a quantidade de torcdes

necessarias a aplicacao desejada. (LORD, 2003).
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Em biotéxteis, os fios produzidos podem ser empregados como suturas, ou combinados através de
técnicas de tecelagem, como braiding, tecelagem plana e malharia. (KING, GUPTA & GUIDOIN,

2013). Cada método possibilita a obtengao de materiais com propriedades distintas.

3.1.2 Processos de produgdo téxtil

De acordo com a literatura, biotéxteis que requerem elevada estabilidade dimensional, tal como stents
cardiovasculares sdo fabricados por tecelagem plana. Ja dispositivos direcionados para substituicao
de tenddes e ligamentos podem ser fabricados virtualmente por todos os métodos mencionados.
Sistemas extremamente complexos, como os obtidos através de engenharia de tecidos, podem ser
beneficiados pelo emprego da técnica de malharia, devido a distribuicao e tamanho uniforme de poros,

que favorecem proliferacdo e adesdo celular. (TAMAYOL et al., 2013)

Braiding consiste no entrelagamento de fios um sobre os outros, de forma que a estrutura resultante
pode ser compreendida como uma mola helicoidal cujas extremidades possuem liberdade para
rotacionar. Yuksekkaya & Adanur (2009) investigaram a aplicagdo desse método no desenvolvimento
de stent com geometria tubular a partir de monofilamentos de poliéster. Os autores variaram o
didmetro do monofilamento (2 tipos de fios), didmetro do mandril (4 didmetros diferentes), trés
tempos de fixagdo térmica e trés faixas de temperatura. A fixagdo térmica foi empregada visando
obtencdo de uma estrutura geometricamente mais previsivel e estdvel, bem como com o objetivo de
aliviar o estresse interno na estrutura ocasionado pela rigidez do monofilamento usado. Os autores
verificaram que o numero de filamentos presentes na estrutura e o didmetro do fio foram
determinantes na resposta ao carregamento: quanto maior o didmetro e nimero de monofilamentos
empregados, maior foi a resisténcia ao carregamento axial e pressdo radial. (YUKSEKKAYA &

ADANUR, 2009).

A tecelagem plana consiste em entrelacar os fios perpendicularmente, formando a chamada trama
(fio na direcdo horizontal) e o urdume (fio na dire¢cdo vertical), conforme ilustrado na Figura 5. A
distribuicao dos fios de trama e urdume no téxtil sdo determinadas pelo tipo de armagdo, como sarja,
tafetd e cetim, como mostrado na Figura 6. Na tecelagem plana, o material resultante apresenta
propriedades anisotropicas, com resisténcias distintas nas dire¢des da trama e urdume. Téxteis obtidos
por tecelagem plana possuem boas propriedades em relagdo a flexdo o que permite que sejam
comprimidos para se adaptarem, por exemplo, ao didmetro de um cateter. Somado a isso, sdo

descontinuos o que reduz o risco de colapso, e oferecem maior possibilidade de customizagao, tendo
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em vista que as propriedades mecéanicas do material podem ser alteradas separadamente em ambas as
dire¢des através da manipulagdo da densidade e resisténcia do fio, ou seja do nimero de filamentos

e tipos de filamentos que constituem um determinado fio. (YOUSEFI et al., 2017)
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Figura 5: Estrutura tecelagem plana.

Fonte: BARTELS, 2011.

Yousefi et al (2017) empregaram essa técnica no desenvolvimento de valvula cardiaca artificial tecida
com multifilamentos de poliéster, como alternativa as valvulas produzidas com tecido bioldgico,
como pericardio suino. Quando comparado ao material de origem animal, o téxtil de poliéster
apresentou melhor desempenho na dire¢do radial, porém menor capacidade de deformagdo. Em
relagdo a direcdo transversal, ambos os materiais apresentaram resisténcias semelhantes. O material
teéxtil apresentou melhores propriedades mecanicas quando comparado ao tecido bioldgico, o que
sugere que poderia ser menos degradavel no ambiente fisiologico. Entretanto, a maior rugosidade do
téxtil contribuiu para turbuléncia adicional, o que in vivo poderia resultar no crescimento de tecido
de forma exagerada (hiperplasia) e formacdo de trombos, devido a perturbagdo do fluxo

hemodinamico. (YOUSEFI et al., 2017)

Musculos artificiais baseados em atuadores téxteis foram desenvolvidos a partir de fios de Lyocell
(celulose) e revestimento de polipirrol (PPY). Com objetivo de aumentar a for¢a de atuacao, os fios
foram organizados em paralelo, através de tecelagem plana, armacdo sarja. A forga aumentou
linearmente com o aumento de nimero de fios presentes no téxtil. Ja para amplificar a deformacao,
foram tricotados por malharia retilinea. A arquitetura dos fios nessa estrutura permitiu deformacao
isotonica 53 vezes maior, comparada ao fio singelo. Os resultados reportados demonstram o uso

dessas estruturas em tecnologias assistivas capazes de mimetizar o comportamento bioldgico.

(MAZIZ et al., 2017)
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Figura 6 : Armagoes téxteis

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

29

A técnica de malharia baseia-se no processo de tricotagem no qual fios com auxilio de agulhas s3o

transformados em lagadas sucessivas, sendo essas interconectadas umas as outras, formando carreiras

e colunas (Figura 7). Carreira refere-se a sequéncia horizontal e consecutiva de lagadas produzidas

durante um ciclo de tricotagem. Ja coluna ¢ a sequéncia vertical de lacadas produzidas por uma

mesma agulha.(RAY, 2012)

e
m
=
=
Direcdo &
<! tricotagem l

«— Colunas —

«—— (Carmeiras —s

Malha por trama

¥/

i

Direcdo tricotagem —T
«—— (Carreiras —»

Malha por urdume

Figura 7: Malha por trama e malha por urdume; Carreiras e colunas.

Fonte: Adaptado de RAY, 2012.

O processo de tricotagem da malha pode ser por trama ou urdume, sendo essa classificagdo

fundamentada na relagdo entre a direcdo do movimento do fio durante a lagada e¢ a direcdo de

formacao do téxtil (direcdo do fio em relagcdo ao comprimento), como mostrado nas Figuras 7 e 8.

Quando as lacadas sao formadas na dire¢do horizontal em relagdo ao comprimento, diz-se que o

processo € por trama, podendo ser retilinea ou circular; quando ¢ na dire¢do vertical, trata-se de

processo por urdume (Figuras 7 e 8).
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Figura 8: Malharia por trama, circular e retilinea; Malharia por urdume.

Fonte: Adaptado de RAY, 2012.

Lu et al (2017) empregaram monofilamentos de polipropileno no desenvolvimento de téxteis
direcionados a aplica¢ao no reparo do assoalho pélvico, através da técnica de malharia por urdimento
associada a tratamento térmico, sendo esse com o proposito de uniformizar a densidade de poros. No
trabalho foram investigadas duas estruturas, uma anisotropica (S1), com elevada rigidez na dire¢ao
longitudinal e baixa rigidez na direcdo transversal, e outra isotropica (S2), apresentado boa
estabilidade dimensional com elevada flexibilidade em ambas as direcdes. Foi verificado que o
tamanho de poros, obtido em ambos os materiais, permitiu crescimento de tecido em toda a malha,
favorecendo adesao média. A malha anisotropica apresentou maior encolhimento in vivo, € na malha

isotropica foi observado encolhimento muito baixo. (LU et al., 2017)

O tipo de agulha e frontura desempenham papéis fundamentais na tricotagem. A agulha pode ser do
tipo prensa, lingueta ou composta. Ja a frontura refere-se ao local no qual as agulhas sdo alojadas, e
executam movimentos ascendentes (avango) e descendentes (retrocesso) em relagdo ao eixo. Cada
agulha ¢ fixada em uma caneleta, sendo essas organizadas em intervalos regulares. O niimero de
canaletas por polegada determina a galga do tear. A frontura pode ser retilinea ou circular, e a

nomenclatura do tear ¢ dada de acordo com a plataforma presente.

Um parametro essencial a ser considerado no processamento ¢ o comprimento do ponto, uma vez que
este mantém uma relacdo direta com a compacidade do material, ou seja, quao aberto ou fechado é o
téxtil. Tal parametro pode ser alterado a partir de variagdes simples, como didmetro do fio empregado.

(RAY, 2012)



31

A tensdo adequada do fio durante a tricotagem contribui para obten¢do de materiais com elevado
desempenho e minimiza os riscos de falha. Varios fatores podem influenciar a tensao, entretanto de
acordo com a literatura o angulo de alimentacdao do fio em relagdo ao tear € um dos aspectos mais

importantes a ser considerado. (KOO, 2002)

A técnica de malharia apresenta uma série de vantagens em relagao a outras formas de processamento,
como possibilidade de empregar apenas um fio durante o processamento; menor quantidade de
material para producdo de um protétipo; possibilidade de projetar a extensibilidade, estabilidade e

porosidade do material, além de ser mais rapido que a tecelagem plana.

Singh & Wang (2015) investigaram a aplicagdo do processo de tricotagem na confec¢do de malhas
com propdsito de aplicagdo como suporte em enxertos venosos. Os autores propuseram uma malha
segmentada, intercalando carreiras formadas por segmentos rigidos, sendo eles monofilamentos de
poliéster e nitilol, com carreiras de segmento flexivel policarbonato-uretano. O téxtil deveria ser
capaz de manter a estabilidade estrutural e exercer for¢a de compressdo, para evitar umas das
principais causas de falha do implante autélogo nos primeiros cinco anos, que ¢ a hiperplasia
miointimal®, causada pela hiperextensio da veia enxertada. A malha segmentada quando comparada
a malha contendo apenas filamentos rigidos apresentou melhores propriedades mecanicas, como
resisténcia a flexdo e extensdo radial. A boa resposta a extensdo radial permitiria que veias de
diferentes espessuras pudessem ser empregadas como enxerto, o que aumentaria as opgoes de regides

doadoras. (SINGH & WANG, 2015)

Os mesmos autores propuseram desenvolvimento de sfent também com malhas segmentadas,
intercalando carreiras de monofilamentos de poliéster como segmento rigido e spandex (copolimero
poliéter-poliureia) no segmento flexivel. A malha foi recoberta com nanofibras de PU (poliuretano).
As propriedades como modulo de elasticidade, extensdo biaxial, rigidez, resposta elastica, foram
similares as propriedades da artéria nativa, o que sugere que o material poderia ser empregado ndo
apenas para minimizar possiveis danos causados por incompatibilidade hemodinamica, bem como
auxiliar o coragdo no processo de bombeamento sanguineo. Além disso, ensaios realizados sugeriram
que o dispositivo segmentado reduziu a migracao do stent, o que ¢ fundamental para um reparo eficaz.

(SINGH & WANG, 2014)

4 Espessamento da camada intima, causada pela migragdo de células musculares lisas da camada média para camada
intima, levando a perda da capacidade de contragéo.
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Ribeiro et al (2017) desenvolveram biotéxteis para scaffolds a partir de filamentos de seda/PET
através de malharia por trama, com proposito de regeneragao dssea. De acordo com esses autores, tal
técnica ¢ adequada, pois permite o desenvolvimento de estrutura com poros interconectados, aspecto
fundamental para morfogénese. Os resultados dos experimentos in vivo demonstraram que o material
manteve a forma, integridade, induziu maior atividade osteogénica, a0 mesmo tempo em que ofereceu

resposta imunologica minima (RIBEIRO et al., 2017)

Almeida et al (2013) empregaram o método de malharia por trama na producido de scaffold
biodegradavel, constituido a partir de fios multifilamento de succinato de polibutileno e fibroina da
seda. De acordo com esses autores, essa técnica permite maior controle do design das propriedades,
como porosidade, formato e reprodutibilidade. Entretanto, foi verificado que a morfologia da fibra de
seda mostrou desgaste superficial apenas sete dias apds o inicio das experiéncias in vitro, sugerindo
que o material provavelmente se degradaria em um ritmo muito mais acelerado do que o necessario

para a regeneragao proposta.

Dentre os processos de tricotagem, a maquina circular-trama é o processo que oferece maior
produtividade, pois € continuo, na mesma direcdo de alimentagdo do fio, e a rotacdo minimiza
problemas relacionados a vibragdo e desgaste em altas velocidades. Na malharia por trama circular
empregam-se agulhas de prensa, e pode haver uma ou duas fronturas, sendo essas denominadas
respectivamente mono frontura e dupla frontura. Na malharia circular monofrontura € possivel apenas

um tipo de ponto, mostrado na Figura 9. (RAY, 2012)
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Figura 9: Estrutura de malha cricular.

Fonte: Adaptado de Ray, 2012.

3.2. Blenda de Policaprolactona/Seda aplicada a biomateriais

Nos ultimos anos, micro/nanofibras da blenda policaprolactona (PCL)/seda tém sido investigadas
extensamente para aplicacdo em biomateriais. Laiva et a/ (2015) investigaram a eficcia antitumoral
de nanofibras de PCL/seda incorporadas com dicloreto de titanoceno. Karuppuswamy et a/ (2014)
produziram scaffolds de nanofibras de PCL combinado a seda, aloe vera e clircuma para aplicacao
em engenharia de tecidos. Li et a/ (2011) produziram nanofibras niicleo-casca- de PCL/seda para
aplicagdes em sistema de liberagdo controlada de farmaco e engenharia de tecidos. Tais compositos
sdo atraentes, pois resultam em um balango adequado entre propriedades mecanicas e

biocompatibilidade.

O PCL ¢ um poliéster semicristalino alifatico, ductil e hidrofobico. Somado a isso, ¢ biodegradavel e
biocompativel, sendo aprovado pelo FDA para fins biomédicos, podendo ser empregado em
engenharia de tecidos, suturas bio-reabsorviveis, sistemas de liberacao controlada de farmacos, entre

outros. (STEFFI et al., 2018; LV et al., 2014; MURPHY et al., 2012)

Ja a seda (fibroina) oferece baixa imugenicidade e bioatividade intrinseca, atuando como um
sinalizador quimico para proliferacdo celular em scaffolds. Somado a isso, € um material abundante,
de baixo custo, biocompativel e hidrofilico. (NAZEER et al., 2019; LV et al., 2014; CHEN et al.,
2017; STEFFI et al., 2018; WANG et al., 2019) Entretanto, sua rigidez limita sua aplicacdo. (YUAN
et al., 2016) A seda ¢ uma fibra proteica produzida por diversos artropodes como o bicho da seda
(Bombyx mori), aranhas, acaro rajado (Tetranychus urticae) (NICODEMO et al., 2014; VOLLRATH
& KNIGHT, 2001; HUDSON et al., 2006; TEULE et al., 2009), sendo que a estrutura da cadeia

peptidica varia de acordo com a origem.
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Com o objetivo de mimetizar a estrutura vascular natural Zhao et al (2014) propuseram o
desenvolvimento de scaffold a partir da produgao de microfibras por eletrofiagdo de blenda polimérica
constituida por seda sintética da aranha (SpSrec), quitosana, policaprolactona (PCL) e gelatina. Foi
desenvolvida uma estrutura com camada dupla, sendo a camada externa (SpSrec, PCL, Gelatina)
eletrofiada sobre camada interna (SpSrec, PCL, quitosana), apos a eletrofiagdo da mesma. De acordo
com os autores, scaffolds contendo seda sintética quando comparados ao scaffold sem a proteina
apresentaram maior hemocompatibilidade, permitiram maior adesdo e proliferacdo celular,
ofereceram menor resposta inflamatoria in vivo, tiveram degradagdo mais rapida, além de

propriedades mecanicas superiores a artéria radial. (ZHAO et al., 2014)

Dentre os diversos tipos de seda existentes, a fibra produzida pelo Bombyx mori (B.mori) ¢ empregada
ha séculos como biomaterial, principalmente como sutura, sendo sua biocompatibilidade equiparavel

ao colageno e PLA. (ALTMAN et al., 2003)

A seda produzida pelo B.Mori ¢ constituida por duas proteinas, sendo elas fibroina e sericina. Sabe-
se que a sericina pode contribuir para reagdes de hipersensibilidade e prejudicar a biocompatibilidade,
por isso ¢ sugerido que seja removida adequadamente previamente ao uso (ALTMAN et al., 2003;
SCHAFER-NOLTES et al.,2014), em um processo convencionalmente denominado desengomagem.

(ASAKURA et al., 2015)

A molécula da fibroina de seda (FS) ¢ constituida por uma cadeia de alta massa molar (H) de 390
KDa e uma de baixa massa molar (L) com 26 kDa, unidas por uma ligacdo dissulfeto e uma
glicoproteina denominada P25 (30 kDa). (ASAKURA et al., 2015) A fibroina de seda ¢ armazenada
na glandula média do artrépode e fiada na glandula anterior, sendo revestida com sericina durante o

processamento.

A cadeia de alta massa molar da FS ¢ composta principalmente por quatro residuos de aminoécidos,
sendo eles Glicina (-H, 46-47.5%), Alanina (-CH3, 30-31.7%), Serina (-CH>-OH, 12-15.8%), e
Tirosina (-CH2-Ph-OH, 5-5.3%). (GUAN et al.,2016; ASAKURA et al., 2015) A estrutura primaria
¢ constituida por quatro unidades bésicas de repeti¢dao cujas sequéncias variam entre (1) GAGAGS,
constitui o volume das regides cristalinas, e ¢ encontrada no inicio de cada subdominio; (ii)
GAGAGY, GAGAGV e GAGAGVGY, menos repetitivas, contém residuos hidrofobicos e/ou
aromaticos, constituem as regioes semicristalinas; (iii) sequéncia similar a (i) porém com a presenga

da repeticdo AAS, e ¢ encontrada normalmente nas terminacdes dos subdominios; (iv) regides
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amorfas que separam os dominios e contém residuos carregados negativamente, polar, hidrofébicos

e/ou aromaticos, como TGSSGFGP-YVANGGYSGYEYAWSSESDFGT. (ASAKURA et al., 2015)

Dessa forma a FS produzida pelo B. Mori caracteriza-se pela presenca de moléculas hidrofobicas,
cristalizaveis e de elevada repetibilidade, sendo essas baseadas nas sequéncias Gli-Ala-Gli-Ala-Gli-
Ser e [Gli—Ala]n—Gli-Tir and [Gli—Val]n—-Gli—-Ala (n=1-8) (MOTTA et al., 2002; ZAINUDDIN et
al., 2008) e separadas por 11 regides amorfas com as sequéncias Gli—Ala—Gli—Ser e Gli—Ala—Gli.

(ZAINUDDIN et al., 2008)

A estrutura cristalina da FS ¢ caracterizada por folhas-B cristalinas imersas em uma matriz amorfa
(Silk II) (ASAKURA et al. 2015), sendo que as propriedades mecénicas da fibra dependem tanto do
tamanho do cristal, como da distribui¢do do tamanho do mesmo. De acordo com a literatura a fragao

cristalina da seda do B.Mori ndo sofre alteragdes devido a hidratagdo. (YAZAWA et al., 2016)

A combinacdo do PCL/seda (S) ¢ atraente para o desenvolvimento de biomateriais com boas
propriedades mecanicas e ao mesmo tempo biocompativeis (WANG et al., 2019; JIN et al., 2019;
WANG et al., 2015). No trabalho de Lv et al (2014), a inclusdo de seda em nanofibras de PCL
(proporg¢do 4:1) contribuiu para melhorar o desempenho bioldgico e mecanico do scaffold, que foi

projetado para substituir a membrana do assoalho esoféagico.

Jin et al (2017) fabricaram um scaffold vascular de calibre pequeno, constituido por uma camada
interna de nanofibras (manta) de PLCL/Heparina (poli(lactideo-co-caprolactona)/Heparina) e uma
camada externa de nanofibras de PLCL/S. A adicao de seda contribuiu significativamente para o
aumento da hidrofilidade do material. Ap6s 7 dias de ensaio in vitro, os scaffolds contendo seda

atingiram confluéncia de células, ao contrario dos scaffolds de PLCL/Heparina.

Yuan et al (2016) desenvolveram scaffolds constituidos por nanofibras de PCL/S e investigaram o
efeito da orientacao das nanofibras (NFs) na adesdo e proliferacdo celular. Os autores reportaram que
as NFs orientadas de PCL/S induziram maior adesdo celular (células mesenquimais), sendo mais
favoraveis ao crescimento celular se comparadas a NFs ndo orientadas da mesma composicao,
podendo acelerar processo de regeneracdo dos tecidos através do recrutamento celular na regido

afetada.

Além das caracteristicas intrinsecas da blenda PCL/S, micro/nanofibras dessa blenda podem ser
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dotadas com novas funcionalidades. Steffi et a/ (2018), por exemplo, produziram mantas de
microfibras PCL/S incorporadas com Estradiol, direcionadas para liberagdo controlada desse
hormonio em fraturas ocasionadas por osteoporose, visando favorecer o processo de regeneragao
6ssea. O material desenvolvido mostrou-se capaz de reduzir a atividade dos osteoclastos e manter a
atividade dos osteoblastos. Também visando aplicacao em regeneragdo 6ssea, Agrawal et al (2018)

fabricaram nanofibras de PCL/S, porém incorporadas com vidro bioativo.

Ja Wang et al (2015) empregaram a blenda PCL/S combinada ao polimero conjugado polianilina na
producdo de fios continuos de nanofibras (NF-Ys), visando criar uma estrutura tridimensional (3D)
capaz de mimetizar o tecido muscular. Em um outro trabalho, o mesmo grupo de pesquisa (WANG
et al., 2019) utilizou o hibrido PCL/S associado a nanotubos de carbono (CNTs) na producao NF-Ys
visando aplicacdo em regeneragdo do tecido nervoso periférico. Em ambos os trabalhos, o
alinhamento das nanofibras devido a organizagdo em fio continuo, favoreceu a orientagdo e

diferenciagdo celular (mioblasto, células PC12 e DRG) no scaffold.

3.3 Pontos Quanticos de Carbono

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente na funcionalizagdo de fibras com pontos
quanticos de carbono (CDs) para diversas aplicagdes. Por exemplo, Khose et a/ (2018) propuseram o
uso de CDs de grafeno em téxtil de algoddo como retardante de chama ambientalmente amigavel.
Outras pesquisas sugerem o uso de CDs como estratégia anti-falsificagdo. (GUO et al., 2016; BAO
et al.,2018) Zuo et al (2019) investigaram o desenvolvimento de téxtil de algodao com protecao UV

a partir da incorporagdo de CDs dopados com nitrogénio e boro.

Pontos Quanticos de Carbono (CDs) sdo estruturas em escala nanométrica constituidas
principalmente por atomos de carbono em hibridizacdo sp2. (GE et al., 2017; NIE et al., 2020) CDs
sdo considerados foto e quimicamente estaveis, possuem menos de 10 nm de diametro e podem ser
facilmente dispersos em dgua e solventes organicos. (KO et al., 2018; SONG et al., 2019; ALAM et
al.,2015; NIE et al., 2020; GUO et al., 2016) Essas nanoparticulas foram sintetizadas pela primeira
vez, de forma acidental em 2004, durante o processamento de CNTs por eletroforese. (SAHOO et al.,

2019)

A sintese de CDs ¢ simples e pode ser realizada com precursores naturais como &cido citrico,

amendoim, seda e sericina de seda. (KO et al., 2018; KOULIVAND et al. 2020; ROSHNI et al. 2019;
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CHUANG et al., 2018 NIE et al., 2020; SAHOO et al., 2019) CDs podem ser obtidos por varios
métodos, sendo estes divididos em duas categorias: fop-down e bottom-up. Na primeira, oS
precursores sao seccionados em particulas menores por métodos eletroquimicos, fisicos (ablasao por
laser) ou quimicos. Um ponto negativo dessa abordagem ¢ o baixo rendimento, tendo em vista que
embora muitas particulas sejam obtidas, o tamanho inadequado de muitas delas, gera o descarte.
Outro inconveniente ¢ a necessidade de equipamentos especiais, como lasers. (SAHOO et al., 2019)
Ja a abordagem bottom-up baseia-se na aplicacao de altas temperaturas (carbonizacgao) ou clivagem

por acido/base. Sdo incluidos nessa categoria, processo hidrotermal, sintese em micro-ondas e

oxidacdo quimica. (SAHOO et al., 2019)

Koulivand et al (2020) usaram o método hidrotermal para obten¢dao de CDs empregando 4cido citrico
como precursor, visando aplicagdo em sistema de filtragdo (membrana de polietersulfona). ROSHNI
et al (2019) também empregaram o mesmo método (hidrotermal), mas utilizando amendoim como
precursor na producdo de CDs, com objetivo de aplicacdo ambiental (nanoparticulas capazes de

detectar Cr (V1)) e biologica (diagndstico por imagem de células MCF-7).

Um ponto atraente dessa abordagem reside no fato de que CDs obtidos através de tais métodos
possuem grupos funcionais na superficie, sendo esses derivados dos precursores empregados.
(SAHOO et al., 2019; ROSHNI et al., 2019) Outras vantagens sdo baixo custo, simplicidade de
processamento € menor impacto ambiental. Sahoo e a/ (2019) investigaram a producao de CDs
empregando a seda da aranha como precursor, o que resultou em nanoparticulas contendo
principalmente grupamentos amida (-CONH-) na superficie. O material obtido demonstrou elevada

sensibilidade na detec¢do de ions Hg?".

Uma caracteristica atraente dos CDs ¢ o comportamento fotoluminescente. Quando expostas a
determinados comprimentos de onda, essas nanoparticulas sdo capazes de emitir fluorescéncia. (NIE
etal.,2020; KO et al., 2018; ANUL et al.,2019; ALAM et al., 2015) O fator fundamental relativo ao
comportamento fotoluminescente (FL) dos CDs ainda ndo foi completamente elucidado. (ALAM et
al.,2015; KHOSE et al., 2018) Algumas pesquisas apontam que a modulacao do tamanho pode afetar
a FL. (KHOSE et al., 2018) Outros autores argumentam que a emissao fluorescente depende mais
dos defeitos na superficie do que das transi¢des entre bandas. (ZUO et al., 2019) Por outro lado, o
comportamento FL ¢ atribuido a presenca de diversos grupos funcionais na superficie dos CDs.
(CHUANG et al., 2018) Outros fatores incluem confinamento quantico, armadilhas de emissdo e

recombinacdo de éxcitons de carbono. (ALAM et al., 2015) De acordo com literatura, a cor da
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emissdo fluorescente pode ser ajustada através da variagdo de parametros de sintese, modificando-se

a superficie e através da manipulacao de grupos funcionais. (SONG et al., 2019)

Cheng et al (2019) reportaram o desenvolvimento de seda fluorescente, obtida através da alimentacdo
do bicho da seda (B.Mori) com CDs de grafeno e CDSe/Zn. Comparada a seda tradicional, a seda
modificada apresentou propriedade mecanica superior e estabilidade de fluorescéncia. Ja Yang & An
(2019), empregaram um método in-situ para carregar fibras de akund com CDs, o que resultou em

fibras fluorescentes.

A propriedade FL somada a biocompatibilidade e baixa toxicidade (NIE et al., 2020; KO et al., 2018;
SONG et al. 2019; ALAM et al., 2015), fazem desse material uma excelente alternativa para
aplicagdes nas areas biomédica e afins. (NIE et al., 2020; SONG et al., 2019; SONG et al., 2016;
ANUL et al., 2019; WANG et al., 2013)

Uma das aplicacdes investigada ¢ a agdo antiviral dos CDs. (DU et al., 2016; LIU et al., 2017;
IANNAZZO et al.,2018; LOCZECHIN et al., 2019; LIN et al 2019; HUANG et al., 2019) Loczechin
et al (2019) reportaram a eficacia de CDs funcionalizados contra o coronavirus humano (Cov-229 E),
o que de acordo com os autores se deve a interacdo dessa nanoparticula com a proteina S do virus.
Huang et al/ (2019) verificaram a eficacia antiviral dos CDs contra um amplo espectro de virus.
Segundo essa pesquisa, CDs impedem a infecc¢ao viral através da interacdo com os virions (particulas
virais fora de uma célula hospedeira). Du et al (2016) concluiram que células tratadas com CDs
podem inibir significativamente a replica¢do do virus pseudoraiva (PRV, empregado no estudo como
virus DNA-modelo) e virus da sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos (PRRSV, como virus

RNA-modelo). (DU et al., 2016)

A atividade antibacteriana dos CDs também tem sido pesquisada. Travlou et a/ (2018) investigaram
a eficacia bactericida de CDs dopados com S (S-CDs) e N (N-CDs) contra bactérias Gram-positiva
(Escherichia Coli) e Gram-negativa (Baccillus Subtilis). N-CDs foram mais eficazes na acao proposta,
o que foi atribuido principalmente a interagdo eletrostatica entre grupamentos amina e amida
protonados € a membrana celular lipidica das bactérias testadas. Somado a isso, segundo os autores,
a concentracdo minima inibitéria dos CDs foi comparativamente menor que a de antibioticos e
nanoparticulas de prata. (TRAVLOU et al., 2018) Mazumdar et al (2020) pesquisaram a eficacia
antibacteriana de CDs conjugados a peptideos e apontaram o potencial de utiliza-los como

antibioticos. Ja Marcovic et al (2019) reportaram a eficacia bactericida dos CDs encapsulados em
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matriz de polidimetilsiloxano por inativagdo fotodinamica, quando expostos a luz azul (470 nm),

devido a geracao de espécies reativas de oxigénio capazes de danificar as bactérias.

Além das atividades antiviral e antibacteriana, CDs t€ém sido investigados com outros propdsitos
biomédicos. Wang et al (2013) produziram CDs de grafeno com elevada fluorescéncia passivados
com PEG (polietileno glicol), para aplicagdao em sistema de liberacao controlada de farmaco. Guo et
al (2015) investigaram a produ¢dao do compoésito CDs/Carbonato de calcio para aplicagdo em
regeneragdo Ossea. Karthik et al (2013) propuseram um sistema foto-responsivo de liberacao
controlada de farmaco, empregando CDs combinados a quionolina. No ensaio in vitro, a eficiéncia
do complexo apds exposicao a radiagdo UV por 30 min, foi superior a acdo do farmaco livre. Song et
al (2016) desenvolveram CDs com emissdo fluorescente responsiva ao pH e a temperatura, para
potencial aplicagdo como biossensor. Arumugham et al (2020) e Cao et al (2007) investigaram o

emprego de CDs para aplicagdo em bio-imagem.

A capacidade de CDs de emitir fluorescéncia quando aderidos em suporte sélido depende da
dispersdo adequada, uma vez que a agregagdo tem um efeito de supressdo da emissdo fluorescente.
Como forma de evitar isso, Song et al (2019) funcionalizaram CDs com SiO: e dessa forma obtiveram
CDs em suporte solido para aplicacdo em LED. Alam ef a/ (2015) combinaram CDs a uma matriz
polimérica (poliacrilonitrila/poli(acido acrilico)) como estratégia para evitar agregagao, produzindo

mantas de nanofibras opticamente transparentes e fluorescentes. (ALAM et al., 2015)

Nie et al (2020) empregaram a mesma estratégia no desenvolvimento de mantas de nanofibras de de
poliacrilonitrila (PAN) incorporadas com CDs visando a produgdo de materiais antimicrobianos a
partir de inativacao fotodindmica. O material produzido teve elevada eficacia antibacteriana contra
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e Gram-Positiva (Baccillus
subtilis) quando exposto a luz visivel (A > 420 nm). Somado a isso, as nanofibras também foram

capazes de emitir fluorescéncia.

Fibras multifuncionais, como as contendo CDs, podem ser combinadas em estruturas maiores, como
fios/ filamentos continuos, que podem ser alternativas atrativas para aplicagdo biomédica, como

apresentado anteriormente no presente trabalho.
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4. Materiais e métodos °

4.1 Reagentes

Policaprolactona (PCL) (Mw ~80.000 g/mol), Acido Formico 98% (Sigma Aldrich, EUA). Casulos
de Bombyx Mori (B.Mori) (QYF, China). Etanol e CaCl, (Synth, Brasil), NaCO3; (Neon-Brasil).
Solu¢ao de proteina de seda, constituida por fibroina e sericina (Engenharia das Esséncias, Brasil).
Meio de cultura Dulbecco (DMEM-Gibco, EUA), soro fetal bovino (FBS), Tripsina (Sigma-Aldrich),
Peroxido de Hidrogénio (Synth). Fio de seda (dragline) da aranha (Nephila Clavipes, coleta abril
2020, Belo Horizonte, Brasil).

4.2 Extracio da sericina da seda

Com objetivo de remover a sericina da seda, os casulos de B. Mori foram submetidos a dois processos
de lavagem consecutivos em solugdo 0,1 % de Na>xCOs, a 100 °C, por uma lh (cada lavagem), em
uma relacdo de banho de 1:50 (m/v). Feito isso, o enxdgue das fibras foi realizado com adicao de
agua deionizada (DI) a 60 °C. As fibras foram secas em condi¢des ambientes e posteriormente levadas
a estufa 60 °C até que peso constante fosse atingido. (SHEN et al., 2018; MIN et al., 2004; MING et
al.,2014)

As fibras foram pesadas antes e ap0Os a lavagem/secagem, sendo a eficiéncia de remocao da sericina

calculada em 31,5 + 0,9% de acordo com Equacao 2:

Equacio 2

Mi — Mf
RSQT(%) = T * 100

na qual Rser refere-se a remogao da sericina (%), Mi ao peso inicial e Mf ao peso final apds a secagem.
Tal valor, de acordo com a literatura indica uma remogio adequada® da sericina. (KISHIMOTO et

al., 2017)

5 A metodologia adotada no trabalho foi resumida no fluxograma apresentado no Anexo I.
6 De acordo com Kishimoto et al (2017) considera-se adequada a remogao de sericina em torno de 30%.
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4.3 Solubilizacdo da seda

As fibras de seda, lavadas e secas, foram dissolvidas em um sistema ternario de CaCl,, C:HsOH, H,O
(razdo molar 1:2:8) por 1 h a 80 °C, como descrito na literatura. (LUO et al., 2018; ZHOU et al.,
2010) A solugao resultante foi vertida em membrana de celulose (Sigma-Aldrich 12-14.000 poro
molecular) e deixada em dialise em DI por trés dias, sendo a troca da agua efetuada a cada 12 h. Apds
esse procedimento, a solugao de fibroina de seda foi colocada em placa de Petri de polietileno e seca
em temperatura e condi¢des ambientes (25 °C). A concentracao (s, %) de fibroina de seda na solug¢ao
apos a didlise foi de 3,13 + 0,63% m/m, calculada de acordo com a equagdo 3, sendo o valor

encontrado muito proximo ao reportado na literatura’. (ZHOU et al., 2010)

Equacio 3

Mf
s(%) = ;- * 100

Na qual, Mf refere-se ao peso do filme seco e Mi o peso da solucdo apds a dialise.

4.4 Sintese CDs

A Figura 10 ilustra o processo de sintese dos CDs. Inicialmente, uma aliquota (25 mL) da solugdo
comercial de proteina de seda (Engenharia das Esséncias, Brasil) foi vertida em um béquer e levada
ao micro-ondas doméstico (800 w, Electrolux, Brasil) por 10 min na maxima poténcia. Apos resfriar
até a temperatura ambiente, DI foi adicionada ao pd marrom escuro resultante. A mistura foi
centrifugada (10000 rpm, 10 min), sendo o sobrenadante descartado e a solugdo restante filtrada
(filtros 0,5 e 0,025 um, Millipore), congelada em freezer doméstico e posteriormente a -80 °C e

liofilizada.

7 Zhou et al (2010) reportaram a concentragao de seda regenerada apds dialise em 3% m/v.
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Figura 10: Esquema da sintese CDs

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

4.5 Preparo das solucgoes de fiacdo

Pellets de PCL (0,1 g) e o filme de seda (0,1 g) foram dissolvidos separadamente em 10 mL de acido
formico sob agitagdo magnética em temperatura ambiente. Apos a completa dissolugdo, as solugdes
de PCL 10% (m/v) e seda 10 % (m/v) foram combinadas em diferentes proporg¢des v/v (30:70, 50:50,
70:30, 100:0) e mantidas sob agitacdo magnética até que estivessem homogéneas. As composi¢cdes

foram denominadas PCL/S 30:70, PCL/S 50:50, PCL/S 70:30 ¢ PCL/S 100:0.

Para o preparo das solugdes de fiagdo contendo CD, na solugdo de PCL/S 50:50 preparada como
descrito acima, foi incorporada 0,5-3% CDs m/m (em relacdo a massa de polimeros presente em
solu¢do), e mantida sob agitacio magnética até que estivesse homogénea. As blendas foram

denominadas PCL/S 0% CD, PCL/S 0,5% CD, PCL/S 1% CD, PCL/S 2% CD e PCL/S 3% CD.
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4.5. 1 Eletrofiagcao

Com objetivo de produzir fios continuos de nanofibras, foram investigados alguns dos sistemas
reportados na literatura (Figuras 1, 3 e 4) e que pudessem ser adaptados ao equipamento de
eletrofiacdo (INSTOR — Sistemas de Inspecao Robotica) disponivel no LEPCom. Dentre esses, o
método ilustrado na Figura 4 foi selecionado para dar continuidade ao trabalho, sendo possivel a
producdo de fios continuos de nanofibras em uma unica etapa (Anexo I). O conjunto foi montado no
proprio laboratério, sendo constituido por um funil de aluminio (70 mm de didmetro, 70 mm de
comprimento), aterrado, utilizado para coletar e torcer as nanofibras simultaneamente, e um carretel
giratorio empregado para coletar o fio (NF-Y) produzido. As solucdes de eletrofiacdo foram
colocadas em seringas de vidro de 10 mL, conectadas a agulhas de aco (0,8 mm) e posicionadas no
equipamento de eletrofiacdo a 15 cm de distdncia uma da outra e a 6-7 cm de distancia do coletor. As
taxas de ejecdo empregadas foram de 0,5 e 0,8 mLh!, e a diferenca de potencial de 29 kV, sendo
positiva em uma agulha e negativa na outra. Velocidades de rotacdo do funil coletor de 216 rpm
(minima), 288 rpm (média) e 320 rpm (maxima) foram usadas. A velocidade de rotacdo do carretel
foi mantida constante a 2 rpm. Um tubo isolante foi empregado para iniciar o processo de formacao

do fio. A Figura 11 resume a metodologia empregada na eletrofiagdo dos NF-Ys.

Mantas de nanofibras PCL/S foram produzidas empregando-se o método descrito acima, com uma
taxa de ejecdo de 0,8 mLh!, mas cobrindo-se o funil com papel aluminio, de forma que as nanofibras

pudessem ser coletadas sobre ele.

A fim de converter a conformagdo da seda presente nos fios de Silk I (amorfa) em Silk II (dominios
cristalinos) (NAZEER et al. 2019), tornando-as insoluveis em dgua, as amostras de mantas € NF-Y's
foram imersas em etanol por 15 min e secas em temperatura ambiente, como previamente sugerido

na literatura. (BOLAGH et al., 2019)
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Figura 11: Esquema da metodologia da eletrofiagdo dos NF-Yss.
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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4.6 Malharia

Os fios PCL/S 50:50 1% CD foram utilizados para a fabricagcdo do biotéxtil, através do processo de
malharia por trama monofrontura (4 canaletas) circular em dispositivo doméstico (i-cord) apresentado
na Figura 12. Para dar suporte ao fio durante o processo, um fio duplo de seda natural da aranha

(dragline Nephila Clavipes), foi empregado sem processamento/tratamento prévio.

Agutha Agutha

Paseadio —

Aguia sherts

_.Agulha fechada

l.."

Figura 12: Maquina de i-cord, (A) vista geral e (B) detalhe agulhas.
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4.7 Caracterizacio

4.7.1 Morfologia

O diametro dos fios foi determinado com auxilio de microscopia Optica (Leica DM 2500M) associada
ao software ImageJ (National Institutes of Health, EUA). O diametro de cada fio foi estimado como
a média de 15 pontos distintos a cada 20 mm no comprimento, medidos com auxilio do software

Imagel.

A morfologia, diametro das fibras e medida do angulo de tor¢do (relativo ao eixo horizontal) das
amostras foram investigados por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV- Fei Inspect S50), com
aceleracao de 10 kV. Previamente, as amostras foram fixadas aos suportes com auxilio de fita de
carbono e recobertas com ouro (SPI Supplies — Sputter coater). A média dos didmetros das nanofibras
foi determinada através da medida de 50 NFs aleatorias em cada imagem, através da utilizagdo do
software ImageJ. As imagens foram obtidas com aumentos de 1.000, 5.000 e 10.000 para nanofibras

em mantas ¢ NF-Ys, e também aumentos de 20.000 e 40.000 para fibras contendo CDs.

4.7.2 Parametros de tricotagem (malha)

A partir das imagens geradas por fotografia digital (Canon SX 500 IS) e com auxilio do software
Image J, os parametros de tricotagem foram determinados, sendo eles:
e Comprimento de ponto (malha), determinado pelo comprimento do fio contido em um ponto.
e Comprimento da carreira, sendo este obtido pela multiplicacdo do comprimento do fio em um

ponto multiplicado pelo nimero de pontos na carreira.

4.7.3 Microscopia Eletronica de Transmissdo

O tamanho das nanoparticulas CDs, bem como seu arranjo atdmico (d-spacing) foram investigados
por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET- Tecnai G2-20- FEI SuperTwin 200 kV). Para
isso, foi preparada uma suspensdo de 0,5 mg CD em 10 mL de DI, sendo essa levada ao ultrassom
por 10 min. Uma gota da suspensao foi depositada sobre o grid de carbono-cobre e seca em condigdes

ambientes, de acordo com os procedimentos adotados no Centro de Microscopia da UFMG.

4.7.4 FTIR e RMN
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As estruturas quimicas dos NF-Ys, bem como das nanoparticulas foram investigadas por
espectroscopia infravermelho (FTIR) (Nicolet 6700, Thermo Scientific), empregando o acessorio
ATR (reflexdo total atenuada), no modo absorcdo, na faixa de 4000-500 cm™!, com resolucdo de 4
cm . As amostras foram usadas sem preparo prévio. A estrutura quimica das nanoparticulas também
foi investigada por '*C RMN. Para isso foi preparada uma dispersdo de 0,1% CD em 4agua deuterada

(Sigma-Aldrich).

4.7.5 Ensaios mecanicos

As propriedades mecanicas dos fios desenvolvidos foram investigadas usando uma maquina de
ensaios universal (Instron 3300, modelo 3365, Instron, Norwood MA), com uma célula de carga de
20 N e velocidade de ensaio de 1,2 mm h!. Previamente ao ensaio, cada fio foi fixado em uma
moldura de papel com 20 mm de abertura (Figura 13), com auxilio de fita adesiva dupla-face. Pelo

menos trés amostras foram ensaiadas para cada condigdo investigada.

Moldura .;:‘"'

o

Figura 13: Amostra de NF-Y fixada na moldura de papel durante ensaio mecanico.

4.7.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Com o proposito de investigar as transi¢coes térmicas dos NF-Ys PCL/S foram realizadas andlises de

DSC. As analises foram conduzidas em equipamento SEIKO EXSTAR 7020. Amostras de 10 mg
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foram aquecidas de 10-300 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio

(30 mL/min).

4.7.7 UV-Vis e fotoluminenscéncia (FL) CDs e NF-Ys

O espectro de absor¢ao UV-Vis dos CDs foi investigado utilizando um espectrofotometro Shimadzu
2600 no modo varredura em 300-700 nm, empregando uma suspensido de CD em DI (1 mg mL ™). O
comportamento de fotoluminescéncia dos CDs foi investigado com um espectrofotdometro de
fluorescéncia (Cary Eclipse), modo escaneamento, no comprimento de onda entre 350-750 nm, com
incremento de 20 nm, sendo empregadas solugdes com pH neutro (1 mg mL™! CDs em 4gua DI), acido
(1 mg mL!' CDs em DI, pH 2,5, ajustado com solu¢do de HCI) e basico (1 mg mL™' CDs em DI, pH
12,0, ajustado com solugdo de NaOH). O comportamento de fotoluminescéncia dos fios foi
investigado através de microscopio de epifluorescéncia (510 META, Axiovert 200M, Zeiss), com
excitagdes em 488 nm (laser de argdnio) e 543 nm (laser HeNel). A intensidade da emissao de
fluorescéncia foi estimada como a média de 8 pontos ao longo do fio, baseado nas imagens obtidas e

processadas com auxilio do software Imagel.

4.7.8 Ensaios biologicos: Ensaio de Citotoxicidade

Para os ensaios bioldgicos foram empregados fibroblastos de pulmao humano (WI26). Células WI26
foram cultivadas em DMEM (meio eagle mod. Dulbecco) suplementado com soro fetal bovino (FBS),
em uma placa de 96 pocos, a 37 °C em incubadora com atmosfera 5% CO», até¢ 90% de confluéncia.
Em seguida, as cé€lulas foram desprendidas (tripsinizadas) do frasco de cultivo através da aplicacao
de solucdo de tripsina/EDTA, lavadas com PBS e re-suspensas no meio DMEM. O cultivo foi

incubado a 37 °C em atmosfera 5% CO:x.

Os NF-Ys foram esterilizados previamente, através de imersdao em etanol (15 min) e secagem em
capela de fluxo sob exposicdo de radiagdo ultravioleta (UV) por 15 minutos. (ZHANG et al., 2015;
YANG et al., 2017)

No ensaio foram empregados fios de PCL/S 50:50 e de PCL/S 50:50 contendo 0.5-3% CD. O controle
de vida empregado foi o meio DMEM suplementado 1% e o controle de morte H2O». No ensaio MTT,

o composto soluvel em agua brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, em células
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viaveis € convertido metabolicamente em um composto azul-violeta. A quantidade de células viaveis
¢ determinada pela intensidade da cor da solucao do cristal insolivel formado (formazan) diluido em

DMF, obtida através de medida fotométrica.

Aliquotas de fibroblastos (densidade celular 1x10° células/mL) foram semeadas em pogos de uma
placa de 96 pocos, e mantidas a 37 °C em atmosfera 5% CO,. Fios com 5 mm de comprimento foram
colocados nos pocos (um fio por poco) seguido de incubagdo nas mesmas condigdes. Apods a
incubagdo, os fios e 0 meio de cultura foram retirados, e os pogos “lavados” com PBS. Feito isso, 50
uL da solugdo de MTT (1 mg/mL em solugdo tampao de bicarbonato de s6dio) foi adicionado a cada
pogo. Apos incubagdo por 4 ha 37 °C, a solugdo de MTT foi removida dos pogos e 100 pL. de DMF
foram adicionados. Posteriormente, as solucdes resultantes foram submetidas a medida fotométrica
no comprimento de onda 550 nm (absorbancia), e os resultados comparados em relagdo ao branco. A
viabilidade celular foi calculada pelo software através da equagao 4.

Equaciio 4

Dopa

V(%)= Dopb

Onde Dopa ¢ a densidade 6ptica das amostras aferidas e Dopb densidade 6ptica do branco.

4.7.9 Analise estatistica

Ao longo desse trabalho, os dados quantitativos sdao apresentados como a média + desvio padrdo
(DP). A analise de variancia (ANOVA) foi empregada para determinar diferencas estatisticas (p <

0,05) entre os grupos. Todas as andlises estatisticas foram conduzidas com auxilio do software PAST.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de apresentar e discutir os resultados de forma mais clara, essa sessao foi subdivida em duas
etapas, sendo a primeira referente a investigacdo com foco no desenvolvimento dos fios de PCL/S; e
a segunda na produgdo e incorporagdo dos CDs na blenda PCI/S 50:50, e a confec¢ao do prototipo de
malha a partir dos fios PCL/S 1% CD.

5.1 NF-Y de PCL/S
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O presente subcapitulo abordara os efeitos da variacdo dos pardmetros de eletrofiacdo, como taxa de
ejecdo e velocidade do coletor, bem como dos parametros composicionais (razdao PCL/S), na

producao de NF-Ys.

5.1.1 Estrutura Quimica NF-Ys

Com o objetivo de confirmar a presen¢a do PCL e da seda nos NF-Y's foi realizada andalise de FTIR-
ATR. Como apresentado na Figura 14, a presen¢a do PCL ¢ indicada pela forte absor¢ao na regiao
de 1727 cm’, sendo esta associada ao estiramento da ligagio C=0O do grupamento carbonila e
referente a fracdo cristalina desse polimero. (KESEL et al., 1999) Ja a presenca de uma banda larga
em torno 3280 cm™!, associado a vibragdo de estiramento dos grupos N-H (amina) e O-H (hidroxila)
sugere a presenca da seda. (WANG et al.,2017; JIN et al., 2017; CHUANG et al., 2018; SUN et al.,
2015)

Geralmente, o espectro de proteinas no infravermelho apresenta bandas significativas de absor¢ao na
regido de 1700-1500 cm’!, sendo correspondentes a Amida I (1700-1600), Amida II (1600-1500) e
Amida III (1350-1200). (KAPLAN et al.,2008) Além de indicarem a presenca da proteina, absor¢des
nessa regido também fornecem informagdes sobre sua conformagdo, que pode variar de amorfa
(espirais aleatdrios) a dominios cristalinos (folhas-f). A regido relativa a Amida I € a mais utilizada
para determinar quantitativamente a estrutura secundaria de proteinas, pois 80% de sua absorcdo se
origina da vibragao de estiramento C=0. Ja a absor¢ao referente a Amida II, se deve principalmente
ao estiramento CN e NH. (KAPLAN et al., 2008) Folhas-B absorvem na regido de 1620-1634 cm’!
(AmidaI) e 1515-1534 cm™! (Amida IT). (WANG et al., 2017; HE et al., 2017; KAPLAN et al., 2008)
Como apresentado na Figura 14, os espectros de FTIR do NF-Ys contendo seda na composicao
apresentam duas bandas em 1634 ¢ 1520 cm™!, o que ndo apenas confirma a presenga da proteina nos
fios eletrofiados, bem como indica que o contetido est4 na conformagao folhas-f (CHEN et al., 2017;

KAPLAN et al., 2008), e logo € insoltvel em agua.
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Figura 14: Espectros FTIR-ATR dos NF-Ys PCL/S.

5.1.2 Morfologia e propriedades mecdnicas

No presente estudo, foram desenvolvidos NF-Y's hibridos constituidos por PCL/S, empregando-se a

técnica de eletrofiacdo em etapa tnica. O impacto nas propriedades mecéanicas e morfologia gerado
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pela propor¢ao de seda na blenda, variacdo na taxa de ejecdo e velocidade do coletor foi investigado.
As imagens dos NF-Ys, Figura 15 (A e B) e Figura 16, mostram que as nanofibras presentes nos fios
sao paralelamente orientadas e possuem um certo grau de tor¢do. Nanofibras com menores didmetros
foram obtidas através do processamento em fios comparadas as nanofibras processadas em mantas® .
Por exemplo, as medidas dos didmetros das nanofibras de PCL/S 30:70 e PCL/S 50:50 em mantas
foram de 706 = 382 nm e 534 + 209 nm, respectivamente (Tabela 1). J4 nas NFs em fios, o didmetro
obtido foi bem menor, conforme apresentado na Tabela 2. Na literatura, essa mesma tendéncia foi
observada na comparacao de nanofibras de PAN e PVDF-TrFe dispostas em fios e mantas. (LEVITT
etal, 2017)

Figura 15: Imagens obtidas por MEV das amostras de PCL/S 50:50 (A) NF-Y e (C) manta NFs; PCL/S 100:0 (B) NF-
Y e (D) manta NFs.

A influéncia da adi¢do de seda na morfologia das nanofibras foi estudada a partir da analise das
imagens de NFs em mantas, visando minimizar o efeito do estiramento secundario no didmetro das

NFs. De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, a adi¢do da seda resultou em NFs com

8 Diferenga estatisticamente significativa p<0,05).
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diametros maiores dos que os das NFs de PCL puro. Nazeer et al (2019) e Steftfi ef a/ (2018) também
observaram essa tendéncia de aumento do didmetro em fun¢ao da adi¢do de seda ao comparar fibras
de PCL puro e PCL/S. O aumento do diametro com a adi¢ao da seda pode ser devido a maior massa
molar da fibroina de seda regenerada solubilizada em 4cido féormico em relagdo a massa molar do
PCL solubilizado no mesmo solvente. Gil-Castel et a/ (2018) apontaram que apds o intervalo de
tempo minimo necessario a dissolugao completa do PCL em &cido acético/acido formico (1:1) a
massa molar do polimero caiu para 36000 gmol™!, sendo que antes do processo era 85000 gmol™. Ja
a massa molar da fibroina regenerada de seda, processada em condi¢des semelhantes’® as adotadas no
presente trabalho e solubilizada em acido férmico, foi relatada como sendo 65 KDa. Nesse sentido,
entende-se que o emprego do acido férmico como solvente pode acarretar certa degradacao do PCL,
sendo essa menos evidente para seda. (WANG et al., 2013) Outra possibilidade seria a de que o acido
formico seja um melhor solvente para seda do que para o PCL, resultando em maiores viscosidades.
De acordo com a literatura, polimeros com maior massa molar, € consequentemente com maior
viscosidade em solugdo, quando eletrofiados, tendem a resultar em nanofibras com didmetros maiores.

(GIL-CASTEL et al., 2018; LEVITT et al., 2018)

Tabela 1: Diametro NFs em mantas.

Média'® do didmetro de nanofibras

Estrutura Blenda Taxa de ejecao
(nm)
PCL/S 30:70 706,00 + 379,0
PCL/S 50:50 534,50 + 209,61
Manta 0,8 mL h'
PCL/S 70:30 328,50 + 91,33
PCL/S100:0 300,00 + 127,63

9 Dado reportado em Wang et al (2013), empregando seda do casulo de B. Mori desengomada em solugdo 0,5%
NaCO03, solubilizagdo CaCl,-EtOH-H»O (razao molar 1:2:8).
10 Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, exceto entre PCL/S 70:30 e PCL/S 100:0.
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Figura 16: NF-Ys velocidade de rotagdo 288 rpm (média), (A) PCL/S 50:50 (0.5 mLh™") e (B) PCL/S 70:30 (0,8 mL h"
1).

A adi¢dao de seda ao PCL mostrou uma tendéncia de aumento da resisténcia dos fios nas duas
velocidades do coletor testadas em relagao aos fios de PCL puro, como apresentado na Tabela 3 e nas
Figuras 17 e 18. No entanto, a varia¢do observada da resisténcia em funcdo da composi¢do (que ndo
segue uma relacdo direta) mostra que outros aspectos estruturais dos fios sdo importantes também,
como o didmetro das nanofibras nos fios. Agrawal ef al (2018) e Lv et al (2014) reportaram que
mantas de NFs PCL/S tiveram desempenhos mecanicos superiores comparadas as mantas de PCL
puro. A combinacdo do PCL com a seda também resultou em propriedades mecanicas superiores
quando comparadas a outras blendas contendo seda, devido ao balango adequado entre ductilidade e
resisténcia. Por exemplo, a resisténcia de NF-Ys de tropoelastina/seda (AGHAEI-GHAREH-
BOLAGH et al., 2019) produzidos empregando uma razdo polimero/polimero, concentragdao da
solugdo e angulo de tor¢ao semelhantes, foi em torno de 4,0 + 0,1 MPa (seca), enquanto no presente
trabalho foi de 19,68 + 4,91 MPa (velocidade média, taxa de ejecdo 0,5 mLh!) e 12,71 + 1,45 MPa
(velocidade média, taxa de ejecdo de 0,8 mLh™). A flutuagdo dos valores de deformagdo na fratura
em funcdo da composi¢do mostra também que outras caracteristicas estruturais dos fios (como o

didmetro das nanofibras) podem afetar essa propriedade mecanica.



Tabela 2: Didmetro NFs nos NF-Ys, Didmetro e angulo de tor¢do NF-Ys.
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Velocidade Taxa de
Estrutura Blenda

Diametro médio ''das

Diametro médio do fio

Média'? do angulo

rotagéo ejecao nanofibras NF-Y (nm) (um) de torgéo(°)
0,5 mL h! 289,00 = 69,06 121,42 + 18,01
PCL/S 30:70 11,05 = 1
0,8 mL h! 498,5 + 180,24 120,38 * 15,80
0,5mL h! 175,00 = 51,11 62,01 % 14,26
PCL/S 50:50 13,07 = 1,46
) 0,8 mL h! 252,00 + 57,00 76,89 £ 6,30
Min (216 rpm)
0,5 mL h! 250,00 % 50,42 164,91 + 25,57
PCL/S 70:30 7,03 = 3,1
0,8 mL h! 322,00 + 88,46 95,23 * 43,49
PCL/S100:0 0,5 mL h! 223,00 % 79,78 148,08 * 26,57
- 9,10 % 1,03
0,8 mL h! 247,00 % 74,07 144,16 * 33,45
NF-Y
0,5 mL h! 287,00 * 67,95 131,99 * 16,42
PCL/S 30:70 15,13 + 2,38
0,8 mL h! 300,50 + 81,44 122,90 + 17,81
0,5 mL h! 149,00 + 50,52 138,88 + 16,14
PCL/S 50:50 17,50 = 3,31
0,8 mL h! 156,00 + 38,74 113,65 * 18,42
Med (288 rpm)
0,5 mL h! 215,00 * 70,96 166,66 * 28,61
PCL/S 70:30 17,89 = 0,5
0,8 mL h! 251,00 * 59,24 133,81 + 24,62
PCL/S100:0 0,5 mL h! 148,00 + 60,37 202,22 + 13,65
- 20,04 + 1,69
0,8 mL h! 186,00 = 52,11 169,65 + 15,93

11 Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacao aos didmetros obtidos empregando as taxas de
ejecdo de 0,5 € 0,8 mLh! considerando a mesma composigdo, com excegdes dos NF-Ys PCL/S 100:0 (216 rpm) e

PCL/S 70:30 (288 rpm).

12 Média obtida em relagdo aos NF-Ys produzidos com as duas taxas de eje¢do empregadas para cada composigao.
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A variacdo na taxa de ejecdo da solugao polimérica empregada no processo de eletrofiagdo, de uma
forma geral, influencia a morfologia e didmetro das nanofibras, portanto ¢ fundamental que seja
avaliada. (BEACHLEY & WEN, 2009) No presente trabalho, o fluxo mais lento (0,5 mLh™") resultou
em fibras mais uniformes e com diametros menores, conforme apresentado na Tabela 2 e nas Figuras
19 e 20. Uma possivel razdo para isso é que o aumento da taxa de eje¢do de 0,5 para 0,8 mLh!
reduziria a densidade eletrostatica da solugdo, contribuindo para o menor estiramento do jato
polimérico, resultando em NFs com didmetros maiores comparadas as produzidas empregando a
menor taxa de ejecdo. (PARK et al., 2008; ANARAKI et al., 2014) Theron et al (2004) apontaram
que hé uma relacdo de dependéncia entre a densidade de carga volumétrica (p) e a taxa de ejegdo da
solucdo polimérica (Q), na qual p diminui em funcdo do aumento de Q. Os autores investigaram
solugdes poliméricas diferentes (PEO, PAA, PVA, PU, PCL em solventes diferentes) e relataram que
para todas elas, o aumento da taxa de ejecdo resultou na reducdo da densidade de carga volumétrica.
De acordo com esses autores, a diminui¢ao de p em fun¢do do aumento de Q se deve ao baixo tempo
de residéncia da solug¢do nas proximidades do eletrodo. De acordo com a literatura, o aumento da
densidade de carga resulta em nanofibras com didmetros menores. (FALLAHI et al., 2010;
CRAMARIUC et al., 2013) Outro fator que poderia justificar o aumento do didmetro das NFs devido
ao aumento da taxa de eje¢do, seria que ao empregar a maior taxa de ejecdo, uma maior quantidade
da solucdo polimérica ¢ ejetada por unidade de tempo, de forma que o balango de massa exige que o

excesso de material se acomode em nanofibras com didmetros maiores.

Geralmente, nanofibras com didmetros menores apresentam propriedades mecanicas mais elevadas
comparadas as fibras com didmetros maiores, devido ao maior grau de orientagdo molecular e
cristalinidade, como discutido no trabalho de Wong et a/ (2008). Steyaert et al (2013) argumentaram
que diametros menores poderiam favorecer a formacgao de cristais mais estaveis. A hipotese € que em
nanofibras com didmetros menores, o alinhamento compacto das lamelas e estrutura fibrilar contribui
para o melhor desempenho mecéanico. Com o aumento do didmetro, esse alinhamento diminui,
reduzindo o desempenho mecanico. (WONG et al., 2008) No presente trabalho, como no caso do NF-
Y PCL/S 30:70 (Figura 21), a reducdo significativa'® do didmetro, como mostrado na Tabela 3 e nas
Figuras 22 e 23, resultou em uma melhora significativa no desempenho mecanico do material. Nessa
composi¢io, o emprego da taxa de ejecio de 0,8 mLh'! resultou em NF-Ys com desempenho
mecanico inferior. Entretanto, empregando o fluxo de 0,5 mLh™! e considerando a mesma velocidade

de rotagdo do coletor, os NF-Ys apresentaram melhora nas propriedades mecanicas, sendo o

13 Diferenca estatisticamente significativa.
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desempenho superior aos outros NF-Ys testados. De uma forma geral, os NF-Ys produzidos com a
menor taxa de ejecdo, apresentaram maiores resisténcias e deformacdo comparados aos NF-Ys
produzidos com a taxa de eje¢do de 0,8 mLh™!, uma vez que apresentaram nanofibras com didmetros
menores, favorecendo o maior alinhamento molecular e grau de cristalinidade, resultando em mais

elevadas propriedades mecanicas.
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Figura 19: Influéncia da composi¢do PCL/S no didmetro das NFs manta (p») e nas NFs nos NF-Ys ,Mltaxa de ejegdo 0,5
mLh-' e @ptaxa de ejegdo 0,8 mLh-'. (A) NF-Ys produzidos com velocidade de rotagdo do coletor de 216 rpm e (B) 288
rpm.



Tabela 3: Propriedades mecanicas NF-Y PCL/S.
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Deformagéo na fratura__

Estrutura Blenda Velocidade rotagdo Taxa de ejecdo  Tenséo forga maxima (MPa) (%)
-1 17,58 + 5,92 9,7 + 1,38
PCL/S 30:70 0.5 mlL h
0,8 mL h-t 1,87 + 1,22 1,85 + 2,15
-1 6,84 *+ 1,80 40,78 * 24,82
PCL/S 50:50 oon h1 6,3 + 1,17 14,94 * 3,28
Min (216 rpm) 0,8 mL h o 1, , 3,
-1 12,71 + 1,33 23,56 * 7,33
PCL/S 70:30 0.5mLh
0,8 mL h' 6,59 * 3,94 17,90 + 8,73
PCL/S100:0 0,5 mL h-! 31 + 0,94 18,32 + 4,69
0,8 mL h' 1,15 + 0,81 20,12 + 1,35
NF-Y
-1 8,97 + 2,04 17,05 + 4,94
PCL/S 30:70 0.5mL h
0,8 mL h! 534 + 1,02 6,49 + 1,28
-1 19,68 + 4,91 51,34 £ 17,86
PCL/S 50:50 0.5 mL h- 1271 1 145 3484 1 907
Med (288 rpm) 0,8 mL h ) 1, ) 9,
-1 701 £ 11 49,62 * 13,27
PCL/S 70:30 0.5mL h
0,8 mL h' 9,16 + 2,94 21,79 £ 2,47
PCL/S100:0 0,5mL h' 564 + 0,11 19,35 + 4,93
0,8 mL h-"' 2,77 + 0,16 33,07 + 454
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Figura 20: Histogramas e imagens de MEV dos NF-Ys PCL/S 70:30 fabricados empregando a mesma velocidade de
rotagdo do coletor (minima, 216 rpm) com taxas de eje¢do diferentes. A, C, Ede 0,5mLh'e B, DeFde 0,8 mh.
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Conforme apresentado nas Tabelas 1 e 2, bem como nas Figuras 18,19 e 22, o diametro das NFs e o
desempenho mecanico dos NF-Ys também foram afetados pela velocidade de rotagdo do coletor. O
aumento da velocidade do coletor de minima para média resultou em fibras com diametros menores
e fios com mais elevados desempenhos mecanicos. Ao se considerar uma blenda de mesma
composi¢do, os diametros maiores foram encontrados nas NFs produzidas com a menor velocidade
de rotacdo do coletor. Um comportamento similar foi verificado em fibras de Poliamida 66 (HAJIANI

etal.,2012; HAJIANI et al., 2014) e PVDF-TrFe, PAN e PCL. (LEVITT et al., 2017)

Figura 21: Fotografia NF-Y PCL/S 30:70, taxa de eje¢do 0,8 mL h'!, velocidade de rotagdo 216 rpm.

No método de producdo do fio empregado nesse trabalho, as NFs sdo coletadas e torcidas
simultaneamente, sendo sujeitas a dois estiramentos simultaneos. O primeiro estiramento ocorre
quando a solugdo polimérica ¢ ejetada pela agulha, sendo estirada pela forga derivada do campo
elétrico. Quando atingem o coletor, a centrifuga¢do combinada a tor¢ao devido a rotagdo do coletor,
resultam em um estiramento secundario das NFs. (HE et al. 2017; LEVITT et al., 2017; JIN et al.,
2017; HAJIANI et al., 2012) Como apresentado na Tabela 2, o aumento da velocidade de rotagdo do
coletor resultou numa tendéncia de aumento do angulo de tor¢do, e consequentemente maior foi
estiramento da fibra. (HAJIANI et al., 2014) De uma forma geral'®, o aumento na velocidade do
coletor e consequentemente o aumento do angulo de tor¢ao, resultou em fios com maior resisténcia e
capacidade de deformacdo. Angulos de tor¢do maiores ocasionam estiramentos maiores durante a
producdo, resultando em NFs com didmetros menores (JIN et al., 2018), o que favorece maiores

alinhamento das cadeias poliméricas, grau de cristalinidade e a estabilidade dos cristais formados.

14 Com excegdo do NF-Y PCL/S 30:70 produzido com taxa de ejegdo 0,5 mLh™".
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Além disso, angulos de tor¢cdo maiores podem contribuir para maior coesdo das NFs no fio. Os
resultados indicaram que a combinagdo da estrutura molecular e arranjo das nanofibras no NF-Y

resultou em melhores propriedades mecanicas.

Conforme apresentado na Tabela 2, o &ngulo de tor¢ao dos fios variou entre as diferentes composigdes
de PCL/S investigadas, o que sugere que a morfologia do fio esta ligada a propor¢ao dos componentes
da blenda. Levitt et al (2017) investigaram a producdo de NF-Ys de diferentes polimeros e
verificaram que houve variagdo dos angulos de tor¢do entre eles, embora tenham sido produzidos
empregando os mesmos parametros de eletrofiagdo. Outro ponto interessante, foi que o aumento na
velocidade de rotacdo do coletor e logo do angulo de tor¢do, em geral, contribuiu para maior
deformagao na fratura, indicando que a estrutura molecular obtida nessa condi¢ao foi adequada para

promover melhorias na resisténcia bem como escorregamento das cadeias sob tensao.
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Figura 22: NF-Y PCL/S 30:70 velocidade de rotagio minima (216 rpm), (A, C) taxa de eje¢do 0,5 mLh! e (B, D) taxa
de ejecdo 0,8 mL h'!.
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De forma geral, como apresentado na Tabela 3, o aumento da velocidade do coletor resultou também
na reducdo da variacao da resisténcia o que pode ser observado pela redugao do desvio padrao. Esse
fato pode estar relacionado ao aumento das for¢as de coesdao entre as nanofibras no fio, que pode
aumentar a interagao lateral fibra-fibra, resultando em um comportamento mecanico menos disperso.
(LEVITT et al., 2017; HAJIANI et al., 2012) Nesse sentido, a tor¢do, mesmo quando pequena,
contribuiu para maior resisténcia dos NF-Ys PCL/S comparado, por exemplo, aos valores reportados
no trabalho de Yuan et a/ (2016) para nanofibras em mantas. Tais autores (YUAN et al., 2016)
reportaram resisténcia em torno de 4,403 MPa para fibras PCL/S (25:75) orientadas, enquanto no
presente trabalho, empregando uma razdo semelhante entre os polimeros (30:70), foi observado

resisténcia de 8,97 e 17,58 MPa (0,8 e 0,5 mLh!, respectivamente).

Entretanto, acima de um limite critico de tor¢do, pode haver redugdo nas propriedades mecanicas,
como foi observado nos NF-Ys de PCL/S 70:30 produzidos com a menor taxa de eje¢ao. Nesse caso,
a tensao maxima foi de 12,71 = 1,33 MPa ¢ 7,01 £ 1,10 MPa, nas velocidades de 216 e 288 rpm,
respectivamente. Uma provavel explicagdo para esse comportamento ¢ de que, na maior velocidade,
as forgas normal e de fric¢do resultantes da tor¢do excessiva para essa composi¢cdo, aumentem a
rugosidade e danifiquem as superficies das fibras. Comportamentos similares também foram
relatados para fios de Poliamida 66 (HAIJANI et al., 2012), PVDF-TrFe, PAN, PCL (LEVITT et al.,
2017).Jin et al (2017) eletrofiaram NF-Y's de polissulfona amida (PSA) e reportaram que um aumento
na velocidade do coletor de 20 para 40 rpm resultou na reducao do didmetro das fibras bem como na
melhoria do desempenho mecanico. Entretanto, em velocidades maiores, foi observada reducio da

resisténcia dos NF-Ys.

As Figuras 23 e 24 mostram as curvas representativas tensao vs. deformac¢ao dos NF-Y, nas quais ¢
possivel visualizar o impacto do conteudo de seda, da taxa de ejecdo e velocidade de rotagdo do
coletor no comportamento mecanico dos NF-Y PCL/S. A partir da articulagdo dos dados coletados
foi observado que tanto a propor¢ao de seda na blenda bem como a reducdo do diametro das
nanofibras nos NF-Ys, sendo essa decorrente da redug¢do da taxa de eje¢do, e/ou aumento da
velocidade de rotacdo do coletor, angulo de tor¢do, e/ou da composi¢do, influenciaram de maneira
determinante o desempenho mecéanico dos NF-Ys. Dentre as blendas investigadas, a propor¢ao de

PCL/S 50:50 demonstrou o melhor balango entre processabilidade (continuidade do processo sem
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quebras recorrentes), propriedades mecanicas, maior uniformidade nos resultados (redugao do desvio

padrdo) e morfologia.

a) PCL/S 30:70 0.8 mL h
——b) PCLS 30:700.5mL h !
4 b) e) PCLIS 70:30 0.6 mL h ™

—d)PCL/S 70:30 0.8 mL K '
e) PCL/S 50:500.5mLh !
15 —fPCL/SS50:5008mLHK ™
—— g)PCL/S 100:0 0.5 mL h
= 1} PCL/S 100:0 0.8 mL h 7

c)

10

Tensao (MPa)

&0 80 100

Deformacao (%)

Figura 23: Curvas Tensdo (MPa) x Deformacgéo (%) para NF-Y PCL/S. Velocidade de rota¢do do coletor minima (216
pm).
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Figura 24: Curvas Tensdo (MPa) x Deformagdo NF-Y PCL/S, velocidades de rotagdo do coletor média (288 rpm).

5.1.3 DSC

A técnica DSC foi empregada com o propdsito de investigar as transi¢des térmicas das amostras
produzidas. Como apresentado nas Figuras 25-26 e Tabela 4, todos NF-Y's contendo PCL apresentam
um pico relativo ao ponto de fusdo (7r) do PCL em torno de 46-50 °C. Observa-se que, com 0 aumento
do contetudo de seda na estrutura, ocorre a redugdo das entalpias de fusdo e de cristalizagdo (durante
o resfriamento, Figura 25 B), o que pode ser devido a redugdo do contetido de PCL no material. Pode-
se perceber pelos dados da Tabela 4 que os valores das entalpias de fusdo e cristalizacdo sd3o mais
baixos do que seriam no caso de uma simples questdo de proporcdes. Ou seja, por exemplo, a entalpia
de fusdo da blenda PCL/S 50:50 (29,68 mJ/mg) ¢ menor que a metade do valor da entalpia de fusao
para PCL/S 100:0, sugerindo que a presenga das cadeias poliméricas da seda tenha dificultado o
processo de empacotamento e cristalizagdo das cadeias de PCL. Nao ha alteracdes significantes das

temperaturas de fusdo e cristalizagdo para as diversas blendas, como apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4: Temperaturas de fusdo (7%), vitrea (7y) e de cristalizagdo (7¢) de NF-Ys PCL/S.

1 ° Aquecimento Resfriamento 2.
Aquecimento
AHf
Blenda AHf (mJ/mg) Ti (°C) T9(°) AHc (mJ/mg) Tc (°C) (mJ/mg) T: (°C) T4 (°C)
PCL pellets 74,81 48,9
PCL/S 30:70 23,44 47,65 15,01 21,69 18,86 46,73 175
PCL/S 50:50 29,68 49,39 - 25,19 21,64 29,1 46,92 175
PCL/S 70:30 51,54 49,24 _ 39,51 20,8 47,74 47,84 _
PCL/S 100:0 83,93 50,83 62,04 19,04 73,24 47,01

De acordo com os dados de entalpia de fusdo e 7y mostrados na Tabela 4 e Figura 25 A, o NF-Y
PCL/S 100:0 apresentou maior cristalinidade comparado aos pellets de PCL puros (e Anexo III). J&
Kolbuk et al (2017) e Wang et al (2013) reportaram que nanofibras de PCL apresentavam menor
cristalinidade de que o material ndo processado por eletrofiacdo. De acordo com Wang et al (2003)
no processo de eletrofiacdo, a velocidade relativamente elevada de evaporagdo do solvente poderia
limitar a capacidade das cadeias poliméricas de se reorganizarem, nuclearem e se cristalizarem.
(WANG et al., 2013) Entretanto, no presente trabalho, o método empregado na produgdo do NF-Y,
no qual as nanofibras sdo submetidas a dois estiramentos simultdneos (primario e secundario) pode

ter contribuido para maior cristalinidade do material.

Na curva referente ao NF-Y PCL/S 30:70, no primeiro aquecimento (Figura 25), ¢ observado, além
do pico endotérmico referente ao PCL, um outro pico endotérmico em torno de 110 °C que pode ser
atribuido a eliminacdo de agua presente no conteudo de seda. Esse mesmo pico ndo aparece no
segundo aquecimento (Figura 26), o que reforca a hipdtese de que seja devido a eliminagdo de agua.
Kameda e Tsukada (2006) reportaram um pico endotérmico em torno de 80 °C na curva de DSC da
fibra natural no primeiro aquecimento, sendo que o mesmo ndo foi identificado no segundo

aquecimento.
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Figura 25: Curvas de DSC para NF-Y PCL/S (A) primeiro aquecimento e (B) resfriamento, a) PCL/S 30:70, b)PCL/S
50:50, ¢) PCL/S 70:30 e d) PCL/S 100:0.
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Figura 26: Curvas de DSC NF-Y PCL/S segundo aquecimento (A) , a) PCL/S 30:70, b)PCL/S 50:50, ¢) PCL/S 70:30 ¢
d) PCL/S 100:0. e (B) segundo aquecimento, indicacdo 7T, a) PCL/S 30:70 e b) PCL/S 50:50.
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Conforme apresentado na Figura 26 B, no segundo aquecimento, apds a eliminagdo de agua, ¢
possivel identificar a Ty em torno de 175 °C, relativa a seda nas curvas referentes ao PCL/S 30:70 e
PCL/S 50:50. Tal informagao estd em conformidade com o reportado por Hu et al (2010). Ja a Tt
referente a fusdo da porgdo cristalina da seda ndo pode ser observada empregando a técnica
convencional de DSC, uma vez que nao ¢ possivel separa-la da degradacgdo. (CEBE et al., 2013) De
acordo com Cebe et al (2013) as ligacdes entre cadeias sdo tao fortes, que as ligacdes covalentes

comegam a serem rompidas antes que a fusao aconteca.

Nas curvas referentes ao segundo aquecimento, nota-se a presenca de duas bandas endotérmicas, a
primeira em torno de 50 °C, relativa ao 7r do PCL, e uma segunda em torno de 285-289°C referente

a degradacdo térmica da seda. (HU et al., 2010; QUIAO et al., 2009)

5.2 NF-Ys incorporados com CDs (Pontos Quéanticos de Carbono)

O presente subcapitulo abordara a avaliacdo dos CDs produzidos, bem como os efeitos da sua
incorporagdo (0.5-3% m/m) nos fios de PCL/S 50:50. O efeito da variacdo da velocidade de rotacao

do coletor (288-320 rpm) nas propriedades dos fios também sera abordado.

5.2.1 Estrutura Quimica

As analises de FTIR foram realizadas com o propdsito de investigar os grupos funcionais presentes
na superficie dos CDs, bem como a interagdo das nanoparticulas com os polimeros empregados (PCL
e seda) nos NF-Ys. Como apresentado na Figura 27 A, os CDs apresentam uma banda alargada de
absor¢do na regido de 3500-3100 cm!, sendo essa atribuida as vibragdes dos grupamentos O-H (3360
cm™) e N-H (3236 cm™). (KO et al., 2018; NIE et al., 2020; ALAM et al., 2015) A presenca da banda
estreita e intensa em 1654 cm™! se deve a formagdo do grupamento insaturado C=C (KO et al., 2018),
o que também ¢ indicado no espectro de UV-Vis (transi¢ao n-m). Bandas em 1543, 1461-1420 ¢ 1320
cm™! sdo atribuidos as vibragdes dos grupamentos N-H e C-N. (KO et al., 2018; NIE et al., 2020) A
banda em 1390 cm™! pode ser relacionado a vibragio de estiramento simétrico dos Anions carboxilados
(-COO-). (JIN et al., 2017) A presenga dos grupos C-O-C e C-O ¢ sugerida pelas bandas em 1216 ¢
1068 cm™!, respectivamente. (KO et al., 2018) Como verificado nos espectros de FTIR, a seda é um

material no qual estdo presentes grupamentos amida, amina e carboxila. Sendo assim, CDs derivados
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da seda possuem um elevado niimero de unidades de oxigénio e nitrogénio (O-H e N-H) (CHUANG

et al., 2018) nas superficies.

A estrutura quimica dos CDs também foi investigada por '*C RMN, tendo em vista que essa técnica
permite distinguir a hibridizacdo de carbonos nos CDs. (QU et al., 2012) Conforme apresentado na
Figura 27 B, sinais de ressonancia bem resolvidos correspondentes a carbonos em hibridizacao sp3
sao observados em 16,2-72,9 (QU et al., 2012; WU et al., 2017), incluindo os residuos dos
aminodcidos B-alanina (16.2) (HIJIRIDA et al., 1996), a- glicina (43.9) (HIJIRIDA et al., 1996;
CHUANG et al., 2018) e alanina (50.2) (HJIRIDA et al., 1996). Os picos entre 115,5-175,7
atribuidos aos carbonos em hibridizacao sp2. (DEVI et al., 2017; QU et al., 2012) Dentre esses, 0s
picos entre 168,4-175,7 sao relativos as carbonilas (DEVI et al., 2017), como picos 171,5 associados

a glicina e 175,7 alanina. (HIJIRIDA ef al., 1996)

A Figura 28 A apresenta os espectros dos NF-Y's com e sem adi¢do de CDs. Para todas as amostras
sd0 observadas duas bandas em 2947 e 1727 cm’', sendo essas atribuidas aos estiramentos das
ligagdes C-H (JIN et al., 2017; CHUANG et al., 2018) e C=O (carbonila), respectivamente do PCL.
Uma banda larga em 3280 cm™!, e duas bandas em 1634 e 1520 cm’!, sugerem a presenca de seda da
matriz polimérica, sendo atribuidos aos grupos N-H, Amida I e Amida II, respectivamente.
(KAPLAN et al., 2008; ZHAO et al., 2010) Os espectros dos fios com e sem adicdo de CDs sdo
similares, tendo em vista que compartilham em suas estruturas grupos funcionais semelhantes e logo
absorvem em regides proximas. Entretanto, como mostrado na Figura 28 B, a absorc¢do da banda 1634

cm™!

sofre uma pequena alteragdo comparada aos NF-Ys PCI/S sem CDs, sendo visivel o
aparecimento de um degrau em 1686 cm™!, que se torna ainda mais evidente na amostra com maior
conteudo de CDs. Tal modificacdo pode indicar o grupo C=C presente nos CDs (MISHRA et al.,
2016), sugerindo a presenga dessas nanoparticulas nos NF-Ys. Alam et a/ (2015) também
identificaram uma mudanca sutil no espectro de FTIR referente a nanofibras de PAN/PAA contendo

CDs, porém em 1548 cm’.
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5.2.3 Propriedades opticas

Nesse trabalho, foi investigada a produgdo ambientalmente amigavel de CDs, empregando proteina
de seda como precursor e pirdlise em micro-ondas, processo que oferece vantagens como curto tempo

de reacdo e purificagdo facilitada. (KO et al., 2018)

Conforme apresentado no espectro UV-Vis, Figura 29 A, sdo visiveis duas bandas tipicas de absor¢ao
relacionada aos CDs. O pico estreito observado em 253 nm pode ser atribuido a transi¢do n-n* do
grupamento C=C. (ZUO et al., 2019; KO et al., 2018; SONG et al., 2019) A banda alargada em 323
nm ¢ associado a transicdo n-n* da carbonila (C=O) presente nas superficies dos CDs (KO et al.,

2018; ZUO et al., 2019; SONG et al., 2019), e também indicado por '*C RMN.

A capacidade de fotoluminescéncia dos CDs também foi investigada. Os espectros de fluorescéncia,
Figura 29 B, mostram maior intensidade de emissdo em 400-475 nm, regido do espectro
eletromagnético que corresponde a luz azul. Sob iluminacao natural, a solu¢do de CDs apresenta uma
tonalidade amarelo claro, e exposta a luz UV (365 nm) apresenta uma tonalidade azul-esverdeada.
(KHOOSE et al., 2018) Comportamentos similares a esse foram reportados para CDs derivados de
seda, bem como da sericina da seda. (KO et al., 2018; CHUANG et al., 2018) Além disso, também
pode ser observada emissdo de baixa intensidade em 680 nm, comprimento de onda correspondente

ao vermelho do espectro eletromagnético.



75

- 5
= .
- e
= LN
E -E
C
E =
(=
<L
Jlélﬂ r -‘k‘[ﬂ ) spo 2490 400 450 500 550 €00
OGN 85 6A08 (V) Comprimento de onda (nmj
C B ——pH neujm {7 : — pH neutro (7) D
P pH basico (12) —— pH béasico (12}
/ , pH acido (2.5) pH dcido (2.5)
.I'-Ll' .-'Ir-.'
i \ 3
2 / A =
= ! ! =
e / Y (TR ]
] ! g
m f = I
h=] i L I
[ f 4 \
5 / \ $ \
£ £ :
i \ .l.
__.-" : / 3 -K_..""-,_._ _—_~—_-._.\_H__\:_\_ \ — _\_\___\7/ 1
: : : - '_'——I—._. - o

T
400 500 a0 as0 E8D ] T

Comprimento de onda (nm) Comprimenio de anda (nm})

Figura 29: (A) Espectros UV/Vis de dispersdes aquosas dos CDs, (B) Espectros de fluorescéncia (emissdo) dos CDs em
meio neutro (pH 7), (C) reducdo da intensidade de fluorescéncia dos CDs em meio acido (amarelo, pH 2,5) e basico
(vermelho, pH 12,0), (D) aumento da intensidade de fluorescéncia dos CDs na regido 620-720 nm em meio acido

(amarelo, pH 2,5) e basico (vermelho, pH 12,0).

A variagdo do pH de neutro (7) para acido (2,5) e basico (12) resultou na reducao da intensidade de
emissao fluorescente nos comprimentos de ondas entre 400-500 nm (Figura 29 C). A parte disso,
nenhuma mudanca foi observada nessa regido. ROSHNI et al/ (2019) e ZHU et al (2013) também
reportaram redu¢do na intensidade da fluorescéncia dos CDs devido a mudanca no pH. Ja na regido
entre 600-740 nm, a intensidade de emissdo aumentou nos pHs acido e basico em relacdo ao
observado no pH neutro (Figura 29 D). Somado a isso, houve uma mudanca do pico de 620 nm (pH
neutro) para 720 nm em pH 4cido e basico. Tal mudanca pode ser devido a formacao de aglomerados

gerando o fendomeno de emissdo induzida por agregagdo (EIA). (LUO et al., 2001; LI et al., 2017)
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Yang et al (2019) reportaram que a formagao de aglomerados resultou na anulagdo da emissdo azul
e aumento da emissao vermelha devido ao empilhamento n—x e limitagdo da rotacao intramolecular
em torno das ligagdes dissulfeto. Li et al (2017) verificaram uma mudanga na emissao fluorescente
de 455 para 595 nm, o que foi atribuido a formagao de aglomerados de CDs devido ao aumento da
concentracdo dessas particulas em solu¢do. Diferentes fatores podem influenciar a formagdo de
agregados, entre eles, grupos funcionais, polaridade e pH. (LIU et al., 2016) Bhunia et al (2013)
verificaram que a emissdo vermelha fluorescente de nanoparticulas de carbono era estavel apenas em

meios com elevada acidez, ja em pH neutro e basico a emissao se tornava verde.

A adicdo de CDs a blenda PCL/S resultou em NF-Ys com elevada fluorescéncia tanto verde, sob
excitagdo a 488 nm (laser de argdnio) quanto vermelha, sob excitacdo em 543 nm (laser HeNel),
conforme mostrado na Figura 30. Conforme apresentado na Tabela 5 (¢ Anexo IV), a maior
intensidade de emissdo'®, foi observada no fio PCL/S 1% CD, seguida pela amostra contendo 2% CD.
A intensidade mais baixa foi verificada no fio PCL/S 3%. Para que CDs sejam capazes de emitir
fluorescéncia quando ancorados em suporte solido, ¢ fundamental que estejam dispersos e que o
confinamento quantico seja preservado. (ALAM et al., 2015) A equivaléncia quimica entre os CDs
derivados da proteina de seda e a fragdo de seda presente nos NF-Ys (como apresentado na analise
de FTIR), provavelmente favoreceu a dispersdo adequada dos CDs na matriz polimérica, o que

resultou na elevada fluorescéncia.

Uma dispersao eficiente evita a transferéncia de energia entre nanoparticulas vizinhas, a denominada
ressonancia de Foster, mantendo, dessa forma, a capacidade de emissdo de fluorescéncia. A matriz
polimérica pode atuar como um agente de estabilizacdo, evitando a formagdo de agregados. Dessa
forma, essa pode ser uma estratégia interessante para processar esse tipo de material, sem que haja

perda das propriedades fotoluminescentes. (GANGULY et al., 2019)

Entretanto, se hd excesso de CDs, como pode ser o caso do NF-Y PCL/S 3% CD, pode ocorrer
redu¢do da emissdo fluorescente devido a agregacdo das nanoparticulas, interagdes m-m e

empilhamento.

15 A média da intensidade de emissdo fluorescente foi calculada no software Imagel através da selecdo de oito ROIs
(regides de interesse) nas imagens obtidas por microscopia de epifluorescéncia. A diferenca estatistica foi verificada no
software PAST, através de analise ANOVA, sendo a diferenga entre grupos apontada pela analise de Tukey. Na Tabela
5 sdo apresentados os dados da emissao fluorescente dos NF-Ys PCL/S/CD.
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Figura 30: Fluorescéncia de NF-Ys PCL/S 50:50 (A e B) 0,5% CD, (C e D) 1% CD, (E e F) 2% CD, (G e H) 3% CD.
Emissao fluorescente verde decorrente de excitagdo em 488 nm e vermelha, relativa a excitacdo em 543 nm.
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Tabela 5: Varia¢ao da intensidade de emissdo fluorescente dos NF-Y PCL/S/CDs. (A) verde, excitacdo em 488 nm e
(B) vermelha, excitacdo em 543, p < 0,05 diferenca estatisticamente significativa.

Composigéo Intensidade média verde (u.a) Intensidade média vermelha (u.a)
p=4,569"" p=2273"1"
PCL/S 0.5% CD 2262,57 + 119,16 2143,31 £ 166,27
PCL/S 1% CD 3126,52 + 100,32 3061,01 + 139,57
PCL/S 2% CD 2439,49 + 50,85 2412,96 + 156,3
PCL/S 3% CD 2033,54 + 153,91 1746,00 + 208,21

Mantas de nanofibras de PAN/CD mostraram-se fluorescentes sob excitagdio UV (405 nm) no
trabalho de Nie et al (2019). Alam et al (2015) também reportaram a capacidade de mantas de
nanofibras de PAN/PAA contendo CDs de emitir fluorescéncia. Tal propriedade pode ser empregada
em biomateriais como alternativa de baixa toxicidade comparada aos pontos quanticos convencionais,
sendo aplicaveis, por exemplo, no monitoramento da degradagdo de scaffolds in vivo, através de
métodos nao invasivos (ZHENG et al., 2015), tendo em vista que ensaios de fluorescéncia sao simples,

rapidos, de baixo custo, e oferecem baixo risco de danificar as células. (SAHOO et al., 2019)

5.2.4 Morfologia e arranjo atémico nos CDs

Como mostrado na imagem MET da Figura 31 (A e C) foram obtidas nanoparticulas (CDs) dispersas,
com formato quase esférico. Através do processamento da imagem 31 A no software Imagel, o
espacamento interplanar foi estimado em 0,27 nm. Guo et al (2015) verificaram essa mesma distancia
em CDs com arranjo latico distorcido. O didmetro médio das nanoparticulas (Figura 31 B) foi
estimado em ~ 9,4 nm, o que demonstra potencial para aplicacdo em biomateriais. De acordo com Ko
et al (2018) por nao serem biodegradaveis, CDs para uso em biomateriais devem ter menos de 10 nm,

para serem passiveis de eliminagdo pelos rins evitando bioacumulag¢do no organismo. (KO et al., 2018)
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Figura 31: (A) Imagem de MET CD empregada para o calculo do espagamento interplanar (regido indicada pela seta e
demarcada pelo retangulo inserido na imagem). (B) Histograma dos didmetros de CDs e (C) Imagem de MET de CDs.

7.2.5 Morfologia e propriedades mecdnicas

Como mostrado na Figura 32 (B e C), a morfologia dos fios de PCL/S CDs consiste em fibras
alinhadas e orientadas, com superficies lisas. Nao foram observados beads ou a presenca de
aglomerados, o que indica que os CDs foram dispersos na matriz polimérica (Figura 33). Verificou-
se que a adicdo de CDs ao NF-Ys de PCL/S reduziu significativamente'® o didmetro das nanofibras,

quando comparados ao fio sem CDs. Por exemplo, o didmetro médio das nanofibras foi estimado em

16 Diferenca estatisticamente significativa.
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112 £ 28,34 nm e 180,5 £ 55,3 nm, para PCL/S 3% CD e PCL/S 0% CD, respectivamente. A presenga
de grupos funcionais protonaveis na superficie dos CDs pode ter contribuido para redugdo do
diametro das nanofibras, devido ao aumento da condutividade da solucdo de -cletrofiagao,

favorecendo com isso o aumento do estiramento das nanofibras durante o processamento.

Lee et al (2016) também observaram a redugao do didmetro em nanofibras de Queratina/PVA devido
a incorporacdo com CDs. Cheng ef al (2019) verificaram que fibras de seda obtida de bichos da seda
alimentados com pontos quanticos de grafeno eram mais finas comparadas as fibras convencionais.
Ja Nie et al (2020) verificaram que a inclusdo de CD em nanofibras de PAN resultou no aumento do
didmetro. Somado a isso, os mesmos autores verificaram a presenca de aglomerados nas superficies
das fibras. Entretanto, Alam ef a/ (2015) ndo observaram diferengas na morfologia em fibras contendo

CD comparadas as fibras sem adi¢ao dessas nanoparticulas.

Figura 32: Imagens MEV de NFs nos NF-Ys PCL/S 50:50 (A) 0% CD, (B) 1% CD e (C) 3% CD.
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Figura 33: Imagens MEV de NF-Ys PCL/S 50:50 (A)1% CD e (B) 3% CD.

Além de contribuir para redu¢do do didmetro nas nanofibras e sua variagdo, a adi¢do de 1-2% CD
melhorou significativamente a resisténcia dos NF-Ys, comparado aos fios sem CDs, conforme
apresentado na Tabela 6. A resisténcia do fio contendo 1% CD aumentou em torno de 2,7 vezes
comparado ao fio sem CD. De acordo com Matsumoto et al/ (2013), a combinacao das forgas de
cisalhamento e campo elétrico resultam em nanofibras nas quais os nanofillers (nanocargas) se
encontram orientados no sentido do comprimento, como ilustrado na Figura 34, o que, por sua vez,
pode ser traduzido em melhores propriedades mecanicas. Nanofibras de PAN contendo 2,5% de CDs
demonstraram maior resisténcia comparadas as fibras sem CDs. (NIE et al., 2020) Cheng et al (2019)
também verificaram o aumento da resisténcia em fibras de seda contendo CDs, comparadas a fibras
convencionais. Gobi ef al (2017) reportaram que a adicdo de CDs em matriz epdxi resultou em um

aumento da resisténcia em torno de 2,25 vezes, em relacao a resina sem CDs.
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Figura 34: Organizacdo CDs durante o processo de eletrofiagdo e no NF-Y.

A melhoria das propriedades mecanicas observadas com a adicdo dos CDs também pode ser
decorrente do contato adequado entre a matriz polimérica e o nanofiller. Tal melhoria no desempenho
mecanico pode ser devido ao contato interfacial adequado entre CDs e a matriz polimérica,
particularmente com o componente seda do NF-Y que possui grupamentos quimicos similares aos
presentes na superficie dos CDs. A presenca dos grupos funcionais carboxila e hidroxila na superficie
dos CDs pode favorecer a ligacdo na interface com a matriz polimérica, o que resultaria no melhor
desempenho mecanico. (MATSUMOTO et al., 2013; PARDO et al., 2013) Somado a isso, a elevada
area superficial dos CDs favorece a interface eficiente com matriz polimérica, facilitando dessa forma

a transferéncia do carregamento da fase macia (polimérica) para a fase rigida (nanoparticula).

(GANGULY et al., 2019)

Entretanto, no presente trabalho, a adicdo de CDs em 3% (Figura 35) resultou na reducdo das
propriedades mecanicas dos NF-Ys. O conteudo mais elevado de CDs, considerado nesse caso o
componente rigido do composito, pode limitar o movimento e deformacao das cadeias poliméricas,
resultando na queda da resisténcia. (GOBI et al., 2017) O efeito positivo da adicdo de fillers a
nanofibras poliméricas depende, entre outros fatores, de uma dispersao adequada. O elevado conteudo
de CD pode resultar em uma dispersao ineficiente, como sugerido pela menor intensidade de
fluorescéncia desse NF-Y, reduzindo o contato entre o filler e a matriz polimérica, resultando em
mais baixas propriedades mecanicas. (MATSUMOTO et al., 2013) Matsumoto et al (2013)
verificaram que a adi¢do de outro nanofiller derivado do carbono (nanoribbon de grafeno) a NFs de
PAN acima de uma determinada fragao % resultou na formagao de aglomerados, e consequentemente
uma redug¢do nas propriedades mecanicas. Gobi et al (2017) verificaram que a adi¢do de CDs a resina
acima 2,5% reduziu a resisténcia do material. Khose et a/ (2018) também verificaram que a aplicagao
de revestimento contendo CDs, acima de um numero critico de camadas, ocasionou perda nas

propriedades mecanicas.
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Figura 35: Imagem MEV de NF/Y PCL/S 3% CD

Tabela 6: Propriedades mecanicas NF-Ys PCL/S 50:50 com CDs.

Composicdo  Velocidade rotagéo Tensdo maxima (MPa) Tensé&o de ruptura (MPa) —
12,71+ 1,45 11,96 + 1,51
0% CD
15,26 + 0,56 14,24 +5,09
0,5% CD
Med (288 rpm) 3491+ 57 29,51 +5,73
1% CD
22,71 + 3,37 27,66 + 3,58
2% CD
4,77 £ 0,48 4,71 £0,46
3% CD
5,86 + 0,54 5,54 +0,82
0-CD%
4,97 + 0,73 4,75 +0,78
0,5% CD
Max (320 rpm) 16,48 + 0,54 16,17 £2,14
1% CD
14,74 + 1,64 14,74 +2,06
2% CD
11,7 £ 0,66 11,49 £1,73

3% CD
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A Figura 36 mostra as curvas representativas tensao vs. deformacao dos NF-Ys PCL/S/CDs obtidas
nas velocidades de rotacdo do coletor 288 rpm e 320 rpm. A resisténcia dos NF-Ys também foi
influenciada pela variagdo da velocidade de rotacdo do coletor. De forma geral, fios produzidos na
velocidade média (288 rpm), com e sem adi¢ao de CD, mostraram melhor desempenho mecanico,
conforme apresentado na Tabela 6 e nas curvas de ensaio mecanico (Figura 36). Entretanto, o
aumento da velocidade para 320 rpm, resultou na queda em rela¢ao ao desempenho mecanico, como
apresentado na Tabela 6. Acima de um limite critico de torc¢ao, as for¢cas normal e de fric¢do podem
danificar a superficie da fibra, reduzindo a resisténcia. (HAJIANI ef al., 2012) Ao inserir um nimero
maior de tor¢des, as nanofibras sao posicionadas de forma ainda mais compacta no interior do NF-
Y(HAJIANI et al., 2014), contribuindo dessa forma para a redu¢do da utilizacdo do componente
efetivo de cada NF e consequentemente da reducao da utilizagdo efetiva da resisténcia individual da
fibra, resultando na queda do desempenho mecanico. (JIN et al., 2017) Levitt et al (2017)
eletrofiaram NF-Ys de PAN, PVDF-Tre e PCL pelo mesmo método empregado nesse trabalho, e
verificaram que as velocidades de rotacdo do coletor mais altas melhoraram as propriedades
mecanicas, até que um limite critico fosse atingido. Por exemplo, a tensdo maxima dos fios PVDF-
TrFe foram de 6,64 + 2,35 MPa, 10,16 + 4,29 MPa e 2,81 + 1,18 MPa, para velocidades do coletor
de 500, 700 e 1100 rpm, respectivamente.
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Figura 36: Curvas Tens3o (MPa) x Deformagdo (%) de NF-Ys PCL/S x% CDs.

5.2.6 Citotoxicidade

80

De acordo com a literatura, CDs apresentam baixa toxicidade. (NIE et al., 2020; KO et al., 2018;

SONG et al. 2019) Nesse sentido, foi realizado ensaio de viabilidade celular (MTT) para investigar

o efeito dos NF-Ys com adicdo de CDs e sem as nanoparticulas na viabilidade celular. Fibroblastos

de pulmao (WI26) foram cultivados na presenca dos NF-Y's PCL/S e PCL/S CD, sendo a viabilidade

celular determinada pelo ensaio de MTT. Conforme apresentado na Figura 37, os fios contendo CDs,

mesmo na maior fracdo (3 % CD), tiveram impacto negativo muito baixo, sendo a viabilidade celular

acima de 90%. De acordo com ISO 10993-5, um material ¢ considerado seguro quando a viabilidade

celular ¢ maior que 70% em relacdo ao resultado obtido para o branco. Dessa forma, os NF-Ys

produzidos contendo CDs apresentam potencial para aplicacdo como biomaterial.
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Figura 37: Grafico ensaio de citotoxidade NF-Y's com e sem adi¢do de CDs (triplicata) Apds a lavagem dos pogos com

PBS, adig@o da solugdo de MTT e incubacdo por 4 h a 37 °C.

5.2.7 Prototipo biotéxtil

Com o propésito de verificar o potencial do fio desenvolvido para aplicagio em biotéxtil, um
prototipo de malha circular foi desenvolvido (Figura 38) empregando o fio PCL/S 50:50 1% CD,
produzido na velocidade média de rotacao do coletor (288 rpm). A escolha por esse fio se deu baseada
nos resultados de ensaio mecanico e fluorescéncia nos quais esse fio apresentou maiores resisténcia
mecanica ¢ intensidade de fluorescéncia. Para dar suporte ao NF-Y no processo de tricotagem, foi
empregado um fio duplo de seda da aranha (dragline Nephila Clavipes, coletada em abril/2020-Belo
Horizonte). Tal estratégia foi adaptada do trabalho de Levitt ef al (2018) no qual foi utilizado um fio

de seda convencional para o processo de tricotagem de NF-Y de poliacrilonitrila.



87

NF-Y PCL/S 1% CD

seda natural da aranha

1cm

Figura 38 Prototipo de biotéxtil empregando fio PCL/S 1% CD.

A opgao pela seda da aranha se deu uma vez que esse material possui propriedades como resisténcia
semelhante a do ago combinada a flexibilidade da borracha, leveza, adaptabilidade a diferentes
fungdes, biodegradabilidade em ambiente fisiologico e biocompatibilidade. (VOLLRATH &
KNIGHT, 2001; SCHAFER-NOLTES et al., 2014; BLAMIRES et al., 2015) Sua aplicagcdo com
propdsitos médicos é sugerida desde a antiguidade, e nos ultimos anos a pesquisa do material para
esse proposito tem se intensificado. (NEWMAN & NEWMAN, 2005; SHAFER-NOLTE et al., 2014;
RADTKE et al., 2011)

Através da analise da imagem fotografica do prototipo (Figura 39) no software Imagel, foram
determinados o comprimento do ponto e comprimento da carreira, sendo eles 1,449 + 0,11 cm, e
4,596 + 0,457 cm, respectivamente. De acordo com Ray (2012) o comprimento do ponto ¢ o
parametro mais importante na tricotagem, tendo em vista que propriedades como rigidez,
permeabilidade ao ar, resisténcia ao estouro, sdo dependentes desse parametro. (RAY, 2012) Somado
a 1sso, essa medida estd diretamente relacionada as dimensdes do material acabado, sendo que essas
informagdes, permitem por exemplo, estimar o comprimento de fio necessario para atender as

dimensdes adequadas de biotéxtil para uma determinada aplicacao.
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Figura 39: Protdtipo biotéxtil empregando fio PCL/S 1% CD revestindo suporte.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho relatou pela primeira vez!” a fabricacio de NF-Yss fluorescentes e biocompativeis
de PCL/S carregados com CDs, o efeito da incorporacdo dessas nanoparticulas na blenda PCL/S, e a
producdo de biotéxtil contendo NF-Y carregado com CDs. Somado a isso, a pesquisa foi pautada pela
busca pela inovacdo associada a sustentabilidade ambiental — emprego da seda (recurso natural
renovavel), solventes menos/ndo toxicos (dgua, acido férmico) — viabilidade econdmica — matérias-
primas e processos com menor custo e adaptacdo do equipamento ja disponivel no laboratorio —,

potencial para aplicabilidade em maior escala — método do funil.

A primeira etapa do trabalho foi destinada a investigar a viabilidade e determinacdo de parametros

para producao de fios continuos de nanofibras (NF-Ys) da blenda PCL/S por eletrofiagdo. Apos

17 Nao foram encontrados na literatura relatos anteriores.
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analises preliminares, o método do funil foi adotado, devido a adaptabilidade ao equipamento de
eletrofiacdo e versatilidade oferecida pelo sistema. A partir disso, foi investigada a influéncia de
parametros de eletrofiagdao, como taxa de ejecdo, velocidade de rotagao do coletor, e propor¢ao dos

polimeros na blenda na producdo dos NF-Ys.

Morfologias e propriedades mecanicas distintas foram obtidas empregando-se a mesma composi¢ao
da blenda, mas variando-se a velocidade do coletor e taxa de ejecdao. A redugdo da taxa de ejegdo de
0,8 mLh™! para 0,5 mLh™! resultou em nanofibras com didmetros menores, sendo também observado
um aumento na resisténcia do fio, provavelmente devido a uma melhora na orientagcdo molecular e
no grau de cristalinidade. Em geral, o emprego da menor taxa de ejecao gerou fibras mais uniformes
e lisas, mesmo com elevado conteudo de seda. O aumento da velocidade do coletor de 216 para 288
rpm resultou na obten¢ao de nanofibras com didmetros menores. Além disso, ao considerar a mesma
composi¢do da blenda e taxa de ejecdo, o aumento na velocidade do coletor de 216 rpm para 288 rpm
resultou em maiores angulos de tor¢ao, e dessa forma maior foi efeito do estiramento nas nanofibras.
Como resultado, foram obtidas nanofibras com maior orientagdo, didmetros menores, ¢ NF-Y com
maior resisténcia mecanica, nao apenas devido a reducao do didmetro das nanofibras, mas também
ao aumento do contato entre elas. Nesse sentido, o estiramento secundério pode ser apontado como
uma ferramenta para reduzir e modular o didmetro de NFs. Empregando-se a mesma velocidade do
coletor, o angulo de tor¢do variou entre as composigoes investigadas. O processamento de NFs em
fios pode ser uma alternativa para aumentar a coesdo entre elas, reduzindo a possibilidade de

mudancas abruptas nas propriedades mecanicas de scaffolds constituidos por PCL/S.

A partir da analise dos resultados de MEV e ensaios mecanicos, combinadas as observagdes obtidas
durante o processamento, a blenda PCL/S 50:50 processada com taxa de ejecio 0,8 mLh™! foi
selecionada para dar continuidade ao trabalho, tendo em vista que empregando taxa de ejecao mais
lenta o rompimento do fio durante o processamento era recorrente, limitando a produ¢do do material

a quantidades insuficientes para o propoésito de aplicacdo em biotéxtil.

Na etapa seguinte, CDs com elevada fluorescéncia foram obtidos a partir da sintese em micro-ondas,
empregando-se seda como precursor. As nanoparticulas foram incorporadas em NF-Ys de PCL/S
50:50. A adigdo de 1-3% de CDs resultou em nanofibras com didmetros menores comparadas ao fio
PCL/S 0% CD, e o acréscimo de 1-2% CD aumentou significativamente a resisténcia do fio. A
velocidade de rotacao do coletor também afetou as propriedades mecanicas dos fios contendo CD.

Os melhores resultados foram obtidos quando foi usada a velocidade média do coletor (288 rpm). Os
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NF-Ys mostraram-se biocompativeis e ndo citotoxicos. Somado a isso, demonstraram elevada

fluorescéncia, com o melhor desempenho com adicao de 1% CD.

Na ultima etapa do trabalho, foi proposta a investigagdo da viabilidade de confeccao de um protétipo
de biotéxtil empregando os NF-Ys desenvolvidos. A partir das analises do desempenho mecanico e
fluorescéncia, o NF-Y PCL/S 1% CD foi selecionado para isso, sendo possivel a obtengdo de uma
malha tubular com auxilio de um equipamento doméstico de i-cord. Para dar suporte ao fio produzido,
bem como utilizar as propriedades atraentes da fibra da aranha, um fio da dragline natural foi

empregado em conjunto.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Investigar através de ensaio bioldgico o potencial antiviral e bactericida dos NF-Y's contendo

CDs.
e Investigar através de ensaio mecanico o potencial de autorreparo dos NF-Ys contendo CDs.

e Realizar ensaios mecanicos e de degradag¢ao do protétipo de biotéxtil desenvolvido.

8. CONTRIBUICOES ORIGINAIS AO CONHECIMENTO

8.1 Artigo Submetido para Publicacio em Periddico

COTRIM, Monique; OREFICE, Rodrigo. Tailoring 3D electrospun yarn structures by varying

compositional and processing parameters. Textile Research Journal, abril de 2020.

8.2 Artigo Aceito para Publicacio em Periodico
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COTRIM, Monique; OREFICE, Rodrigo. Biocompatible and fluorescent polycaprolactone/silk
electrospun nanofiber yarns loaded with carbon quantum dots for biotextiles. Polymers for Advanced

Technologies, Aceito em maio de 2020.

8.3 Capitulo de livro

OREFICE, Rodrigo; COTRIM, Monique. Polimeros para area da saude. MEI, Lucia Helena
Innocentini (org.). Polimeros de Fontes Renovaveis: sintese a aplicacdes na saude e no meio

ambiente.Campinas: BCCL/UNICAMP, 2020. p. 116-134.
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ANEXO 1

Fluxograma da metodologia adotada no trabalho.
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ANEXO II

Processo de eletrofiagao de NF-Y no LEPCom (video), conforme metodologia adotada no presente
trabalho. Sistema de duas agulhas com cargas opostas (+-29 KV,), funil coletor aterrado. Distancia

agulhas ao coletor 6-7 cm, e entre elas 15 cm.

Disponivel em:< https://1drv.ms/v/s!Av6WBYt-ltnukmixcgHOLENFV_Bz?e=JFOF gk>.
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ANEXO III

Curva de DSC referente ao pellet de PCL, 1° aquecimento.
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ANEXO IV

Graficos emissdo fluorescente NF-Ys PCL/S/CDs. Dados obtidos empregando as imagens de
microscopia de epifluorescéncia (510 META, Axiovert 200M, Zeiss) e processamento no software
ImageJ. Excitacdes em 488 nm (laser de argonio), emissdo verde (A) e 543 nm (laser HeNel)),
emissdo vermelha (B).
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