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RESUMO

Em engenharia de tecidos, uma das areas de interesse é a procura de coberturas para
feridas que, simultaneamente, sejam confortéveis para o paciente e eficazes no combate as
infec¢bes a que a zona de aplicagdo esta sujeita.

Este trabalho teve como objectivo produzir, por electrofiagdo de solugdes contendo PVP e
PVP-I, matrizes de nanofibras e investigar a sua capacidade anti-séptica. Numa primeira fase
produziram-se matrizes a partir de solu¢oes com 18% PVP e diferentes concentracoes de PVP-
I (1%, 3% e 5%). As solugdes foram caracterizadas quanto a sua condutividade, densidade,
viscosidade e tensdo superficial. A morfologia das matrizes de nanofibras foi avaliada por
observacdo em microscépios éptico e electrénico de varrimento (SEM). Apés verificar que a
reticulacdo das matrizes ocorre por irradiacdo com UV na auséncia de fotoniciador, estudou-se
a influéncia do tempo de irradiacdo na reticulagdo. Amostras seleccionadas (com diferentes
concentragoes de PVP-I e irradiadas durante tempos diferentes) foram colocadas em dgua e foi
avaliada, por espectrofotometria de UV-visivel, a taxa de libertagdo do iodo. Foram efectuadas
culturas microbiolégicas, bacterianas (S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa) e fingicas
(C. albicans) para determinar as concentragbes minimas inibitérias, CMIs, correspondentes
e avaliar a accdo biocida de matrizes reticuladas seleccionadas. Esta avaliacio foi feita em
culturas microbioldgicas confluentes (em agar) em testes de difusao seguindo o método Kirby-
Bauer. Os testes revelaram zonas de inibicdo do crescimento dos microorganismos, o que
comprova a eficadcia biocida das matrizes. Adicionalmente, foi avaliada a ac¢do biocida de
uma matriz colocada numa cultura em meio liquido de S. aureus. Este teste indicou uma
accdo biocida gradual e eficaz.

Palavras chave: electrofiacdo; reticulacio de nanofibras de PVP e PVP-I por UV; es-

pectrofotometria de libertacao de iodo; testes de difusdo de Kirby-Bauer.

ix



SUMMARY

One of the interest areas of tissue engineering is the development of wound dressings,
effective in protecting the wounds from infections and comfortable for the patient.

This study aims to produce nanofiber mats by electrospinning solutions with PVP and
PVP-I and to evaluate their antiseptic effectiveness. Initially, mats were produced from
solutions with 18% PVP and different concentrations of PVP-I (1%, 3% e 5%). The solutions
used were characterized regarding their conductivity, density, viscosity and surface tension.
The morphology of the mats was observed using optical and scanning electron microscopy
(SEM). After verifying that the mats can be cross-linked with UV irradiation without photo-
initiators, the influence of irradiation time on cross-linking degree was studied. Selected
samples (with different PVP-I concentrations and irradiation times) were immersed in water.
The release rate of iodine was evaluated by UV-visible spectrophotometry. Microbiological
cultures - bacterial (S. aureus, S. epidermidis and P. aeruginosa) and fungal (C. albicans) -
were prepared in order to determine the minimal inhibitory concentrations and to evaluate the
biocidal action of selected cross-linked mats. This assessment was made using diffusion tests
(Kirby-Bauer method) in confluent microbiological cultures (in agar). These tests revealed
growth inhibition zones, proving the effectiveness of biocidal activity of electrospun mats of
PVP with PVP-I. Additionally, the biocidal action of electrospun mats in a liquid culture of
S. aureus was evaluated. This test showed a gradual and effective biocidal action.

Keywords: electrospinning; PVP and PVP-I nanofibrous mats; UV photo cross-linking;

spectrophotometry of iodine release; Kirby-Bauer diffusion tests.
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C. albicans Candida albicans
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Enquadramento

A electrofiagdo é uma técnica simples, versétil, de baixo custo [1] que permite produzir
fibras com didmetros na ordem dos nanémetros (nanofibras) a partir de solugoes poliméricas.
As matrizes de nanofibras resultantes desta técnica de fiacdo possuem porosidade e razao
superficie/volume elevadas. Estas caracteristicas tornam-nas semelhantes & matriz extracelu-
lar dos tecidos biolégicos e adequadas a cobertura de feridas cutdneas por permitirem as
necessérias trocas gasosas, contribuirem para a correcta manutencao de liquidos (absor¢ao do
exsudado) e impedirem a penetracdo de microorganismos. Além disso, as nanofibras podem
servir como reservatério para a libertacao controlada de farmacos, tais como agentes biocidas.

O iodo é um agente biocida usado, sob a forma de solugbes, como desinfectante e anti-
séptico pré-operatorio. A sua utilizacdo em feridas requer uma entrega lenta que ndo implique
sobredosagem e garanta uma eficicia prolongada no combate as infecgoes. Da complexacao
do iodo com a polivinilpirrolidona, PVP, resulta o PVP-I. Anti-sépticos a base de PVP-I
libertam iodo de forma sustentada.

O PVP é um polimero sintético, biocompativel e hidrofilico, solivel em agua. No en-
tanto, é possivel torna-lo insoluvel (reticuld-lo) por irradia¢do com ultravioleta, utilizando-se,
normalmente, fotoiniciadores de reaccao.

Desde que, em 1934, Antonin Formhals patenteou o processo de electrofiagao[2], foram
realizados muitos trabalhos de pesquisa e desenvolvimento recorrendo a esta técnica. Em
inglés, electrospinning resulta da aglutinagao dos vocabulos electrostatic e spinning [2, 3], isto
é, flacao electrostatica.

Em 2008, Ignatova M. [4] estudou a possibilidade de fabricar, por electrofiacao, matrizes
de nanofibras contendo o polimero PVP-I (iodopovidona ou poly(vynil)pyrrolidone-iodine, em
inglés). Este complexo polimérico é utilizado em intimeros produtos farmacéuticos, devido as
propriedades antibacterianas, antimicéticas e antivirais do iodo que incorpora. Ignatova M.

seguiu duas estratégias: numa, procedeu a complexac¢ao do iodo com PVP (polivinilpirroli-
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dona ou poly(vynil)pyrrolidone, em inglés), electrofiando, de seguida, o complexo[5]; noutra,
complexou o iodo em fibras de PVP obtidas por electrofiagdo e ja reticuladas (tornadas
insoluveis) por irradiacdo com UV (ultra-violeta)[4]. Foi com as matrizes obtidas por este
segundo método que efectuou estudos para determinar a acgao biocida das matrizes[4]. Tendo
em vista a reticulacdo das matrizes de PVP, Ignatova M. incorporou, na solucdo que elec-
trofiou, um fotoiniciador (DAS, 4,4 -diazidostilbene-2,2’-disulfonic acid disodium salt, em in-
glés) com elevada toxicidade para o Homem. Estes estudos permitiram concluir que matrizes
de PVP, reticuladas por UV com recurso a um fotoiniciador, depois de se proceder a com-
plexagdo com iodo, tém potencial para poderem ser utilizadas como revestimento de feridas.

Tendo em conta o que ja foi apresentado, foram definidos os seguintes objectivos:

e produzir, por electrofiagdo, matrizes de nanofibras a partir de soluges aquosas contendo
PVP-I comercial. Devido a baixa massa molecular deste produto, as solucbes usadas

incorporam ainda PVP por forma a torné-las processaveis;

e determinar a eficicia da reticulagdo das matrizes de nanofibras por irradiacdo com UV

(sem recurso a fotoiniciadores) em funcao do tempo;

o determinar a taxa de libertagdo do iodo existente nas matrizes reticuladas para agua

destilada através de espectrofotometria UV;

e ¢, finalmente, determinar a actividade biocida das matrizes em culturas microbioldgicas.

Assim sendo, esta dissertacao foi organizada em 4 capitulos.

No capitulo 1, o actual, é descrito o enquadramento tedrico do trabalho. Apéds a definicao
de anti-sépticos e seus mecanismos de accdo, é apresentado o anti-séptico iodo, responsavel
pela accdo biocida das matrizes de nanofibras produzidas neste trabalho. E entdo descrita
a técnica de electrofiacdo e os pardmetros que s@o necessarios ter em conta para utilizar
eficazmente esta técnica de producdo de matrizes de nanofibras. E neste capitulo que também
sao introduzidos os polimeros utilizados neste trabalho (PVP, polivinilpirrolidona, e PVP-I,
iodopovidona) para produzir as solugdes precursoras das matrizes de nanofibras electrofiadas
e, finalmente, proceder-se-4 a uma descricao das estirpes bacterianas e fingica utilizadas nos
testes microbiolégicos.

No capitulo 2 pode ser observada a montagem utilizada para o processo de electrofiacao
e sdo apresentadas as solugoes produzidas ao longo do trabalho, sendo também introduzidos
os parametros estudados sobre as mesmas. Sdo explicados os métodos de pods-produgao de
matrizes de nanofibras: a reticulacdo por irradiacdo UV, sem recurso a fotoiniciadores, e
a definicdo do grau de inchamento das matrizes apds imersdo das mesmas em agua, € a
espectrofotometria de UV para estudar a libertagdo de iodo, para agua, a partir de matrizes
de nanofibras reticuladas. Considerando o tltimo item deste capitulo, apds ser explicada a

determinacao da concentracdo minima inibitéria de PVP-I necessaria para inibir a proliferagao
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dos microorganismos testados, sdo introduzidos os dois métodos utilizados para estudar a
eficdcia biocida das matrizes de nanofibras produzidas: os testes de difusao (Kirby-Bauer) por
discos de matrizes e por discos de papel de filtro embebidos em solucées e o teste de libertagao
de iodo em cultura, efectuado de modo a estudar a eficidcia das matrizes de nanofibras em
contacto continuo com as estirpes em meio liquido. Este ultimo foi efectuado para uma tnica
estirpe bacteriana.

O capitulo 3 é dedicado a apresentacao e discussdo dos resultados. Sao apresentados
os parametros utilizados na producao das matrizes e as propriedades das solugoes que foram
produzidas. Sao também descritos os problemas encontrados durante o processo de electro-
fiacdo e podem ser observadas as matrizes de nanofibras produzidas. Sao entdo apresentados
os resultados obtidos na reticulagao de filmes e das matrizes por UV, que foi conseguida sem
recurso a fotoiniciadores. Relativamente ao estudo da taxa de libertacdo de iodo, podem ser
observados os resultados da espectrofotometria de solugoes com varias concentracdes de PVP-
I e da comparacao destes com os resultados da espectrofotometria de libertacdo de iodo para
agua, sendo que este teste foi efectuado para matrizes com diferentes tempos de reticulagao,
com vista a determinar o melhor tempo de reticulacdo para uma libertagao gradual do iodo
para agua. No item sobre os testes microbioldgicos, sdo apresentados os resultados relativos
as curvas de crescimento dos microorganismos testados, a determinacao da concentracao mi-
nima inibitéria e aos estudos efectuados para determinar a eficacia biocida das matrizes de
nanofibras: os testes de Kirby-Bauer e os de libertagdo de iodo em cultura.

Finalmente, no capitulo 4 sdo apresentadas as principais conclusées que se podem retirar

deste trabalho e as perspectivas futuras para a continuacao deste trabalho.
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1.2 Anti-sépticos

Um anti-séptico é, segundo o Diciondrio da Lingua Portuguesa, a “substancia que combate
as infecgoes e a putrefacgdo por accdo germicida” [6].

Um anti-séptico ideal para aplicagdo cutanea deve ter largo espectro de actividade micro-
biocida e baixa toxicidade [7], possuindo a capacidade de degradar ou inibir a proliferagao dos
microorganismos patogénicos normalmente existentes na flora cutanea. Deve, também, ser
eficaz logo apds a exposicao e ser estavel quimicamente, nao se degradando pela temperatura
ou exposicao solar. Os anti-sépticos podem dividir-se em microbiocidas, se destroem o agente
patogénico, e em microbiostaticos, se apenas inibem o seu crescimento. Os microbiocidas
podem actuar desnaturando as proteinas ou provocando a ruptura osmoética do microorga-
nismo patogénico (ver tabela 1.1), enquanto que os microbiostéticos interferem nos processos

metabodlicos, impedindo, assim, o crescimento e proliferacdo do agente patogénico.

Tabela 1.1: Anti-sépticos (microbiocidas) comuns e respectivos mecanismos de acgio[8]

Anti-sépticos Substancias comuns Mecanismo de acgao especifica
Alcoois Etanol e Isopropanol Desnaturagao proteica
Clorhexidina Gluconato de clorhexidina Ruptura osmética

Aldeidos Glutaraldeido Desnaturacao proteica

Todo Solugoes aquosas de iodo Ruptura osmoética

Todéforos Todopovidona (PVP-I) Ruptura osmdtica

Prata Nitrato de prata e Sulfadiazina de prata Desnaturacao proteica

1.2.1 Iodo

As propriedades e caracteristicas do iodo estdo referidas nesta seccdo, de acordo com
o INCHEM: ICSC (International Programme on Chemical Safety: International Chemical
Safety Cards) (ver referéncias [9, 10]), excepto indicagao contréria.

O iodo é um halogéneo de niimero atémico 53. De entre os varios isétopos conhecidos
do iodo, apenas o 271 é estdvel. O seu isétopo I é utilizado no diagnéstico e tratamento
do hipertiroidismo e disfungées gerais da tirdide. O iodo encontra-se na natureza no estado
solido, em rochas vulcanicas, e no mar, integrando compostos organicos produzidos por di-
versas formas de vida marinha. O sdélido, de cor azul acinzentada, tem estrutura cristalina
ortorrombica com moléculas de Is (iodo elementar) ocupando os lugares da rede.

Em solucao aquosa estabelecem-se os seguintes equilibrios quimicos entre as espécies do

iodo:

I+ HO=HOI+1 +HT (1.1)
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L+I"=1I; (1.2)

Tabela 1.2: Propriedades do iodo[9]

M, 253.81

T,, (°C) 113.60
p (g/cm?) 4.9

Solubilidade (em dgua) 1:3500
Solubilidade (em &lcool) 1:8
Solubilidade (em éter) 1:5

Na tabela 1.2, sdo apresentadas algumas propriedades do iodo elementar (peso molecular,
M,,, temperatura de fusdo, 7T,,, densidade, p, e solubilidade em vérios solventes). Como
se pode verificar, a solubilidade do iodo em 4dgua é muito baixa. A presenca de sais de iodo
(como o iodeto de potassio, KI) aumenta a solubilidade do iodo elementar em solugoes aquosas
(solugao de Lugol) ou alcodlicas (tintura de iodo) por conduzir a formacao do ido triiodeto,
I;. Solugoes de iodo em &lcool, éter ou dgua apresentam cor castanha-avermelhada e em
cloroférmio, tetracloreto de carbono ou disulfureto de carbono apresentam cor violeta.[9]

A acgéo biocida do iodo deve-se a trés (das quatro) espécies que se formam em solugdo
aquosa: I37,Is e HOI. A espécie Iy é a principal responsavel por esta acgdo, tendo Punyani
S. (2005)[11] referido que a espécie HOI é responsavel por metade e que a espécie I3~ tem
somente 1/8 da capacidade biocida do Is. Ao entrar em contacto com os microorganismos
(i.e., bactérias, fungos e virus), estas formas de iodo livre reagem com as enzimas da cadeia
respiratoria e com os aminoacidos das proteinas das suas membranas celulares, o que resulta
numa destruicdo irreversivel do microorganismo [4].

O iodo ¢ frequentemente usado como desinfectante, anti-séptico pré-operatério, no trata-
mento de herpes e na purificagdo de dgua[l2], dado que possui actividade microbiocida (por
exemplo, tintura de iodo a 1% destréi 90% de uma populacao de bactérias em 90 s; se a
concentragdo aumentar para 5%, este tempo baixa para 60 s e para uma concentracao de 7%,
é de apenas 15 s).

A dosagem terapéutica de iodo indicada para adultos como desinfectante da pele pode
variar entre 10 a 25 mg/g, por vezes em combinacdo com potéssio ou iodeto de sédio. A infor-
magao sobre os valores de dose letal para o corpo humano é reduzida. Os valores encontrados
referem-se a dose letal baixa LDlo (do inglés, lethal dose low) , ou seja, & dose mais baixa
de substéncia capaz de provocar a morte (o valor estd definido em massa de substancia por
unidade de massa do organismo). Por ingestdo, a LDlo do iodo é de 28mg/kg [13].

Numa aplicacdo em pele nao lesada, a absorcdo de iodo limita-se a pequenas quantidades.
A absorgao dérmica ocorre em tlceras cutaneas (lesoes superficiais do tecido cutaneo), sendo

tanto maior quanto maior for a area lesada. Numa aplicagdo topica, o iodo também pode
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ser absorvido no contacto com superficies mucosas com elevada capacidade de absor¢cao. O
iodo é excretado do corpo humano principalmente pela urina, mas também, em quantidades
inferiores, pela saliva e noutras secregoes.

As solugdes de iodo para uso topico devem ser armazenadas em recipientes protectores da
luz solar (para que a sua estrutura nao seja alterada) e, dado que o iodo volatiliza lentamente
a temperatura ambiente, devem ser mantidos a temperaturas inferiores a 35°C. A tintura de
iodo deve ser armazenada em recipientes hermeticamente fechados. Dever-se-4 ainda ter em
conta a elevada toxicidade e inflamabilidade dos vapores de iodo, pelo que o local onde se

armazenam estes compostos deve ser fresco, seco e bem ventilado.

1.3 Electrofiagcao

A electrofiacdo é uma técnica de producao de fibras poliméricas continuas com didmetros
que variam entre os nanémetros e os micréns [14], designadas por nanofibras, e que possuem
uma elevada razao superficie/volume.

A matriz extracelular da maior parte dos tecidos bioldgicos tem uma estrutura fibrosa,
porosa e que apresenta uma elevada superficie exposta. As deposi¢oes de nanofibras tém uma
estrutura semelhante & desta matriz extracelular. Possuem boa permeabilidade ao oxigénio e
capacidade de absorcdo de fluidos se o material que as constitui for hidrofilico. O tamanho
reduzido dos seus poros é uma vantagem para a aplicacdo em cobertura de feridas, pois previne
a penetracdo de microorganismos e as infecgoes [4, 5].

As matrizes de nanofibras tém sido exploradas para variadas aplicagoes[3], tais como
membranas multifuncionais, elementos estruturais de substitutos de tecidos humanos e érgaos
artificiais [4, 15], transporte e entrega de drogas [5], filtros industriais para separagao de
particulas submicrométricas, estruturas para nano-equipamentos electrénicos, etc.

Além de todas as possiveis aplicagdes e do reduzido custo que envolve[l], a electrofiagdo
é um processo simples de implementar do ponto de vista do equipamento que requer. No
processo, as fibras sdo produzidas gracas ao estiramento causado por forcas electrostaticas
num jacto de uma solugdo polimérica [2, 16, 17].

O sistema de electrofiacdo (figura 1.1) é composto por 3 componentes principais - uma
fonte de alta tensao, um capilar metélico (normalmente uma agulha colocada na ponta de uma
seringa que contém a solucao polimérica), ao qual se liga a fonte, e um prato colector ligado a
terra [2]. Usualmente, existe também uma bomba injectora, que é utilizada para controlar o
fluxo a que a solugdo polimérica é ejectada para a regidao onde fica sujeita ao campo eléctrico.
Este, por sua vez, conduz a solugao polimérica em direccao ao prato colector. Normalmente,
a electrofiacio é efectuada as condigbes atmosféricas ambientes (temperatura e humidade
relativa s@o importantes factores que influenciam o processo [18]).

No processo da electrofiagdo, a solugdo polimérica encontra-se na seringa e é empurrada
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Figura 1.1: Diagrama esquemdtico de um sistema de electrofiagio horizontal [2]

para a agulha pelo émbolo a uma velocidade constante, estabelecendo-se, desta forma, o fluxo
a que a solugao sai da agulha. A agulha estd sujeita a tensdo definida na fonte de alta tenséo,
tal como o polimero. Esta ligacao estabelece um campo electrostatico entre a agulha e o prato
colector [19] e permite carregar o polimero.

Para valores reduzidos da tensdo aplicada, quando a solugdo polimérica comeca a fluir,
forma-se uma gota na ponta da agulha devida a tensdo superficial da solucao. A medida
que a tensdo imposta pela fonte for aumentada, as forcas de Coulomb que actuam na gota
provocam a sua distor¢ao e ela adquire a forma de um cone - o cone de Taylor.

Para um valor critico da tensao aplicada, as forcas electrostaticas vencem a tensao su-
perficial e, da ponta do cone de Taylor, é ejectado um jacto polimérico que é conduzido pelo
campo eléctrico em direcgdo ao colector. Inicialmente, o jacto pode ter um percurso em linha
recta, mas rapidamente comega a serpentear (devido as forgas autorepulsivas no polimero car-
regado), adquirindo uma forma cadtica. Durante este percurso, o solvente evapora e o jacto
distende. Esta distensdo provoca uma diminui¢do no didmetro. Ao atingir o prato colector,

o didmetro do fio polimérico é frequentemente submicrométrico[2, 20, 21].

1.3.1 Parametros

A qualidade da deposicéo resultante da electrofiacdo depende dos pardmetros que afectam

o processo. Podem-se considerar trés tipos de parametros [2, 17]:

o parametros do processo - tensao aplicada [22], fluxo da solu¢do e distancia entre a agulha
e o colector [2, 3, 19, 23];

o parametros da solucdo - dependem da composicao da solucao e das propriedades de
cada um dos seus constituintes (tais como, concentragao polimérica e peso molecular)
e compreendem as propriedades das solugoes que directamente influenciam o processo
(viscosidade, tensao superficial e condutividade) [2, 3, 16, 19, 23-25];
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o pardmetros ambientais - temperatura e humidade [2, 3, 18].

Os dois primeiros tipos de parametros s@o intrinsecos ao processo, enquanto que oS

parametros ambientais sdo extrinsecos.
1. Parametros do processo

o Tensao aplicada

A tensdo aplicada determina a carga fornecida ao polimero e, quanto maior a carga,
maior a autorepulsdo responsével pela distensdo (ou alongamento) do jacto [22].
Isto contribuiria para o menor didmetro das fibras se o tempo de voo se mantivesse
e enquanto as fibras ainda retivessem solvente. Com as fibras secas, o estiramento
nao continua. A tensado aplicada, conjuntamente com a distancia entre a agulha
e o colector, determina também a intensidade do campo electrostatico entre a
agulha e o colector. Quanto maior a diferenca de potencial entre agulha e prato
colector, maior o campo eléctrico e, consequentemente, menor é o tempo de voo.
A diminui¢do do tempo de voo contribui para que as fibras ndo continuem o seu
estiramento. Dependendo do balanco entre os efeitos atrds descritos, o didmetro

das fibras pode ou nao ser reduzido pelo aumento de potencial.

Além disso, o aumento da carga associado a um aumento de tensdo pode contribuir
para se formarem feixes multiplos [22], ou seja, para que sejam ejectados varios

feixes, ou jactos, de polimero da gota na ponta da agulha.

¢ Fluxo

O fluxo determina a disponibilidade de solugao que vai chegando a ponta da agulha.
Com um fluxo mais elevado, o didmetro das fibras aumenta [2] e, se for demasiado
elevado, isto é, se o campo eléctrico nao for suficiente para conseguir retirar da
regiao da agulha toda a solucdo que ai chega, acumular-se-4 solugdo na ponta da
agulha [16]. Por outro lado, se o fluxo for demasiado baixo neste mesmo critério,
podem ocorrer interrupgoes no jacto. Pode entdo dizer-se que, e citando Rutledge
(2007) [20], “para um dado fluido existe um intervalo de voltagem e fluxo em que

o processo de electrofiacao é estavel”.

o Distancia
A influéncia da distdncia no campo electrostético é inversa a influéncia da tenséo,
pois, quando a distdncia diminui, o campo aumenta. Este ndo é, no entanto, o
efeito mais relevante. Efectivamente, ao diminuir a distancia, o tempo de voo tem
tendéncia a diminuir e o solvente pode nao ter tempo de evaporar, pelo que as
fibras depositadas néo sdo cilindricas e sdo grossas. B necessério um minimo de

distancia para que haja evaporagao do solvente durante o tempo de voo [2].
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2. Parametros da solucgao

Para electrofiar um polimero é necessario dissolvé-lo num solvente. O solvente deve
ser adequadamente escolhido, devendo ser volatil o suficiente para evaporar durante
o tempo de voo do jacto (devem ter-se em conta a sua pressdo de vapor e ponto de
ebuli¢do). Um solvente pode degradar rapidamente um polimero, o que também deve

ser tido em conta [2].

As propriedades da solucio que influenciam directamente o processo de electrofiacio, e
de que se falara a seguir, dependem da constituicdo da mesma e das propriedades dos
seus constituintes. Por exemplo, aumentar a concentracao de etanol num solvente a base
de dgua provoca uma diminuicao da tensdo superficial da solucdo, além de aumentar a

taxa de evaporagao do solvente [24].

¢ Viscosidade

A viscosidade estd directamente correlacionada com a concentragdo e com o peso
molecular do polimero [2] - quanto maior a concentragdo de um polimero com de-
terminada massa molecular, maior é a viscosidade da solugdo e, quanto maior for
a massa molecular do polimero, maior é a viscosidade para uma mesma concen-
tragdo. A viscosidade da solucdo depende ainda do polimero e do solvente usados
na solucdo e da temperatura a que esta se encontra. A viscosidade é um parametro
da solucado determinante no processo de electrofiacdo e na morfologia das fibras.
As forcas viscoeldsticas, dependentes da viscosidade, opdem-se ao estiramento do
jacto polimérico e impedem a formagao de contas (que sdo pequenas aglomeragoes,
ou glébulos, nas fibras) [2] devidas & tensdo superficial. A viscosidade permite que
0 jacto possa ser estirado sem quebrar. Se a viscosidade for muito baixa, nao é
possivel a formacao de uma fibra continua, no entanto, se for demasiado elevada,
é necessaria uma tensdo aplicada elevada para dar origem ao jacto [2]. Quando a
viscosidade é reduzida (mas suficiente para haver formagao de jacto), com os outros
parametros fixos, obtém-se fibras de menor didmetro e mais uniformes [26]. Um

aumento da viscosidade reduz a probabilidade de formagao de contas [3, 19, 24].

¢ Condutividade

A condutividade mede a capacidade de uma solugdo conduzir cargas. No processo
de electrofiacdo, as solugoes altamente condutoras sao muito instdveis na presenca
de campos eléctricos fortes, havendo ocorréncia de jactos multiplos, devido a ex-
cessiva repulsao entre cargas em elementos adjacentes do polimero [2].

Quando ha um aumento de carga em soluc¢bes condutoras, ocorre uma maior re-
pulsao entre elementos adjacentes do polimero, sendo, assim, maior o estiramento
do polimero. Deste modo, quanto maior a condutividade, menor é o didmetro das

fibras [2, 3] e menor é a probabilidade de aparecerem contas [24, 26]. As contas
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surgem quando a tensdo superficial domina sobre as forgas que provocam o es-
tiramento, como veremos a seguir, aumentando a probabilidade de ocorréncia de

contas nas fibras e de electrospray - formacgao de gotas em vez de um fio polimérico.

o Tensao superficial

A tensdo superficial estd directamente relacionada com o polimero e com o solvente
usados, mas depende principalmente deste tltimo [24]. Esta forca resulta das
interacgoes intermoleculares das moléculas na superficie do fluido e tem como efeito
a diminuic¢do da razao volume/superficie de um fluido, de modo a que se tenha uma
menor energia total de um sistema. Assim, quanto maior a tensdo superficial de
um fluido, maior é a coesdo das suas moléculas a superficie. Uma tensao superficial
elevada provoca instabilidade no processo de electrofiacdo [2], dado que a liberdade
de movimentagdao das suas moléculas carregadas é limitada, ou seja, a elevada
coesao entre as moléculas nao permite que a repulsao entre elementos adjacentes
do polimero ocorra eficazmente, ndo havendo estiramento do polimero durante o
voo. Deste modo, o polimero é depositado sob a forma de gotas (electrospray)
ou sob a forma de fibras com contas. Uma tensao superficial reduzida diminui a
probabilidade de obter fibras com contas [2, 24] e facilita a ocorréncia do processo

com tensoes aplicadas mais reduzidas [2].
3. Parametros ambientais

e Temperatura

As propriedades de uma solucdo dependem da sua temperatura, tal como a taxa
de evaporagiao do solvente da solu¢do. Demir (2002) [25] afirma que o aumento
de temperatura melhora a uniformidade das fibras e torna o processo mais rapido:
o aumento de temperatura diminui a viscosidade (formando-se fibras mais uni-
formes, como explicado no parametro da viscosidade) e, por conseguinte, as forgas
viscoelasticas que impedem o estiramento. Havendo uma diminuicao das forgas vis-
coelasticas, pode-se diminuir a tensao aplicada ou aumentar o fluxo, aumentando
a quantidade de polimero depositado no prato colector por unidade de tempo.

Em geral, quanto maior a temperatura, maior é a taxa de evaporagao de um sol-
vente. No processo de electrofiacdo, o solvente deve ser suficientemente volatil para
evaporar durante o tempo de voo do jacto (garantindo que as fibras ndo percam a
sua forma cilindrica no impacto com o colector). Mas, se a evaporagao for rapida,
a viscosidade do jacto aumenta durante o tempo de voo, o que dificulta o seu es-
tiramento. Se for demasiado réapida, pode até impedir o processo de electrofiagao,

por causar a secagem da gota na ponta da agulha.
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Humidade

A evaporacao de um solvente a base de dgua é inversamente proporcional a hu-
midade. Se a humidade for muito baixa e o solvente usado for apenas agua, a
evaporagdo pode ser tdo rapida que o polimero seca na gota na ponta da agulha,
impedindo o processo de ocorrer [2]. Com o aumento da humidade relativa, a taxa
de evaporagdo é mais lenta, ou seja, o jacto demora mais tempo a solidificar e o
estiramento ocorre durante mais tempo, permitindo a formagao de fibras mais finas
[18]. A partir de um certo valor de humidade relativa, comega a haver formacao
de contas, dado que, por haver maior estiramento do que diminuicdo da taxa de
evaporagdo, ocorre um aumento da razao area/superficie, que é contrariada pela
tensdo superficial [18]. A partir desse valor, a presenca de contas nas fibras é tanto

maior quanto maior for a humidade relativa.

Na tabela 1.3, estdo sumariadas as principais consequéncias da variagdo de cada um

dos param

etros que afectam o processo de electrofiacdo. E necessario, no entanto, referir

que o processo de electrofiacio depende da conjugacao de todos eles, ou seja, os efeitos de

cada pardmetro dependem dos outros parametros. Assim sendo, a tabela refere apenas o

efeito principal da alteracao do respectivo parametro, que pode nao se verificar, caso outras

alteragoes se sobreponham.

Tabela

1.3: Principais efeitos dos parametros de electrofiacdo na morfologia das nanofibras
(adapt. Bhardwaj (2010))

Parametros Efeitos na morfologia das nanofibras

do processo

Tensao
Fluxo

Distancia entre a agulha e o

colector

Diminuigdo no didmetro das fibras com o aumento da voltagem
Diminui¢do no didmetro das fibras com a diminui¢do do fluxo

necessaria uma distdncia minima para o solvente evaporar.

da solugao

Viscosidade Reduzida: podem surgir contas. Aumento do didmetro das fibras com o aumento
da viscosidade, que contribui para o desaparecimento das contas
Condutividade Reducao no didmetro das fibras com o aumento de condutividade

Tensao superficial

(electrospray), em vez de um fio polimérico (electrospinning).

ambientais

Temperatura Aumento da temperatura resulta em diminuicao do didmetro das fibras, na medida
em que diminui a viscosidade

Humidade Elevada humidade resulta em poros circulares nas fibras; ocorre diminui¢do da

taxa de evaporagdo em solugoes aquosas, o que atrasa a solidificagdo do jacto e
forma fibras mais finas. A partir de um determinado valor elevado de humidade,

comegam a aparecer contas nas fibras.
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1.4 Poli(vinilpirrolidona) e Iodopovidona

Um polimero resulta do estabelecimento de ligagoes covalentes entre vérias (desde a dezena
até um numero ilimitado) unidades idénticas que, assim, formam cadeias. A unidade repetida
do polimero denomina-se monémero [27].

Poli(vinilpirrolidona) (PVP) é um polimero amorfo formado por cadeias, como se repre-
senta na figura 1.2. Apesar do mondémero ser téxico e cancerigeno, o PVP apresenta baixa
toxicidade [4, 28], isto é, apresenta uma boa biocompatibilidade.

Um polimero biocompativel é aquele que, quando em contacto com os tecidos bioldgicos,

nao provoca danos significativos (os que eventualmente ocorram sdo reversiveis) [29].

1.4.1 Poli(vinilpirrolidona)

Figura 1.2: Estrutura do PVP [28]

O PVP é um polimero hidrofilico, o que pode contribuir para que uma matriz de nanofibras
baseadas em PVP, usada para revestimento de feridas, estabeleca uma hidratacido adequada,
possuindo, ao mesmo tempo, a capacidade de absorver a exsudacdo da mesma. A hidratacao
da ferida deve ser constante e suficiente, de modo a evitar a formacao de crostas ou cicatrizes
e a permitir que a cicatrizagdo ocorra do interior para o exterior da ferida[30].

O PVP ¢, ainda, um polimero soltivel em agua, que pode tornar-se menos soliivel através
da reticulagdo por radiacdo UV [31].

O PVP é conhecido por formar um complexo estdvel com o Iy [32] - a iodopovidona
(PVP-I).

1.4.2 Jodopovidona

~4-CH,—CH——CH,——CH CH,—CH

n -m

Figura 1.3: Complezagio do PVP com iodo[33]
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A complexagdo pode envolver os ides I37[28], Is~ e Iy [1]. Os espectros de UV-visivel
(UV-vis) de solugbes aquosas de PVP-I apresentam picos devidos a varias espécies de iodo.

A correspondéncia estd indicada na tabela 1.4 [1].

Tabela 1.4: Picos espectrofotométricos do complexo PVP-I

A(nm) Espécie
200-250 I-
290 Is~
350 I3~
460 I,

Apesar de possuir uma actividade antimicrobial de largo espectro, o PVP-I é um nao
antibidtico (ndo envolve substéncias produzidas por microorganismos antagonistas do cresci-
mento de outros microorganismos) [1] com propriedades anti-sépticas [7, 34]. E o ingrediente
activo da conhecida Betadine. A acc¢do microbiocida do PVP-I esta relacionada com a li-
bertacao de iodo livre do complexo [4]. Em contacto com a pele e as membranas mucosas,
comporta-se como um iodoforo! eficiente no tratamento de feridas, tlceras e queimaduras.

A iodopovidona, tipicamente com cerca de 10% de iodo activo, apresenta baixa toxicidade
em feridas e membranas mucosas [4] e, além disso, devido a relativamente lenta libertagéo do
iodo, nao interfere negativamente no processo de cicatrizacido das feridas, tal como acontecia
com as tinturas de iodo.

Ignatova, M. (2008) [4] concluiu que matrizes de nanofibras de PVP nas quais complexou
iodo apresentavam actividade bactericida, ao contrario de matrizes de PVP sem iodo complex-
ado. Esta actividade foi observada apds o contacto das matrizes com as bactérias S. aureus,
E. coli e com o fungo C. albicans. As matrizes que continham iodo complexado tiveram

elevada actividade bactericida e fungicida e preveniram qualquer posterior adesao celular.

1.5 Microbiologia

1.5.1 Bactérias e fungos

As bactérias sdo microorganismos unicelulares. Os agentes antimicrobianos que penetram
na célula bacteriana podem destrui-las ou inibir a sua multiplicagao.

Os agentes bacteriostaticos, por exemplo, inibidores da sintese proteica, interferem com
mecanismos moleculares ou celulares e actuam por ligagao aos ribossomas, de modo a inibir
a proliferagdo (ndo ocorrendo, no entanto, morte celular); os agentes bactericidas induzem a
morte das células, mas sem provocar a ruptura e a destruigao da estrutura fisica da célula (nao

ocorre lise celular) e os agentes bacterioliticos provocam a lise celular, o que resulta em morte

Lo termo iodoforo significa que o iodo activo vai sendo libertado ao longo do tempo
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celular. Os antibidticos, como é o caso da penicilina, s@o exemplos de agentes bacterioliticos,
pois inibem a sintese da parede celular em bactérias [35].

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes estirpes de bactérias: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcacae. Estruturalmente, sdo esferas
iméveis com didmetro entre 0,5 e 1,5 pm. O metabolismo é respiratério e fermentativo e
sdo anaerdbios facultativos, crescendo mais rapidamente em ambientes aerébios, com tem-
peraturas 6ptimas entre 35 e 40°C. Uma das espécies deste género com relevancia clinica é
Staphylococcus aureus [36].

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadacae. Estruturalmente, sdo baci-
los isolados, rectos ou encurvados, de dimensoes de 0,5 a 1,0 pm por 1,4 a 4 pym, e movem-se
através de flagelos polares. Sdo gram negativos aerdbios e tém metabolismo respiratério,
nunca fermentativo. Uma das espécies deste género com relevancia clinica é Pseudomonas
aeruginosa [36].

As leveduras sao fungos unicelulares que nao apresentam micélios caracteristicos [36].
Neste trabalho, foi utilizada a levedura patogénica Candida albicans.

No género Candida, as células podem ter varias morfologias. Possui pseudomicélio e
pode ocorrer a formacao de micélio verdadeiro e clamiddsporos. O metabolismo pode ser
oxidativo, mas, em algumas espécies, é bastante fermentativo[36]. O fungo Candida pertence
a subdivisdo Deuteromycotina, classe Deuteromycetes, subclasse Blastomycetidae e ordem
Cryptococcales [37].

Com excepc¢ao de P. aeruginosa, as bactérias e fungo referidos anteriormente colonizam
habitualmente o organismo humano, podendo-se considerar parasitas indigenas [36]. As in-
fecgbes provocadas por estes microorganismos ocorrem quando a concentracdo celular au-
menta por as defesas do corpo humano se encontrarem enfraquecidas ou por ocorrer uma
invasdo, como pode acontecer no caso de uma ferida na pele. Na tabela 1.5, encontram-se as
incidéncias tipicas de cada um dos microorganismos referidos em varias regioes anatomicas
no corpo humano, isto é, a percentagem de todos os colonizadores de determinada regiao

anatémica que corresponde a determinado microorganismo.
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Tabela 1.5: Incidéncia no corpo humano das bactérias S. aureus e S. epidermidis e fungo C.
albicans (adapt.) [36]

Regido anatémica Microorganismo Incidéncia (%)
S. epidermidis 85-100
Pele S. aureus 5-25
) ) S. epidermidis 90
Nariz e nasofaringe S. aureus 20-85
. S. epidermidis 30-70
Orofaringe S. aureus 35-40
S. epidermidis 75-100
Boca (Saliva e superficies dentarias) S. aureus comum
C. albicans 6-50
Jejuno C. albicans 20-40
Intestino grosso C. albicans 15-30
. i S. epidermidis 35-80
Vagina e colo do ttero S. aureus 30-50
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Capitulo 2

Materiais e Metodologia

2.1 Montagem para producao de matrizes de nanofibras

Na figura 2.1 pode-se observar o sistema de electrofiacao utilizado na produgdo de matrizes

de nanofibras.

Prato
colector

Bomba
injectora
Crocodilo
Fonte de Liga a agulha a
alta tensdo . fonte de alta tensdo

Figura 2.1: Sistema de electrofiagdo utilizado

Os principais elementos do sistema sdo uma fonte de alta tensdo (construida no labo-
ratério) capaz de aplicar uma tensdo méaxima de 30 kV, uma bomba injectora (NE-300 “Just
Infusion” Syringe Pump da New Era Pump Systems, Inc.), e um prato colector metélico ver-
tical. O colector esta ligado a terra e pode ter movimento de rotagao e de translagdo na
horizontal. Estes movimentos permitem obter deposi¢oes com espessuras mais uniformes do
que as obtidas num colector estatico. O colector esta colocado no interior de uma caixa feita

de acrilico que possui um sistema de extrac¢ao para o exterior do laboratério (importante
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quando se usam solventes com alguma toxicidade, o que nao aconteceu neste trabalho) e per-
mite que se possa efectuar um certo controlo sobre os parametros ambientais (temperatura e
humidade) sob os quais decorre o processo - com o fluxo de ar comprimido, é possivel diminuir
a humidade e, com uma manta de aquecimento, aumentar a temperatura. Um medidor de
temperatura e humidade, colocado no interior da caixa, monitoriza estes parametros.

A seringa (BRAUN, didmetro interno 12,74 mm), com a solugao polimérica a fiar, coloca-
se na bomba injectora e a agulha, na sua extremidade, passa por um orificio da caixa para
o seu interior (figura 2.3), onde ¢é ligada a fonte de alta tensao através de um crocodilo (ver

figura 2.2).

O esquema utilizado estd de acordo com a imagem 1.1, sec¢do 1.3.

Figura 2.2: Sistema de electrofiacao utilizado com seringa na bomba

Figura 2.3: Orificio na caiza por onde passa a agulha da seringa
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2.2 Composicao das solugoes

Para produzir as solugoes usadas na electrofiacdo e no espalhamento de filmes, utilizou-se
PVP (peso molecular wt. 10000) e PVP-I (adquiridos a Sigma Aldrich) e, como solvente,
misturas de dgua destilada e etanol. As especificacbes dos polimeros utilizados podem ser
observadas na tabela seguinte. Embora a informacdo do peso molecular do PVP-I nao seja
indicado pelo fornecedor, ele é muito baixo comparativamente ao do PVP, ji que as solugoes
de PVP-I sdo muito pouco viscosas. Alids, é esta a razao para a necessidade de incluir PVP

na solucdo a electrofiar - aumentar a viscosidade da solugao, tornando-a processavel por este

método.
PVP | PVP-I
Nome Polyvinylpyrrolidone Poly(vinylpyrrolidone)Iodine complex
Numero CAS? 9003-39-8 25655-41-8
Aparéncia P6 Branco P4 Castanho
Solubilidade (Turvagao) 100mg/ml em dgua (Transparente) | 100mg/ml em dgua (Castanho escuro)
Agua <5.0%
Perda em secagem Nao disponivel <8.0%
Azoto 11.5 - 12.8% 9.5 - 11.5%
Iodo 0% 9.0 - 12.0%
Metais pesados Nao disponivel <20 ppm
pH 3-7 (solugao a 5%) Néo disponivel

“do inglés Chemical Abstracts Service

Foram utilizadas solugoes com diferentes concentragoes poliméricas e com diferentes pro-
porgoes de agua e etanol no solvente. As concentragoes poliméricas serdo indicadas como a
percentagem maéssica de polimero de cada solucao, a % referida é em funcao da massa total de
solucdo (equagdo 2.1). A constitui¢do do solvente serd indicada sob a forma de uma proporgao
H2O:EtOH.

Myoli
polimero
%polimero = x 100 (2.1)
Mtotal

De agora em diante, as solu¢bes usadas para electrofiacdo serdo referidas pela letra S e
as solugoes utilizadas para filmes pela letra F, ambas acompanhadas por um numero que
representara a percentagem de PVP-I. A composi¢do das solugdes produzidas e respectivas
denominagoes pode ser consultada na tabela 2.1.

Inicialmente, utilizaram-se para electrofiacao solu¢oes com 15% de PVP e 1% de PVP-
I, mas com solventes com diferentes propor¢ées HoO:EtOH. Uma diminuicdo desta razao
(aumento de etanol no solvente) tem como consequéncia o aumento da taxa de evaporagao

do solvente (esta depende também das condigoes ambientais) e uma diminuigdo da tensdo
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Tabela 2.1: Solugdes produzidas durante o projecto

Denominagdo | PVP (%) PVP-I (%) | H,O:EtOH
15 0 1:1
15 1 0:1
15 1 1:3
15 1 1:1
S0 18 0 1:1
S1 18 1 1:1
S3 18 3 1:1
S5 18 5 1:1
FO 18 0 0:1
F5 7,2 2 0:1

superficial. As primeiras deposicoes tinham como solvente 100% EtOH, ou seja, o solvente
evaporava completamente ao longo do voo. Com a alteracdo das condigdes atmosféricas
(aumento de temperatura e diminuigdo de humidade), o uso desta proporcao de solvente
(0:1) revelou-se um obstaculo ao processo de electrofiagio: com o aumento de temperatura,
aumentou a taxa de evaporacao do solvente, o que causou uma secagem do polimero logo na
ponta da agulha, na gota. Aumentou-se entdo a proporcao de HoO:EtOH, de modo a diminuir
a taxa de evaporagdo do solvente, para 1:3 e 1:1. As fibras mais uniformes, decorrentes de
deposicoes mais estaveis, tiveram no solvente proporg¢ao 1:1. Quando as fibras nao tém tempo
para secar durante o voo em direcgdo ao alvo, projectam-se neste ainda com solvente (este
efeito, que se mostra na figura 3.4 da secgdo 3.1, serd discutido nessa sec¢ao). Com um
solvente resultante de partes iguais de agua e EtOH, este factor (secagem durante o voo) teve

de ser mais considerado.

Para variar a viscosidade da solucdo, consideraram-se as solucoes de 18% de PVP. A
variacao da quantidade de iodo nas fibras é introduzida pela variacdo da concentracao de
PVP-I na solugao.

Durante o processo de electrofiacao, o solvente evapora e a composicao das fibras produzi-
das depende apenas da proporcao entre as concentragoes dos polimeros na solugao precursora.
Para, por espalhamento de uma solugdo, obter filmes finos e uniformes, a solucido de que se
parte nao pode ser muito viscosa. Convém ainda usar-se um solvente volatil para que o filme
nao leve muito tempo a secar. Assim, as solugoes FO e F5 (ver tabela 2.1), utilizadas para
os filmes, foram preparadas com proporcoes PVP:PVP-I de 1:0 e de 18:5, a semelhanca das
solugoes SO e S5 (SO é significativamente mais viscosa que S5), utilizadas na produgao de

matrizes de nanofibras. Como solvente utilizou-se 100% de etanol.

Para se preparar um filme, verteu-se a solugao precursora numa folha de acetato STAEDTLER

Lumocolor Photocop film Kopierfolie (0.10 mm) (210 x 297 mm, A4) e deixou-se secar.
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2.3 Propriedades fisicas das solugoes

Para determinar as caracteristicas das solugoes utilizadas, fizeram-se medigoes de viscosi-

dade, de densidade, de tensao superficial e de condutividade.

2.3.1 Viscosidade

A viscosidade de uma solucdo é uma propriedade que reflecte o seu comportamento de es-
coamento. As curvas de fluxo (viscosidade vs. taxa de cisalhamento) das solucoes S0-S5 foram
obtidas num reémetro rotacional Malvern Instruments (modelo Bohlin Gemini HRyqno), com
geometria de cone (40 mm e 2° de inclinagao) e prato, a partir dos quais a viscosidade (enten-
dida como o valor correspondente a uma taxa de cisalhamento nula) foi determinada. Para
proceder a medicao, a solugdo é espalhada sobre o prato e o cone é posto a rodar impondo
a solucao uma taxa de cisalhamento. Os varios pontos da curva de fluxo sdo obtidos pelo
sensor de pressido do cone rotativo para diferentes taxas de cisalhamento aplicadas. Todas as

medicoes de viscosidade foram efectuadas a 25°C.

2.3.2 Densidade

A densidade da solucdo é a razdo entre uma determinada massa de solugdo, mg, € 0
volume, vg, que ela ocupa. As medigoes de densidade das solugbes SO-S5 foram efectuadas a
25°C num reémetro KSV INSTRUMENTS Ltd., modelo SIGMA 702.

Na medigao, uma esfera, de massa (m.) e volume (v.) conhecidos, é suspensa num suporte
do instrumento que identifica o seu peso. A esfera é depois introduzida na solugdo até ficar
totalmente imersa. O instrumento indica entdo um valor de massa, mM;ndicada, quUe corresponde
a diferenca entre o peso e a impulsao (dividida pela aceleragao da gravidade). A densidade
é, assim, dada por 2.2:

p= %@mdwad“ (2.2)

Neste trabalho, m.=2,04 g e v,=0,867 ml.

2.3.3 Tensao superficial

A tensao superficial de um liquido tem origem na diferenca entre as intensidades das forcas
a que as moléculas na superficie do liquido estao sujeitas, devido as interacgdes com as outras
moléculas do liquido e com as moléculas do ar circundante. A resultante é uma forga que
aponta para o interior do liquido e que tende a diminuir a area da superficie exposta. Os
valores da tensao superficial das solugbes S0-S5 foram obtidos pelo software KSV Contact
Angle Measurement System, através do método da gota suspensa (ver figura 2.4 (a)): da

agulha, posta numa seringa com a solugdo, colocada na vertical, faz-se sair uma gota que
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estabilize com volume minimo de 5 pl. A gota é, entdo, fotografada (pela Contact Angle and
Surface Tension Meter CAM2008); o software ajusta a linha que define a superficie da gota a
uma fungdo e, a partir do ajuste e da densidade da solugao (que é introduzida pelo operador),
determina a tensao superficial (a forga por unidade de comprimento que conduz a formagao

da gota).

2.3.4 Condutividade

A condutividade de uma solucido é uma propriedade eléctrica, inversa da resistividade,
e que mede a capacidade da solugdo transportar cargas, quando sujeita a uma diferenca de
potencial. A medi¢ao da condutividade das solugdes S0-S5 foi efectuada no aparelho HI4521
da HANNA Instruments (figura 2.4 (b)).

Figura 2.4: Aparelho de medi¢io de tensio superficial (a) e medi¢io de condutividade (b)

2.4 Métodos poés-produgao

2.4.1 Reticulagao por irradiagcao UV

O corpo humano é constituido, na sua maior parte, por dgua (entre 70 e 75% [38]). A pele
é o maior 6rgao do corpo humano, responsavel pela proteccdo externa e pela regulacao da
temperatura através da transpiracdo. Em condi¢bes normais, a sua superficie é relativamente
himida (devido a transpiragdo). No caso de lesdo, uma grande quantidade de exsudado é
produzido no leito da ferida. Assim, é necessario garantir que as matrizes de nanofibras de
PVP e PVP-I (soltveis em agua) nao se dissolvam quando entram em contacto com a pele.
Elas devem assegurar uma libertagao sustentada do iodo que contém, mantendo, assim, a
anti-sepsia e impedindo infec¢oes devidas a microorganismos. Segundo Ignatova M. (2007)
[5], matrizes de nanofibras de PVP podem ser tornadas insoliveis por exposigdo a radiacao

UV (254nm) na presenga de um fotoiniciador de reticulagao.
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A reticulacdo (cross-linking em inglés, que significa ligagdo cruzada) consiste no estabe-
lecimento de ligagbes covalentes entre cadeias poliméricas. A absor¢ado de radiagdo UV por
um polimero tanto pode promover a formacao destas ligacbes como resultar na clivagem das
cadeias, o que provoca degradagao [31]. Aumentando o nivel de reticulacdo, aumenta a rigidez
da estrutura, assim como o peso molecular das macromoléculas na nova estrutura que se torna
menos solivel. O grau de reticulacdo depende da dose de radiagao absorvida.

Neste trabalho verificou-se que tanto os filmes como as matrizes de nanofibras de PVP com
PVP-I, ao serem irradiadas com UV, vao-se tornando menos soliveis em agua com o tempo
de irradiagdo. A irradiacao foi efectuada no aparelho Ultraviolet Crosslinkers (da marca UVP
- Ultra-Violet Products, Ltd.), modelo CL-1000, que tem no seu interior 5 lampadas de 8 W

que emitem radiagdo UV com comprimento de onda 254 nm.

Grau de inchamento e perda de massa

O grau de inchamento (ou swelling degree, em inglés) descreve a capacidade de absor¢ao
de agua de um determinado material, quando imerso neste liquido ou quando sujeito ao seu
vapor. O grau de inchamento de um material pode ser avaliado pela diferenca relativa da
massa, mp, de uma amostra hidratada devido a absor¢ao de dgua (a massa aumenta com
o tempo de exposicao ao liquido ou vapor até atingir este valor) e a massa inicial, mg, da
amostra seca [1, 5]:

— My

mp
a% = ——-—""x
ms

100 (2.3)

Na determinacdo do grau de inchamento, procedeu-se da seguinte forma para avaliar a
massa da amostra hidratada: deixou-se a amostra imersa em agua por um tempo definido,
durante o qual a absorcao maxima é atingida; a amostra inchada foi, depois, retirada da agua
e 0 excesso de dgua na sua superficie foi cuidadosamente removido com um papel absorvente,
determinando-se de seguida a massa my,.

A reticulagdo de uma amostra afecta o seu grau de inchamento, na medida em que o
niumero de ligagOes estabelecidas durante a reticulagdo diminui a disponibilidade de pontos
de interacg@o com a agua, o que faz diminuir a capacidade de absorc¢ao e o grau de inchamento.
Assim, o grau de inchamento varia inversamente com o grau de reticulagao.

A variacdo das dimensoes da amostra durante o inchamento é um aspecto importante a
ter em conta para a sua aplicacdo como cobertura de feridas. Se, por um lado, a capacidade
de absorc¢ao do exsudado por parte da cobertura desempenha um papel relevante, esta capaci-
dade da cobertura nao deve implicar alteracdo significativa das dimensbes superficiais. Esta
alteracao foi também avaliada aquando dos ensaios de inchamento.

A estabilidade de uma amostra em dgua é determinada pelo seu grau de reticulagio.
Dependendo deste, a amostra pode perder mais ou menos massa por dissolucdo durante a
imersdo. Esta perda de massa da também uma indicacdo do grau de reticulacdo. A perda de

massa foi calculada como a diferenca entre a massa inicial da amostra seca e a massa, mg,
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da amostra depois de a dgua absorvida durante o inchamento ter evaporado completamente

(a evaporagao é considerada completa quando a massa deixa de diminuir com o tempo):

Am% = (ms — my) x 100 (2.4)

Espectrofotometria de UV-visivel

A libertagao de iodo das matrizes de nanofibras (electrofiadas a partir de solugbes de
PVP com PVP-I) para dgua destilada foi monitorizada com base na andlise de espectros de
UV-visivel. Nestes espectros (graficos da absorvancia em funcdo do comprimento de onda da
radiagdo absorvida') surgem picos caracteristicos das varias espécies de iodo libertadas para
a agua onde a matriz foi colocada.

Os espectros foram obtidos no espectrofotémetro PERKIN ELMER LAMBDA 35 - UV/Vis
Spectrofotometer da figura 2.5.

Figura 2.5: PERKIN ELMER LAMBDA 35 - UV/Vis Spectrofotometer (Departamento de
Quimica da FCT/UNL)

Foram também obtidos espectros de solugoes aquosas de PVP-I com diferentes concen-
tragoes para localizar e avaliar a variagdo da absorvancia com a concentragdo de cada espécie
de iodo?. Esta avaliacio permitiu estimar a dimensdo das amostras das matrizes a utilizar
nos testes de libertacao de iodo.

Uma das metodologias que pode ser seguida para a realizacdo de um teste de libertacao é
retirar, em determinados instantes, amostras do meio para o qual a libertacdo ocorreu. Cada
vez que é retirada uma amostra, a quantidade total do meio é reposta. As amostras séo

analisadas espectroscopicamente e a quantidade de substéncia libertada avaliada. O espectro

a absorvancia descreve a capacidade intrinseca de um material absorver determinada radiacdo electromag-
nética numa frequéncia (ou comprimento de onda) especifica

2como ha sobreposicio dos picos das vérias espécies de iodo e sobreposigio destes com o pico do PVP, nio
é possivel estabelecer uma relagao linear (usando a lei de Beer-Lambert) entre a absorvancia e a concentragio
das varias espécies de iodo
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cumulativo é construido a partir da informagéo recolhida. Este procedimento nao é adequado
para analisar o iodo libertado das matrizes ja que, durante os procedimentos, este escapa
facilmente do meio (4gua) para o ambiente. Convém, assim, que o processo envolva a menor
exposicao possivel do meio de libertacao ao ambiente e, por isso, optou-se por realizar os testes
nas células fechadas utilizadas no espectrofotémetro®, adquirindo os espectros em tempo real,
isto é, enquanto a libertacdo ocorre. A medida que o iodo se liberta da matriz, difunde-se
na agua, onde surgem gradientes de concentracao que prejudicam a qualidade dos espectros.
Para uniformizar o meio a analisar e impedir que a matriz interferisse com o trajecto da luz
na célula, utilizou-se o seguinte arranjo (ver figura 2.6): um agitador magnético (HELLMA
CUV-O-STIR Model 333), colocado sob a base da célula, poe em agitagdo suave um pequeno
magneto que estd dentro da célula; ainda no interior, mas no topo da célula, uma rede de
teflon suporta a matriz de nanofibras. A quantidade de dgua usada na célula foi estabelecida
e varios espectros foram obtidos ao longo do tempo. Na figura 2.7 pode ser observada a

montagem, descrita anteriormente, colocada no espectrofotémetro utilizado.

A—

Amostra de matriz de nanofibras

l ‘ Rede de teflon

{ ’ ey < Magneto

Célula de quartzo para
espectrofotometria

Figura 2.6: Sistema de montagem para espectrofotometria de libertagdo

3as células utilizadas para espectrofotometrias sio células com 2 faces de quartzo, 10 mm de caminho éptico,
capacidade de 3,5 ml e com tampa de teflon
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Figura 2.7: Montagem para obtencdo de espectros de libertagcdo de iodo da matriz de nanofibras
electrofiadas ao longo do tempo

2.5 Testes microbiolégicos

Os meios de cultura (“conjunto de substéncias utilizadas como nutrientes para o cresci-
mento e a multiplicagdo de microorganismos” [36]) preparados e a sua constituicdo estao
indicados na tabela 2.2 (para além dos compostos indicados, foi usada dgua bidestilada).
Apo6s a sua preparagdo, os meios foram esterilizados em autoclave a 120°C e a 1 atm durante
20 minutos. Os meios LB (do inglés, Luria-Bertani Broth) e YM (do inglés, Yeast extract-
Malt) sdo meios liquidos, enquanto que os meios LA (do inglés, Luria-Bertani Agar) e YMA
(do inglés, Yeast extract-Malt extract Agar) sdo obtidos dos correspondentes meios liquidos
aos quais se adiciona agar (aproximadamente 2%). Apés preparagao e auto-clavagem, o meio
¢é vertido numa placa de Petri, solidificando & temperatura ambiente.

Para preparar as placas de crescimento, foram vertidos cerca de 20 ml do meio de agar
autoclavado, LA ou YMA consoante a estirpe em causa. A placa foi, depois, colocada na
estufa (figura 2.9 (b)) a 37°C para que o meio solidificasse e de modo a que, apds incubagao
a 37°C durante a noite, se observasse que os meios de cultura nas placas estavam estéreis.

As estirpes utilizadas neste trabalho estavam conservadas como culturas puras a -80°C em
meio liquido BHI (do inglés, Brain Heart Infusion) com 15% glicerol (v/v).

Para os ensaios microbiologicos, para obtencdo de colénias isoladas, foram preparadas
culturas em meio sélido, transferindo uma aliquota ou inéculo (cerca de 10 ul) para a placa
de Petri com meio e agar. O inéculo foi, entdo, espalhado no meio de cultura, na placa de
Petri, com ansa de repicagem e as placas foram incubadas em estufa a 37°C, durante a noite
(18-24h).

Para obtencao de culturas em meio liquido, é retirada uma colénia isolada de cada estirpe,
com ansa de repicagem, que é colocada em baldes com determinado volume (cerca de 50 ml)

de meio liquido. Os baldes sdo depois incubados num agitador (marca Gallenkamp (figura

26 Desenvolvimento de cobertura para feridas com nanofibras de PVP-I — Fernandes, Andreia



2.5. TESTES MICROBIOLOGICOS

Tabela 2.2: Constituicao dos meios de cultura

Meio

Composicao

Quantidade (em %
do total de meio)

YM: Meio de Malte e Peptona

YMA: Meio de Malte e Peptona
em Agar

LB: Meio de Levedura

LA: Meio de Levedura em Agar

Extracto de Malte
Extracto de Levedura
Peptona

Glucose

Extracto de Malte
Extracto de Levedura
Peptona

Glucose

Agar

Tritptona
Extracto de Levedura
Cloreto de sodio

Tritptona

Extracto de Levedura
Cloreto de sédio
Agar

0,3
0,3
0,5
1,0

0,3
0,3
0,5
1,0
2,0

1,0
0,5
0,5

1,0
0,5
0,5
2,0

Tabela 2.3: FEstirpes utilizadas nos testes microbioldgicos - pertencem as colecgoes de culturas
internacionais: ATCC (American Type Culture Collection) e PYCC (Portuguese Yeast Culture

Collection)
S. aureus ATCC 25923
S. epidermidis ATCC 14990
P. aeruginosa ATCC 10145
C. albicans PYCC 3436T

2.9 (a))) a 37°C durante a noite (18-24h).

Apébs o crescimento durante a noite, antes de comecar qualquer teste microbioldgico, é

necessario saber a densidade éptica do inéculo - efectua-se a leitura de uma porgao do liquido

no espectrofotémetro a 600 nm (2.9 (c))-, e, eventualmente, proceder as dilui¢oes necessérias

para usar a concentracao celular desejada.

Neste trabalho, os plaqueamentos (propagacao em placas de Petri de células provenientes

de uma por¢ao de uma cultura em meio liquido) foram efectuados espalhando-se um volume

de 100 pl de uma cultura liquida (nas placas de Petri) com esferas de vidro (= 3 mm). Apds

o espalhamento, inverteu-se a placa, de modo a que as esferas ficassem na sua tampa, para as

retirar, de seguida, tirando a tampa. A placa foi, entdo, novamente tapada, colocando-se na
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estufa a 37 °C durante a noite, apés o que se pode fazer a contagem de coldnias. Os tempos
de incubagdo para a contagem de colénia foram de 24 horas (S. aureus, S. epidermidis, P.

aeruginosa) ou 48 horas C. albicans.

A nimero de colénias numa placa de Petri (de 90mm) é considerada contdvel quando
é possivel, a olho nu, definir os bordos das colénias e a contagem se situa entre 30 e 300
unidades. Classifica-se de incontével quando hé tantas colénias (superior a 300 unidades) que
é impossivel conta-las e de confluente quando os bordos das colénias nao estdao bem definidos.
O nimero N de colénias contadas, ou nimero de unidadas formadoras de colénias (UFC),

¢é utilizado para expressar a densidade de células na cultura do meio liquido plaqueada em
UFC/ml:

1
UFC/ml=N x - (2.5)

onde I é a quantidade (em ml) de cultura colocada na placa. Neste trabalho usou-se I =
0,1 ml.

Frequentemente, o nimero de colénias formadas no plaqueamento de uma cultura liquida

(por exemplo, no plaqueamento do indculo) é incontavel. Nesse caso, é necessario proceder-se

volume_diluido
volume total da diluicdo”

a diluicdo da cultura original, que é definida pela expressao D =

Nestes casos, ap6s contagem do niimero de colénias, N, da placa com uma cultura com
dilui¢do, D, é necessario utilizar a expressdo 2.6 para se conhecer a densidade original de
células nessa placa (antes da diluigdo). No caso de serem efectuadas vérias dilui¢oes sucessivas,

cada uma delas caracterizada por um valor D;, D é dado pelo produto dos varios D;s.

1 1

Na figura 2.8, estd esquematizado o processo de diluigoes sucessivas (e respectivos plaque-
amentos). Nos tubos amarelos estd indicado o volume de meio liquido (no esquema esta
indicado o meio de crescimento LB mas este esquema é valido para qualquer meio de cresci-
mento) necessario para ir procedendo as dilui¢oes que se queiram efectuar. Sob as setas verdes
estd indicado o volume de cultura (origem da seta) a juntar ao meio de crescimento (final da
seta). O valor de D, valor ao fim das diluigoes sucessivas, estd indicado nos tubos laranja.
O volume utilizado nos plaquementos, ao longo dos testes microbiolégicos, estd indicado ao
lado das setas azuis. A seta roxa indica que se pode fazer uma diluicio de D = 107% a
partir de uma diluicdo D = 10~2 desde que se adicione 90 ul de meio de crescimento ao tubo
amarelo (previamente com 900ul) e 10ul da cultura com diluicdo D = 1072, Neste trabalho,
as diluigoes foram efectuadas em tubos microtubos de 1,5 ml. Para agitar os tubos utilizou-se
o agitador da figura 2.9 (d).

Antes de proceder a qualquer tipo de teste microbiolégico, comegou por se determinar

a curva de crescimento (“representagdo grafica do crescimento populacional das células em

28 Desenvolvimento de cobertura para feridas com nanofibras de PVP-I — Fernandes, Andreia



2.5. TESTES MICROBIOLOGICOS

10 |.,1L
90 |1L] 900 L 900 L
LB LB LB

Meio LB com cultura de
microorganismos 10 L +90 L 1B

100 pL 100 L 100 L

Plagueamento Plagueamento Plagueamento

-2 -3 -4

Figura 2.8: FEsquema das dilui¢oes de culturas bacterianas ou fungicas e plaqueamento. O
significado da figura estd explicito no texto.

meio de cultura” [36]) e de densidade dptica a 600 nm, DOggg, das estirpes utilizadas. Para
tal, depois do crescimento da estirpe durante a noite, estipula-se um valor inicial de DOggg €
dilui-se a cultura para um baldo com o meio respectivo, de modo a obter esse valor. Depois
de diluida, plaqueia-se, como explicado anteriormente. A densidade de células, encontrada
através da contagem efectuada na placa, fica entao associada ao valor de DOgyg medido e ao
tempo 0. Ao longo do tempo vai-se procedendo a leituras de DOgog e respectivo plaquea-
mento. E, entdo, obtida uma curva de evolucio no tempo da densidade de células na cultura
liquida do baldo (curva de crescimento exponencial) e estabelecida a sua relagdo com DOgg
- padronizacao Optica da curva de crescimento.

Em determinadas alturas do trabalho, foi necessario obter um determinado volume de
cultura liquida com determinada densidade de células para a qual se conhecia o valor de
DOgpo, tendo em conta a padronizacao da curva de crescimento: DOggp=Dy. Dispunha-se,
para tal, de uma cultura com um valor de DOgyp=D;. Para estimar o volume, v;, desta

cultura, que permite obter um volume vy da cultura pretendida, usou-se a relagao 2.7.

Di Xvi:DfX’Uf (2.7)

Todos os procedimentos foram efectuados em bancadas anti-sépticas (desinfecgdo com
etanol), a chama, e com material esterilizado previamente. Para esterilizar as solugoes,

utilizaram-se filtros estéreis da Orange Scientific com poros de 0,45 pm.

2.5.1 Concentracao minima inibidora

A concentragdo minima inibidora (em inglés, minimum inhibitory concentration ou MIC)

é, como o nome indica, a concentragdo minima de um agente antimicrobiano necessaria para
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(a)

(d)

Figura 2.9: Aparelhos utilizados nos testes microbiologicos: Gallenkamp (agitador com controlo
de temperatura e rotagdo) (a), estufa (b), espectrofotémetro a 600 nm (c) e agitador (d)

Figura 2.10: Algum material utilizado nos testes microbioldgicos

inibir a proliferacdo de microorganismos. Para a determinacio de valores de CMI sao usadas
diferentes concentragées do antimicrobiano, geralmente obtidas em dilui¢cbes sucessivas do
mesmo, e uma cultura de microorganismos com uma determinada densidade (a concentragao
é fixa e superior a 10° UFC/ml porque se considera que, em condi¢des normais, os microor-
ganismos podem colonizar o hospedeiro, mas é a partir do valor referido que se considera a
possivel ocorréncia de uma infec¢do). A CMI é determinada com base na comparagio en-
tre a turvagdo das culturas na presenca de varias dilui¢bes do agente antimicrobiano: se for
observada turvacdo, existe crescimento dos microorganismos mas, se, pelo contrario, exis-
te limpidez, os microorganismos ndo proliferaram porque estdo inactivos ou porque ocorreu,
mesmo, morte celular. Existe entdo uma concentracdo a partir da qual nao existe crescimento
de microorganismos e a concentragdo seguinte (mais elevada) de agente antimicrobiano é a
considerada como CMI.

Neste trabalho, o iodo activo estd complexado no PVP-I, que é o produto utilizado com
propriedades antimicrobianas. Assim, procedeu-se & determinacdo da CMI do PVP-I em

solucao aquosa. Os testes foram feitos em triplicado.

2.5.2 Teste Kirby-Bauer ou de difusao em agar

O método Kirby-Bauer, ou de difusdo em agar, consiste na colocagdo de discos, com

concentragoes conhecidas de determinado agente antimicrobiano, na superficie de uma placa
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contendo um meio sélido apropriado e previamente inoculado com o microorganismo cuja sus-
ceptibilidade se pretende testar. O agente antimicrobiano difunde-se a partir do disco para
o meio circundante, formando um gradiente de concentracao que decresce desde o perimetro
do disco até distancias mais elevadas. Os microorganismos multiplicam-se exponencialmente
em toda a superficie da placa, a excepgao das zonas a volta do disco impregnado de antimi-
crobiano, no caso de serem sensiveis ao mesmo. As zonas em que o seu crescimento é inibido
ou a sua morte é provocada pela concentragdo do antimicrobiano, tornam-se visiveis através
de uma zona clara que rodeia o disco e a que se dd o nome de halo ou zona de inibicdo. A
medicdo do didmetro da zona de inibicao é geralmente feita em mm.

Para estes testes, colocaram-se discos do substracto na placa de agar, onde se efectuou
uma sementeira de cultura com determinada densidade, por forma a que as UFC/ml, apds
incubacdo, originem uma cultura confluente. No caso do agente libertado ser eficaz na inibicao
do crescimento, surgem, em torno do respectivo substracto, zonas onde nao houve crescimento
da cultura.

Neste trabalho, apds a preparacao das placas com agar, espalharam-se sobre a mesma
100 pl de cultura com determinada DOggp (ntimero de UFC conhecido). O espalhamento foi
efectuado com esferas de vidro, como referido anteriormente. Em diversos pontos das placas
de Petri, foram colocados discos de 8 mm de: papel de filtro embebido em solugoes aquosas
de PVP-I, matrizes de nanofibras de PVP com PVP-I e matrizes de PVP. As placas foram
colocadas em estufa a 37°C durante o tempo de incubacio das culturas, ao fim do qual foi
medida a zona de inibigdo em mm(incluindo o disco).

A esterilizagdo dos discos usados nas culturas foi acautelada. As solugoes usadas (ver
tabela 2.4) para embeber os discos de papel de filtro (estéreis) foram filtradas em filtros
estéreis da Orange Scientific com poros de 0,45 pm.

A esterilizacdo das matrizes de nanofibras é assegurada aquando da sua reticulagido por
exposigao a radiagdo UV (apds este processo as matrizes sdo mantidas em ambiente estéril
até a realizacao do teste).

Solugoes semelhantes a S5 foram sujeitas ao teste de difusdo (nao se utilizou a solugao
S5 devido a sua elevada viscosidade e a provavel dificuldade em esterilizar a mesma através
de filtro), tendo sido determinado que se testariam solugoes com a mesma percentagem de
PVP-I da solugao S5 e variagoes desta (ver tabela 2.4). Deste modo, foi possivel observar o
efeito da variacdo da concentracao de PVP-I. Também foi usada uma solugao com 1% PVP
(T10) apenas para verificar a auséncia de acgao biocida. O solvente utilizado foi 100% agua
destilada.

2.5.3 Testes de libertacao de iodo em cultura

A acc¢do biocida foi ainda avaliada em meio liquido e ao longo do tempo. As matrizes

de nanofibras testadas foram produzidas a partir das solugoes S5 e SO e irradiadas com UV
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Tabela 2.4: Solugbes produzidas para testes Kirby-Bauer

Denominacao PVP-1 (%)
T01 1
T02 2
T03 3
T04 4
T05 b)

durante 4 horas. Os testes foram efectuados contra a cultura de S. aureus. A quantidade de
matriz de S5 a ser utilizada para este teste foi determinada considerando o valor de CMI, a
quantidade de meio liquido a utilizar e os resultados da espectrofotometria de libertacao de
iodo.

O procedimento seguido foi o seguinte: a matriz foi colocada num baldo com 10 ml de LB
com 10 pl de 10 UFC/ml de cultura (resultando em 10° UFC/ml de cultura no baldo); o
balao foi colocado na estufa a 37°C; apds determinados tempos de interacgdo entre a matriz e
a cultura (0 min, 30 min, 60 min, 90 min, 24 h) foi efectuado o plaqueamento da suspensio,

procedendo-se como habitualmente para avaliar o nimero de colénias ou UFC/ml.
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Capitulo 3

Apresentacao e discussao de
Resultados

3.1 Influéncia dos parametros de producao nas deposicoes

Inicialmente, foram feitas algumas deposi¢oes de modo a verificar a influéncia da variagao
dos parametros de producao nas caracteristicas da deposicgao.

Na tabela 3.1, estdo indicadas as condigoes de producdo de algumas das deposi¢oes efec-
tuadas a partir de uma solucgao de 15% PVP e 1% PVP-I em 100% de EtOH, cujas imagens

podem ser observadas nas figuras 3.1.

Tabela 3.1: Parametros de processo e ambientais relativos das imagems SEM1 a SEM3

. Parametros de processo Parametros ambientais
Deposicao
d(em) V (kV) f(mL/h) | Temperatura (‘C) Humidade Relativa (%)
SEM1 17 6.5 0.2 17.9 54
SEM?2 17 15.0 0.2 19.6 33
SEM3 17 6.5 0.4 19.9 51

Nas imagens de SEM (figura 3.1), é possivel observar que o aumento de tensdo (com
distancia e fluxo fixos) reduz o didmetro das fibras - comparacao entre SEM1 e SEM2 - e que
o aumento do fluxo (com distancia e tensao aplicada fixas) aumenta o didmetro das fibras -
comparacao entre SEM1 e SEM3. Observando a imagem da SEM2, verifica-se que hé zonas
em que as fibras se fundem, significando que o solvente ndo evaporou completamente durante
o tempo de voo e que ha fibras de polimero mais finas do que as restantes fibras, resultantes da
tensao aplicada ser demasiado elevada, o que provoca um aumento da carga e correspondente
aumento de repulsao electroestatica, com a formagao de jactos multiplos.

A imagem 3.2 da deposi¢do SEM2 com 2h de irradiacdo UV (SEM2UV) mostra que nao

ha alteracdo fisica da matriz durante a reticulagao.
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As deposicoes correspondentes a tabela 3.2 foram efectuadas a partir de deposi¢oes de uma,
solucao de 15% PVP e 1% PVP-I numa mistura de 50% de dgua e 50% de EtOH. Nas imagens
de MO correspondentes (figura 3.3) também é possivel observar a influéncia da variacao dos
pardmetros do processo na deposi¢ao de nanofibras: com o aumento da tensao (com distancia
e fluxo fixos) - comparagao entre MO5 e MOT - e com o aumento da distancia (com tensdo
aplicada e fluxo fixos) - comparagao entre MO5 e MOS8 -, observa-se uma diminui¢do do
didmetro das fibras; com um grande aumento de tensao aplicada (com distancia e fluxo fixos)
- comparacao entre MO5 e MO9 -, devido & diminuicdo do tempo de voo, o solvente nao

evapora durante o voo e as fibras fundem-se na deposigao.

Tabela 3.2: Pardmetros de processo e ambientais relativos das imagems MOS5 a MO10

. Parametros de processo Parametros ambientais
Deposicao
d(em) V (kV) f(mL/h) | Temperatura (‘C) Humidade Relativa (%)

MO5 17 9.0 0.2 24.6 37
MO6 17 10.0 0.2 25.0 30
MO7 17 12.0 0.2 25.0 30
MO8 21 9.0 0.2 24.6 37
MO9 17 14.0 0.2 24.7 36
MO10 17 14.0 0.3 25.0 30

Na figura 3.4, é possivel observar uma deposicao, efectuada (fluxo a 0,1 ml/h) a partir
de uma solucao de 18% PVP e 1% PVP-I numa mistura de 50% de dgua e 50% de EtOH,
em que o solvente ndo evaporou durante o tempo de voo. Tal deveu-se ao facto da distancia
entre a agulha e o prato colector ser muito pequena (8 cm) e a tensdo aplicada muito elevada
(13 kV), o que esta na origem de um tempo de voo muito reduzido.

Para assegurar uma rdpida evaporacao do solvente, comecou por se usar EtOH a 100%.
Dado que a certa altura se verificou que foi necessario aumentar a concentracao de PVP-I nas
nanofibras electrofiadas, alterou-se a concentracao de 1% PVP-I para 5%. Como, com 15%
PVP e 5% PVP-I havia sempre gota na ponta da agulha durante as deposi¢des, aumentou-se
a concentragao de PVP (para 18%) para aumentar a viscosidade da solu¢do. Com o aumento
da viscosidade da solucao e da tensao aplicada, deixou de haver gota na ponta da agulha e
passou a ser possivel electrofiar a solucao.

A partir deste momento, e uma vez que as condi¢des atmosféricas se tinham alterado
significativamente (subida de temperatura e diminuigdo de humidade relativa), deixou de ser
possivel electrofiar solugoes com solvente 100% EtOH. Assim, passou a usar-se um solvente

constituido por iguais partes de agua destilada e etanol.
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3.1. INFLUENCIA DOS PARAMETROS DE PRODUCAO NAS DEPOSICOES

Figura 3.1: Imagens de SEM de deposicdes de nanofibras (a) SEM1, (b) SEM2 e (¢) SEM3, de
solugoes 15% PVP e 1% PVP-I com solvente 100% EtOH
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Figura 3.2: Imagem de SEM da deposicio SEM2 apés 2h de irradiagio UV

Figura 3.3: Imagens de MO (ampliagio 50x) de deposi¢oes de nanofibras (a) MOS, (b) MO6, (c)
MO7, (d) MOS8, (e) MOY e (f) MO10 de solugdes 15% PVP e 1% PVP-I com solvente 50% dgua
destilada e 50% EtOH
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3.2 Propriedades das solugoes

Para as solugoes SO, S1, S3, S5 (ver tabela 2.1) e para a solugdo de PVP a 15% (solvente
agua e etanol a 1:1), foram efectuadas medigoes de condutividade, viscosidade, densidade e
tensdo superficial. As solucoes foram produzidas no préprio dia das medigoes. No caso da
condutividade, e para as solugdes S0-S5, foram ainda feitas medicdes seis dias depois para
avaliacdo de possiveis variagoes da condutividade com o tempo. Os resultados podem ser

observados na tabela 3.7.

Figura 3.5: Solugdes utilizadas ao longo do trabalho: 15% PVP, S0, S1, 83 e S5

3.2.1 Viscosidade

Os resultados da medigdo da viscosidade das solugoes estao indicados no grafico da figura
3.6.

Os valores registados na tabela 3.3 correspondem a viscosidade para uma taxa de corte
nula e foram obtidos fazendo a média dos valores da viscosidade obtida para as taxas mais

baixas de corte (zona de patamar no grafico).

Tabela 3.3: Resultados obtidos nas medig¢oes de viscosidade

| 15% PVP S0 S1 S3 S5
Viscosidade (Pa.s) | 3,416 7,640 7,825 8,667 10,077

3.2.2 Densidade

As densidades das solugoes foram obtidas usando a expressdo 2.2 a partir das massas
indicadas pelo aparelho. Ambos os valores estdo registados na tabela 3.4. Na figura 3.7

apresenta-se uma representacao grafica destes valores.

3.2.3 Tensao superficial

Os resultados finais de tensao superficial sdo os valores indicados pelo software (Yindicada),

no qual se introduz o valor da densidade previamente medida. Na tabela 3.5, estao registados

38 Desenvolvimento de cobertura para feridas com nanofibras de PVP-I — Fernandes, Andreia



3.2. PROPRIEDADES DAS SOLUCOES
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Curvas de viscosidade
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Figura 3.6: Curvas de viscosidade
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Figura 3.7: Representacio grifica dos resultados de densidade

o volume da gota usada e as tensdes superficiais. Na figura 3.8 apresenta-se uma representagao

grafica desta tltima quantidade.
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Tabela 3.4: Resultados obtidos nas medicoes de densidade

| 15%PVP S0 S1 S3 S5
Mindicada 1,215 1,210 1,206 1,201 1,194
p (g/ml) 0,9516 0,9573  0,9619 09677 09758

Tensdo Superficial
34,00

33,00

32,00
31,00
30,00
29,00
28,00
27,00
50 51 53 55

15% PVP

y{mNfm)

Figura 3.8: Representa¢do grifica dos resultados de tensao superficial

Tabela 3.5: Resultados obtidos nas medigées de tensdo superficial

| 15%PVP So S1 S3 S5
Yindicada (MN/m) 29,52 31,84 32,64 3315 32,50
Vgota (1) 9,18 610 757 726 707

3.2.4 Condutividade

A condutividade das solugbes é indicada directamente pelo aparelho de medida. Os resul-
tados encontrados estao registados na tabela 3.6, tal como a respectiva representacao gréfica,
que se pode observar na figura 3.9.

A condutividade, medida no dia em que se preparou, da solucdo de 15% PVP, é de 6,720
pS/cm.

Tabela 3.6: Resultados obtidos nas medigoes de condutividade

| S0 S1 S3 S5
Oodias (11S/cm) 3,612 146,6 406,5 646,6
O6dias (11S/cm) 4,050 110,1 354,3 5477

Os resultados da condutividade medida no dia 0 e no dia 6, a contar da preparacio,
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Figura 3.9:

Resultados das medicoes de condutividade

e em ambos os dias, a condutividade da solugao SO é muito mais baixa que a das restantes,

para as quais a condutividade aumenta com a quantidade de iodo;

¢ a variacdo da condutividade da solugao SO pode ser atribuida a flutuacdes que se obser-

vam mesmo quando se repete a medi¢do de uma mesma grandeza;

e as solugoes S1, S3 e S5 revelam uma diminuicdo consideravel da condutividade, o que

se pode atribuir a libertacdo de iodo; de facto, a coloracao destas solugdes diminui com

o tempo decorrido apés a producao.

Na tabela 3.7 sumarizam-se os valores das propriedades medidas para as solugoes apds a

sua producao.

Tabela 3.7: Propriedades fisicas das solugoes S0, S1, S3, S5 e 15% PVP no préprio dia de
producao
Solugoes Viscosidade Densidade Tensao Superficial Condutividade
Pa.s g/ml mN/m pS/cm
15% PVP 3,416 0,9516 29,49 6,720
S0 7,640 0,9573 31,61 3,612
S1 7,825 0,9619 33,46 146,6
S3 8,667 0,9677 33,08 406,5
S5 10,077 0,9758 32,45 646,6

Conclui-se assim que:
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a viscosidade aumenta tanto com a concentracdo de PVP como com a de PVP-I;
« as diferencas entre as densidades das solu¢bes sdo minimas;

¢ a tensdo superficial aumenta ligeiramente com a concentracdo de PVP. A incorporacao
de PVP-I revela a mesma tendéncia, mas um aumento da concentragdo de PVP-I nao

tem nenhuma influéncia significativa;

e o0 aumento da concentracdo de PVP provoca a diminui¢do da condutividade (o PVP
é nao condutor), que aumenta (cerca de 50x) com apenas a incorporacao de 1% de
PVP-I, para, depois, revelar um aumento linear com o aumento da concentragdo deste

polimero.

A medida que se adiciona PVP-I a uma mesma solugdo ji com PVP, esta vai ficar mais
viscosa e, principalmente, mais condutora. As principais dificuldades encontradas na fiacao
das solugoes com PVP-I, em particular as de maior concentracdo, podem ser atribuidas a
esta grande condutividade. De facto, havia a tendéncia para se formar uma pequena gota
na ponta da agulha. Ao aumentar o potencial para conseguir uma maior extraccdo por
parte do campo eléctrico, rapidamente se formavam jactos miltiplos e, até, interrupcoes
no jacto, provavelmente devido ao grande aumento de carga associado que estes valores de

condutividade implicam.

3.3 Processo de electrofiacao

Como as solugbes e condigoes atmosféricas se foram alterando ao longo do tempo de
elaboracao deste trabalho, também os pardmetros de producdo de matrizes de nanofibras
tiveram de se ir ajustando, tendo-se utilizado a S5 como solucéo final de producao de matrizes
de nanofibras por electrofiacido. As solugoes S0, S1 e S3 foram utilizadas para comparagao de

resultados.

3.3.1 Parametros utilizados

Na tabela 3.8, estdo referidos os pardmetros de processo utilizados para a produgao de
matrizes. Na parte dos parametros ambientais, estd indicada a temperatura ambiente; a
humidade relativa ambiente, na altura da producao destas matrizes de nanofibras, era bas-
tante elevada (cerca de 60%), factor que foi possivel de contornar através de um fluxo de ar
comprimido, que permitiu o controlo da humidade, provocando uma diminuicdo da mesma.
Assim, os valores de humidade, referidos nesta tabela, sdo resultantes do uso do fluxo de ar
comprimido.

As imagens em 3.11 indicam que todas as matrizes produzidas por electrofiagdo a partir
das solucdes e nos parametros indicados na tabela 3.8 sdo efectivamente constituidas por

nanofibras.
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Tabela 3.8: Pardmetros de processo e ambientais para a electrofiacao de cada solugdo

- Parametros de processo Parametros ambientais
Solucao

d(em) V (kV) f(mL/h) | Temperatura (‘C)  Humidade Relativa (%)

S0 15 14 0.5 - -
S1 16 17.6 0.5 21.2 54.7 a 55.6
S3 14 17.8 0.4 22.4 42.4 a 46.0
S5 16 21.5 0.4 18.5 50.0 a 51.5
Figura 3.10: Deposi¢io de fibras em colector vertical da solugcao S5 com os parametros referidos

na tabela 3.8 - 8 horas de electrofiacio
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Figura 3.11: Imagem obtida por SEM das matrizes de nanofibras electrofiadas resultantes das
solugoes SO (a), S1 (b), S3 (c) e S5 (d) - respectivos pardmetros na tabela 3.8
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3.4 Reticulacao por irradiacao UV

Os filmes sdo mais faceis e rapidos de produzir do que as matrizes de nanofibras. Assim,
primeiramente, foram efectuados os testes de reticulagio por irradiacdo UV com filmes. Apds
ter, entdo, conhecimento sobre o efeito da radiacdo UV nos filmes, fizeram-se os testes em
matrizes.

Os filmes a testar foram cortados em amostras de 10 x 10 mm, medindo-se a espessura
(d) e a massa(m;) de cada uma. As matrizes de nanofibras foram cortadas em amostras com,
aproximadamente, 10 x 15 mm.

As amostras foram, em seguida, sujeitas a radiacdo UV durante diferentes tempos (15
min (t1/4), 30 min (t1/2), 1 h (t1), 2 h (t2), 3 h (t3), 4 h (t4), 6 h (t6), 8 h (ts), 10 h (t10)),
sendo viradas a meio do tempo, de modo a garantir uma maior uniformidade na penetracao
da radiacao UV.

Figura 3.12: Amostras de filmes nas caizas de pogos em seco (a) e em dgua (b)

3.4.1 Grau de inchamento

Para determinar o grau de inchamento, as amostras de filmes e matriz de nanofibras
foram colocadas em 10 ml de dgua destilada. As amostras que se dissolveram em contacto
com a agua destilada foram consideradas soltveis e com insuficiente reticulacido. As restantes
foram retiradas da agua destilada ao fim de 24 h e a 4gua em excesso foi retirada com papel
absorvente.

As amostras foram entdo pesadas (my,), fotografadas e deixadas a secar sobre folha de
acetato. Apds a secagem, as amostras foram novamente pesadas (mg ) e fotografadas.

Na figura 3.13, podem observar-se os filmes de FO e F5 ap6s irradiagdo de UV por 2 h
e imersdao em agua por 24 h. Em geral, apds imersdo, os filmes de FO incham muito mais
que os filmes de F5, enquanto que nas matrizes de S5 se verifica uma contraccdo em drea. A
contrac¢ao das matrizes apds imersao em dgua pode ser observada, em pormenor, na figura

3.14 - fotografias das matrizes apods irradiacdo, secas, hidratadas e apds secagem.
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-

Figura 3.13: Amostras de filmes de FO e F5 (tamanho original e antes da irradiagao UV: 10210
mm) apds 2 h UV e hidratadas

Na figura 3.15 pode observar-se a atenuacao de cor apos irradiagdo UV em filmes com
diferentes propor¢oes de PVP:PVP-I (18:0, 18:3 e 18:5). Esta atenuagao também pode ser ve-
rificada na figura 3.14. O facto de ocorrer diminuigao da intensidade da cor amarela /laranja,
indicativa da presenca de iodo, significa que hé perda de iodo durante a irradiacio.

Foram obtidos graficos para o grau de inchamento, como o que se mostra na figura 3.16.

E observével que o grau de inchamento € inversamente proporcional ao tempo de irradiagao
UV, ou seja, quando maior é a exposi¢do a radiagao UV, menor é o inchamento. No caso das
amostras das matrizes, pela figura 3.14 é possivel verificar-se que as amostras reduzem o seu
tamanho, relativamente ao seu tamanho original, apés a imersao e a secagem. Além disso,
observou-se que o tempo de irradiacdo UV necessario para reticular uma matriz de nanofibras
é inferior relativamente & irradiacdo dos filmes.

Relativamente a perda de massa nos filmes, refere-se um exemplo com irradiacdo UV
durante 5 h: o filme de FO teve uma perda de massa de 9% e o de F5 uma perda de 18%,
o que é sustentado pela confirmacdo visual da atenuacgdo de cor no caso do filme de F5 e,
portanto, pela sua perda de iodo durante a irradiacdo com UV. No caso das matrizes, nao foi
possivel avaliar a perda de massa, dado que estas ficam muito frageis apds imersao, tornando-

se dificeis de manipular para medi¢oes de massa.
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Tempo de irradiagdo
UV [horas)

Apds imersio

Apos secagem

Tempo de irradiagdo
UV [(horas)

Apos imersio

Apos secagem

Figura 3.14:

Imagens de amostras de matriz de nanofibras de S5 durante o processo da
determinacdo do grau de inchamento
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Figura 3.15: Imagens de filmes com diferentes propor¢ées de PVP:PVP-I (da esquerda para a
direita, 18:0, 18:3 e 18:5) antes de irradiadas (primeira linha) e apds 2 h da irradiagio UV (sequnda
linha)

Grau de inchamento
3500 '
*
250
.
Y 200 S
3000 ¥ e
1 St
L 150 - = *_"""‘---:-.... &
A% =
A 100 L Py
2500 =
] 50
~
Ed X
g 1 3§ 0 T T T T T T
2000 ~
& ~ Q 100 200 300 400 500 800
“\ Tempode irradiagdo UV (min)
(N -~
1500 Ll \‘\
N -~
% -
-~ i "‘,‘
-
%, R *
- *
1000 = -
- e
- i
b i s St =
e i R el
500 = —_—=—_
R ————— ¥
W BRI I .
F— o —mm——m———— - F—-——————=—=-— == e e e - --—2
a T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
a 30 60 =l 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600 630 660
Tempo de irradiagdo UV (min)
#  Filme obtido com FO # Filme obtido com F5 # Matriz obtida com 55

Figura 3.16: Grau de inchamento de filmes de F0 e F5 e da matriz obtida através da solu¢io S5
determinado através da massa mg
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3.5 Taxa de libertacao de iodo

Figura 3.17: Solugdes com concentragio crescente de PVP-I em dgua

Comegou por se fazer espectrofotometria de solugées com diferentes concentracdes de
PVP-I em 4gua destilada: de 0,005% a 0,100%, a intervalos de 0,005% (alguns dos espectros
obtidos estdo representados na figura 3.18, na qual se podem observar os picos relativos a
espécie I3~ e, nos espectros das solugbes com concentragées mais baixas, o pico - uma ligeira
bossa, na figura indicada pela elipse azul- que indica a presenga da espécie Iy). Duas horas
ap0s os primeiros espectros, fizeram-se novamente espectros das solug¢oes com 0,010%, 0,020%,
0,030%, 0,050% e 0,060% (figura 3.19), tendo-se observado uma diminui¢do nos valores de
absorvancia. Como se pode observar na figura 3.19, nao existe uma relacdo linear entre o
aumento de concentragao de PVP-I e o aumento da absorvancia. H4 dois factores a considerar
para nao se poder aplicar a lei de Beer-Lambert neste caso: o pico correspondente a presenca
de PVP-I esta muito préximo dos picos representantes da espécie Is ™, tendo, além disso, muito
maior intensidade que estes (mesmo com concentragdes baixas de PVP-I, a absorvincia na
gama do pico de PVP ultrapassa o valor 2 de absorvancia - em espectrofotometria de UV sé
se devem considerar valores de absorvancia até 2, dado que a partir desse valor a leitura do
aparelho nao é fidvel), ou seja, hd uma influéncia do pico de PVP nos picos da espécie I3~;
além da influéncia do pico de PVP, é necessério referir que os dois picos da espécie I3~ sio
convoluidos, ou seja, ndo sdo picos distintos, havendo portanto interferéncias de um no outro.
Devido a estes dois factores, as absorvancias ao longo do tempo obedecem a uma curva e nao
a uma recta. Com base no facto de ter ocorrido uma diminuicao das absorvancias das solugoes
de PVP-I entre o tempo 0 e as 2 h apds a sua preparagao, decidiu-se preparar uma solugao
de 0,02% PVP-I em dgua destilada e observar os espectros da mesma ao longo do tempo. Na
figura 3.20 observa-se, durante os primeiros 20 min, um aumento da absorvancia nos picos
relativos a espécie I3~, ou seja, um aumento de concentracao de iodo em solucdo. Apds os 20
min de libertacdo, as absorvancias decrescem durante 1 h até ao valor inicial. A partir desse
momento, hd uma diminuigdo gradual e de pequena amplitude das absorvancias. A diminuicao
da concentragao de iodo em solugao (relacionada com a diminui¢ao das absorvancias relativas a
espécie I3 ) justifica-se através da elevada capacidade do iodo volatilizar em solugdes aquosas.

Apobs obter os espectros de solugdes de concentracoes de PVP-I conhecidas, considerou-se
como concentracao de referéncia, para dimensionar as matrizes a usar nos testes de libertagao
de iodo, a de 0,040%, j& que os valores de absorvancia dos picos referentes ao I3~ se situam

numa gama aceitével (inferior a 2 e superior a 0,5). Assim, para os testes de taxa de libertagao
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Espectros de absorvincia UV de solugdes agquosas de PVP-I
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Figura 3.18: Espectros UV de solugées com diferentes concentragoes de PVP-I
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Figura 3.19: Absorvincia nos comprimentos de onda 361 nm e 292 nm em solugdes com
diferentes concentracoes de PVP-I

de iodo, a amostra de matriz de nanofibras de S5 teria de ter massa suficiente para libertar
iodo que, em solucao, atingisse absorvancias equivalentes a solucao de 0,040% de PVP-I.

As amostras de nanofibras de S5 foram sujeitas a diferentes tempos de reticulagdo (1 h (t1),
3 h(t3), 4 h (t4), 6 h (ts), 8 h (ts), 10 h (t10)). Para obter no méximo uma concentragao de
0,040% PVP-I durante a libertacdo, considerou-se mp,0= 2,710 g (massa de dgua destilada)

e, através da massa de PVP-I encontrada no célculo em 3.1 e utilizada de seguida no célculo
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Absorvdncia em picos 0,02% PVP-l em dgua
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Figura 3.20: Absorvdncia nos comprimentos de onda 361 nm e 292 nm numa solugio 0,02%
PVP-I em dgua destilada ao longo do tempo

em 3.2, determinou-se que as amostras teriam de ter 0,005 g de massa.

0,04 _ mpvp_1 (3.1)
100~ mmo '

5%PVP—I . mpyvp_g
5%PVP +18%PVP  Mmatris

(3.2)

Pela figura 3.21 verifica-se que a curva de absorvancia da libertagdo de iodo da matriz de
nanofibras de S5 é ligeiramente inferior em valor do que a da solucéo de 0,030% PVP-I1. Tendo
em conta que a quantidade de matriz de nanofibras utilizada para os testes de libertacao de
iodo foi dimensionada de modo a libertar um méximo de 0,040% de PVP-I, e que, portanto,
uma matriz com o equivalente a 0,040% PVP-I liberta no maximo um valor préximo dos
0,030%, pode concluir-se que hé perda de iodo da matriz durante a irradiagdo da matriz,
o que se pode verificar por observagdo das matrizes antes e apés irradiagao (figura 3.14 da
secgao 3.4) - a intensidade da cor amarela diminui apés irradiagao, sendo tanto maior a perda
de intensidade quanto maior é a exposicido a luz UV - e durante a aquisicdo dos espectros,
dado que o iodo, em solugdes aquosas, volatiliza rapidamente.

As curvas representadas nas figuras 3.22 e 3.23 (curvas muito semelhantes, apenas com
diferenca nos valores de absorvancia, que para A=292 nm tem de ser superior a A=361 nm)
mostram que hé, inicialmente, um grande aumento da absorvancia, seguida de um patamar em
que hé uma ligeira e gradual diminui¢ao do valor de absorvancia. Ou seja, a concentragao de
iodo na dgua destilada (inferida pela avaliagdo da absorvincia na gama dos picos da espécie
I37), aumenta inicialmente e depois mantém-se relativamente constante. Relativamente a
comparagao dos diferentes tempos de irradiacio nas curvas das figuras 3.22 e 3.23, verifica-se
que a absorvancia maxima da espécie I3~ nas matrizes de nanofibras de S5 com 1 h (ao fim

de 6:30 min), 6 horas e 8 h (ambos ao fim de 27:30 min) de irradiagdo se d& mais cedo do
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Comparagio de curvas de absorvincia
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Figura 3.21:

Curvas de absorvincia a 361nm relativamente ao tempo de irradiagdo UV
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Figura 3.22: FEvolugdo temporal nos comprimentos de onda 361 nm de espectros de solugdo com
libertacdo directa de iodo de matrizes de nanofibras de S5 e com diferentes tempos de irradia¢io UV
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Curvas de absorvincia a 292 nm relativamente ao tempo de irradiagio UV
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Figura 3.23: FEvolugdo temporal nos comprimentos de onda 292 nm de espectros de solugdo com
libertagdo directa de iodo de matrizes de nanofibras de S5 e com diferentes tempos de irradiagio UV

que no caso da irradiagdo durante 3 h (ao fim de 52 min) ou 4 h (ao fim de 67 min). A partir
destes resultados, pode concluir-se que:

« areticulagdo com 1 h nao foi eficaz (a concentragdo maxima de iodo atingiu-se demasiado

depressa, significando que nao ocorreu uma insolubilizagdo eficaz);

o a partir das 6 h de irradiacdo UV, hé degradacao da matriz de nanofibras, o que provoca

uma libertacdo mais rapida do iodo;

e apds ser atingida a absorvancia maxima verifica-se uma ligeira diminuicdo devido a

volatilizagao do iodo das solugdes aquosas;

Dado que se pretende uma libertacao gradual de iodo, e como o tempo ao fim do qual se
atinge a concentracdo maxima do iodo em solu¢do é maior para a matriz irradiada durante 4

h, foi esta a escolhida para os testes microbiologicos.

3.6 Testes microbiolégicos

3.6.1 Curva de crescimento

Para tracar a curva de crescimento, comegou por se diluir as culturas bacterianas e fingicas
de modo a obter leituras de densidade éptica entre 0,03 e 0,12. As culturas foram colocadas

em balbes na estufa a 37°C sendo somente retiradas para medicdo de densidade Optica e
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plaqueamento nos seguintes tempos: 0, 1 h, 2 h, 3 h, 5 h e 6 h. No tempo 6,5 h foi somente
medida a densidade éptica.

As diluicoes e respectivos plaqueamentos foram os seguintes:

. . Diluig¢oes
Tempo de incubacio (horas)

1072 107* 107° 1078 1077

0 X X
1 X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X
5¢ X X

“Para a C. albicans sé foram efectuadas as dilui¢des 1076 ¢ 1077

A partir das contagens efectuadas nas placas, determinaram-se as curvas de crescimento

das coldnias e as curvas de densidades épticas DOggg, que estdo representadas na figuras 3.24.

UFC/ml DOG0O0 (nm)

/T 1,600

1E+11
1,200
p
1,E+10
1,E+09 0,800
15408
0,400
1,E+07
1,E+06 0,000
0 1 2 3 4 5 6
t (horas)
—4=— 5. epidermidis (D0O&00) —8—5. sureus (DO600) - P.aeruginoss (DO600) =@= . albicans (DO600)
= ap= S _epidermidis {UFC/ml) = 5. zureus (UFC/ml) P.aeruginosa (UFC/ml) ®= C.albicans (UFC/ml)

Figura 3.24: Curvas de crescimento das estirpes bacterianas Staphylococus epidermidis ATCC
14990, Staphylococus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e fungo Candida
albicans PYCC 3436T - através de UFC/ml (Unidades de Colénias Formadas/ml) e DOgoo
(Densidade optica das culturas a 600nm,)

Na tabela 3.9, pode ser consultada a DOggg, que foi utilizada para obter cada concentracao
de cultura bacteriana e/ou fingica no decorrer dos trabalhos. Estes dados foram obtidos
através das curvas de crescimento.

Na figura 3.25 podem ser observados baldes, com as estirpes e meios de crescimento,
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Tabela 3.9: Correspondéncia entre DOgog e UFC

Estirpe UFC/ml DOgoo
. . 10° 0,005
S. epidermidis 107 0,020 a 0,100
10° 0,005
S. aureus 107 0,020 a 0,100
108 0,120 a 0,400
P. aeruginosa 10° 0,005
- aerug 107 0,020 a 0,100
. 10° 0,020
C. albicans 106 0,120 a 0,260

utilizados nos testes microbioldgicos.

Figura 3.25: Baldes com culturas de S. epidermidis, P. aeruginosa e C. albicans

3.6.2 Determinacao da concentragcdo minima inibitéria

Figura 3.26: Placa de pogos (8x12) utilizada para testes de CMI

Para os testes de CMI, a concentracio utilizada foi de 107 UFC/ml para as estirpes
S.aureus, S.epidermidis e P.aeruginosa e de 10° UFC/ml para a estirpe C.albicans. As ob-

servacoes foram efectuadas apds o tempo de incubagao das culturas.
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Os testes foram realizados em placas de pogos 8 x 12 (96 pogos) com 100ul de dilui¢ao de
produto (tabela 3.10) e 100ul de cultura, como explicado no Anexo B.

Tabela 3.10: Diluicoes de PVP-I

Diluigoes Concentracgao
PVP-I (ug/ml)

Do 51,2 x 103

D1 25,6 x 103

D2 12,8 x 103

D3 6,4 x 103

D4 3,2 x 10°

D5 1600

D6 800

D7 400

D8 200

D9 100

D10 50

As placas de pogos utilizadas para os testes de CMI (como a da figura 3.26) estao repre-
sentadas por meio de tabelas, que se aproximam esquematicamente das mesmas (ver figura
B.1 no Anexo B). Os resultados obtidos nas placas estao indicados na figura 3.27 . O sinal
"+’ (positivo) significa crescimento da cultura (observando-se turvagio), enquanto que, por
oposigao, o sinal -’ (negativo) significa auséncia de crescimento da cultura (observando-se
limpidez).

As CMI encontradas de PVP-I, para cada estirpe, estao indicadas na tabela 3.11.

Tabela 3.11: Resultados CMI de PVP-I

Estirpe CMI de PVP-I (ug/ml)
S. epidermidis 3200
S. aureus 3200
P. aeruginosa 6400
C. albicans 1600

Tendo em conta os resultados de CMI obtidos, para os testes de libertagdo de iodo em
cultura, seria preciso ter matrizes de nanofibras, produzidas a partir das solugoes iniciais (com
15% PVP e 1% PVP-I), muito espessas e pesadas, o que seria dificil obter (por exemplo,
para fazer os testes de libertagdo em S. aureus, seria necessaria uma massa de 0,512 g de
matriz). Assim, decidiu-se aumentar a concentragdo de 1% para 5% de PVP-I nas solugoes
para produzir matrizes, de modo a ser mais simples obter matrizes com massa suficiente para

os testes de libertacao de iodo em cultura.
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PLACA1
1 2 3 456 7 8 91011 12
Bl- |- |- |- |-
Bl- |- |- |- |
Bl- |- |- |- |-
Bl- |- |- |- |
Bl- |- |- |- |
Bl- |- |- |- |-

S. epidermidis
E> 10" UFC/ml
¢ S. aureus

10" UFC/mL

+ [+ [+ [+ [+]+
+ [+ [+ |+ [+ [+
+ |+ [+ |+ [+ |+
+ |+ [+ |+ [+ |+
+ [+ [+ [+ [+]+

b= =y M T 0 B e o N - - O -]

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

(a)
PLACA 2
1 232 4 5 6.7 8 v 12
T e
IBE = |5 |
- |- |- |
yMm- |- |- |
W ol e fo | [
L ER S T FT o

P. areuginosa
E> 10" UFC/mL
© C. albicans

10° UFC/mL

+ [+ [+ [+

+ [+ [+ [+ [+ [+
+ |+ [+ [+ [+ [+
+ [+ [+ [+ [+ [+
+ |+ [+ [+ [+ [+
+ |+ |+ |+ |+ |+

T oMM on®E PR

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D38 D9 D10

ovalor alterou de "-" para "+" entre as 24h e as 48h de incubacgio
(b)

Figura 3.27: Resultados esquemdticos da CMI da placa 1 (a) e da placa 2 (b) com PVP-I -

significado dos sinais: '+’ - crescimento celular por observagdo de turvagdo; -’ - auséncia de

crescimento por observagdo de auséncia de turvagdo

3.6.3 Teste Kirby-Bauer ou de difusao em agar

Para estes testes, em meio de cultura em placa de Petri, espalhou-se (com esferas de vidro)
um volume de inéculo de 100 ul de 10° UFC/ml de cada estirpe a ser testada.

Todas as solucgoes a serem testadas foram filtradas (filtro com poros de 0,45 pm) e um
volume de 20 pul foi pipetado na superficie do disco de papel estéril (©@=8mm)

Para testar as matrizes de nanofibras electrofiadas e reticuladas (a irradiagdo com UV,
além de, como ja observado, insolubilizar a matriz de nanofibras e melhorar o grau de liber-
tacdo do produto anti-séptico, também providencia a esterilidade das mesmas), cortou-se um
disco das matrizes com ©=1 cm.

Os discos impregnados de solugdes e os discos de nanofibras foram colocados nas placas
com uma pinga esterilizada pressionando-se ligeiramente de modo a haver boa adesao ao meio
com agar.

Verificou-se que, ao serem colocados na placa com cultura, os discos de matrizes de nanofi-

bras sofreram uma retracgao, ficando com didmetro inferior ao original (esta ligeira contracgao
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Figura 3.28: Discos de matrizes de nanofibras da solugio SO (a) e da solugio S5 (b) em placas
esterilizadas apds 4 h de irradiagio UV

foi ja& observada nos testes de inchamento - secgdo 3.4, figura 3.14).

As placas foram colocadas em estufa a 37°C durante o tempo de incubacao de 24 h ou 48
h, dependendo da cultura, sendo registados os resultados ao fim desses tempos. As placas
foram, de seguida, colocadas & temperatura ambiente e na auséncia total de luz. Deste modo,
foi possivel ir observando as mesmas ao longo de duas semanas, verificando-se que a dimensao
das zonas de inibigdo permaneciam inalterada.

Os testes de difusdo foram efectuados para todas as estirpes com discos impregnados
com solugao T05 (ver tabela 2.4) e com matrizes de nanofibras electrofiadas das solugoes SO
(m=0,003g em todos os discos) e S5 (m=0,013g e espessura 1,010 mm em todos os discos)
com tempo de irradiagdo UV de 4 h (figura 3.29).

Além disso, contra a estirpe S. aureus foram efectuados os testes de comparacéao: diferentes
tempos de reticulagdo de uma mesma matriz de nanofibras (matriz de nanofibras electrofiadas
das solugoes SO e S5 com irradiagdo UV de 1 h, 3 h, 4 h, 6 h e 8 h); diferentes concentragoes
de PVP-I nas matrizes de nanofibras (electrofiacdo das solugoes S1, S3 e S5) com o mesmo
tempo de reticulagao (4 h) (figura 3.30); diferentes concentragoes de PVP-I (solugoes TO01,
T02, T03, T04, T05) e efeito do PVP por si s6 (solugdao T10) - figura 3.31.

Em todos os testes, procedeu-se em paralelo ao controlo de esterilidade de materiais e/ou
solugoes usadas, ou seja, nao foi observado qualquer crescimento de contaminantes quando
as matrizes e/ou solugdes foram colocadas em meio constituido apenas com agar, ndo tendo
havido, portanto, contaminagao das matrizes e/ou solugoes usadas nos testes de difusao.

No caso dos testes de difusdo para matrizes de nanofibras produzidas a partir da solucao
S0, em nenhum houve zona de inibi¢do de crescimento bacteriano e/ou fungico em redor
destes discos.

Apods a conclusdo directa de que o PVP, por si s6, ndo possui qualquer acgdo biocida,
diversas conclusoes se podem retirar dos resultados obtidos: de acordo com a tabela 3.12, a

matriz de nanofibras de S5 e a solucdo T05 tém accoes semelhantes, sendo que, para ambas,
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Tabela 3.12: Resultados dos testes de difusdo contra todas as estirpes com solugdo T05 e matriz
de nanofibras de S5 com 4 h UV

Zona de inibi¢do (mm)

Estirpe
Matriz de nanofibras TO05
S5
S. epidermidis 15,0 15,5
S. aureus 17,0 16,0
P. aeruginosa 10,0 11,0
C. albicans 19,5 16,5

Figura 3.29: Resultados dos testes de difusdo com solu¢io T05 e matriz de nanofibras de S5 e S0
com 4 h UV contra as estirpes S. aureus (a), S. epidermidis, P. aeruginosa e C. albicans (b)

Tabela 3.13: Resultados dos testes de difusdo contra a estirpe S. aureus com matriz de nanofibras
de S5 com diferentes tempos de irradiagio UV

Tempo de irradiagido massa do disco (g) Zona de inibi¢do (mm)
UV (horas)

1 0,013 16,0

3 0,012 16,0

4 0,013 17,0

6 0,009 9,0

8 0,010 12,0

é observavel uma acc¢do biocida menos intensa para a estirpe P. aeruginosa, aumentando na
estirpe S. epidermidis, seguida da S. aureus e, finalmente, da estirpe C. albicans, para a qual se
observam zonas de inibicdo maiores; pela tabela 3.13, observa-se que os tempos de irradiagao
UV mais convenientes serdo os de 1, 3 e 4 horas, sendo que a acgao biocida das matrizes com

6 e 8 horas UV é mais diminuta (deve referir-se que a massa das mesmas também é inferior
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Tabela 3.14: Resultados dos testes de difusdo contra a estirpe S. aureus com matriz de nanofibras
de S0, S1 e S5 com 4 h de irradiacao UV

Solugio para matriz massa do disco (g) Zona de inibicdo (mm)
S1 0,013 12,5
S3 0,013 13,0
S5 0,013 17,0

Figura 3.30: Imagens dos testes de difusdo contra a estirpe S. aureus com matriz de nanofibras
electrofiadas da solugio S1 (canto superior esquerdo), S8 (canto inferior direito) e S5 (canto superior
direito)

Tabela 3.15: Resultados dos testes de difusdo contra a estirpe S. aureus com diferentes solucoes
de PVP e PVP-I

Solucao Zona de inibi¢do (mm)
TO1 11,5
T02 14,0
T03 16,0
T04 16,5
TO5 17,5
T10 0

as matrizes com os menores tempos de irradiagao, no entanto, a diminuicdo da accao biocida
é maior do que a diminuigdo da massa); como ja esperado, a acgdo biocida das matrizes e das
solugoes é tanto maior quanto maior for a percentagem de PVP-I nas mesmas (tabelas 3.14
e 3.15), ou seja, a matriz de nanofibras de S5 é bastante mais eficaz que a de S1 e o mesmo
se verifica comparando a accdo biocida entre a solucdo T05 e a solugao TO1.

A intensidade da acc@o biocida das matrizes (relacionada com a extensao das zonas de

inibigdo) esta de acordo com os valores de CMI encontrados (ver tabela 3.11): a estirpe com

60 Desenvolvimento de cobertura para feridas com nanofibras de PVP-I — Fernandes, Andreia



3.6. TESTES MICROBIOLOGICOS

Figura 3.31: [Imagens dos testes de difusdo contra a estirpe S. aureus com solugdes de diferentes
proporgoes de PVP-I (testes com solugoes TO1 a T05) e de PVP (teste com solugdo T10 ao centro)

CMI mais elevado é a P. aeruginosa e é aquela em que a ac¢do biocida da matriz é menos
intensa; a mesma relagdo pode ser verificada pela zona de inibigdo mais extensa no caso do
teste contra a estirpe C. albicans, que é a que apresenta a CMI mais baixa.

Os resultados obtidos foram observados durante cerca de 2 semanas, nao tendo havido

alteragbes aos mesmos.

3.6.4 Testes de libertacao de iodo em cultura

Para determinar a massa de matriz de nanofibras, produzida a partir de S5, a utilizar no
teste de libertagdo de iodo em cultura, consideraram-se diversos factores: o volume de LB (10
ml), a CMI da estirpe S. aureus (3200 pg/ml) e a quantidade méxima de iodo que se poderia
libertar a partir da matriz de nanofibras (proveniente de S5). Para o tltimo factor, tiveram-se
em conta os resultados da espectrofotometria de libertacao: considerando que uma matriz de
nanofibras, que deveria libertar!, para os 10ml de LB, o iodo equivalente a uma solucao com a
concentracao de 0,040% de PVP-I s6 liberta o iodo equivalente a uma concentracao de 0,030%
(este valor é mais reduzido devido as perdas de iodo que ocorrem durante a electrofiagio e a
irradiacdo com UV), uma matriz com uma propor¢ao de massas de PVP-I:PVP de 5%:18%,

s6 libertard, no maximo, o equivalente a uma matriz que possua uma proporcao PVP-I:PVP

'admitindo que as matrizes retém todo o iodo correspondente & quantidade de PVP-I usada na sua producéo
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Figura 3.32: Material utilizado nos testes de libertagao
de 3,75%:18%. A massa de matriz de nanofibras de S5 (mynq1rizs5) utilizada neste teste foi,
assim, de 0,19 g (correspondente ao calculo 3.3).

3,75 3200ug/ml y
5+ 18 B MmatrizS5

10ml (3.3)

Para os tempos 0, 30, 60 e 90 min foram plaqueadas diluicdes de 10~3 da suspensao celular
em contacto com a matriz de nanofibras em baldo. Apds 24 h, como a suspensdo celular no
baldo estava limpida, nao foi efectuada qualquer diluicdo, sendo o plaqueamento feito direc-
tamente da suspensao celular nao diluida. Na tabela 3.16 estao indicadas as concentracoes

de microorganismos nas placas relativas aos testes de libertacdo de iodo em cultura.

Tabela 3.16: Resultados do teste de libertacdo de iodo da matriz de nanofibras de S5 contra a
estirpe S. aureus

Tempo de contacto UFC/ml
0 min 7,7 x 10°
30 min 5,0 x 10°
60 min 5,0 x 10*
90 min 5,0 x 10*
24 h 0
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Figura 3.33: Baloes com cultura S. aureus e matrizes de nanofibras de S0 (& esquerda) e S5 (d
direita)

Também se plaqueou a suspensao celular em balao de uma cultura semelhante a anterior,
mas onde foi colocada uma matriz de nanofibras fiadas a partir de S0. Decorridas 24 h apds
a colocacao da matriz no baldo, a cultura permanecia turva. Plaqueou-se com uma dilui¢do
de 107 e o resultado foi incontével, ou seja, havia uma densidade bastante superior a 300
colénias na placa (superior, portanto, a 10" UFC /ml).

Como se pode observar na figura 3.33, numa fotografia tirada 48 h apds a colocacdo das
matrizes nos balbes com cultura, o balao com a matriz de nanofibras de SO uma suspensio
celular densa ou turva, enquanto que o baldo com a matriz de nanofibras de S5 esta transla-
cido. Tal significa que houve crescimento celular no baldo com a matriz de nanofibras de
SO (provavelmente com concentracio superior a 10° UFC/ml) e que ndo houve crescimento
bacteriano no baldo com a matriz de nanofibras proveniente de S5.

Pela tabela 3.16, pode concluir-se que houve libertagao gradual do iodo ao longo do tempo,
sendo que a acgao biocida do iodo é visivel a partir dos 60 min (compativel com os resultados
da espectrofotometria de libertagdo, em que a concentragdo maxima ocorria aos 67 min para
matrizes de nanofibras de S5 irradiadas durante 4 h com UV), tendo a morte e/ou inactivagao
celular ocorrido entre os 90 min e as 24 h apds o contacto entre a matriz e a cultura. Pela
figura 3.33, pode dizer-se também que a acgdo biocida foi eficaz durante pelo menos 48 h,
sendo que, provavelmente, provocou danos (irreversiveis ou nao - nao se efectuaram testes para
determinar se as células estavam mortas ou apenas inibidas de se multiplicar) nas bactérias,

nao podendo estas proliferar.
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Capitulo 4

Conclusoes

Neste trabalho foi possivel produzir matrizes de nanofibras pelo método, relativamente
simples e barato, de electrofiacdo a partir de solugoes com diferentes proporgées de PVP e
PVP-I. Foi detectada alguma dificuldade na produgao das fibras com determinadas condig¢oes
atmosféricas, como humidade reduzida e temperatura elevada.

Além disso, uma das dificuldades com as solugdes e as matrizes contendo PVP-I é a
volatilidade do iodo (durante a irradiacao das matrizes e filmes com UV e em solugoes aquosas)
e a sua degradacao com luz solar; portanto, é aconselhavel proteger as mesmas da luz solar
(com papel de aluminio) e tentar que os testes de propriedades fisicas, de espectrofotometria
e microbiolégicos sejam efectuados no dia da producao das solugoes.

Apoés variadas tentativas, o sistema preparado para obter espectros UV provenientes da
libertacdo do componente da matriz de nanofibras resultou, dado que havia agitacdo do
liquido, permitindo a homogeneizacdo constante do mesmo, e, devido a rede, a matriz nao
entrou em contacto com o magneto, pelo que nao se desfez.

Através dos testes de grau de inchamento e de espectrofotometria UV de libertagdo de
iodo, foi possivel conhecer um tempo 6ptimo de irradiagdo UV, as 4 horas, uma vez que, com
este tempo de irradiacdo UV, ocorreu, de facto, reticulagdo das matrizes (ndo se dissolveram
em agua apds a irradiacdo) e a libertagao de iodo foi gradual e demorada (a concentragao
maxima de iodo na solucao foi obtida ao fim de um tempo superior ao dos outros tempos de
irradiagdo UV - ao fim de 67 minutos).

Relativamente aos testes microbiolégicos, estes permitiram que se desenvolvesse algum
conhecimento na area da microbiologia. Os resultados destes testes foram de encontro as
expectativas, tanto nos testes de difusdo como nos testes de libertagao, dado que houve
provas da acgdo biocida gradual e constante das matrizes de nanofibras. Assim, as matrizes
de 18% PVP com 5% PVP-I, apés irradiacao de UV durante 4 horas, sdo éptimas candidatas
a cobertura de feridas, pois permitem que haja manutencio de fluidos da mesma e trocas
gasosas (devido a sua porosidade) e possuem acgao biocida contra as estirpes testadas neste
trabalho.
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CAPITULO 4. CONCLUSOES

De modo a melhorar este trabalho, dever-se-ia proceder ao encapsulamento das fibras de
PVP-I num polimero durante a electrofiacdo (por exemplo, um sistema co-axial), de modo
a que as matrizes nao libertassem nenhum iodo para o ar durante o processo de produgao
e durante o tempo entre producao e utilizagdo e para que pudesse haver um melhor con-
trolo da taxa de libertagao de iodo; dever-se-ia estudar melhor o processo de reticulacao e
as suas consequéncias, por exemplo, fazendo espectrofotometria e FTIR (Infravermelho por
transformada de Fourier; em inglés, Fourier transform infrared spectroscopy) das matrizes;
dever-se-iam efectuar os restantes testes de libertacdo de iodo com as restantes estirpes e com
outras estirpes susceptiveis de provocar facilmente infec¢oes em feridas superficiais e, como
teste final, dever-se-ia testar a citotoxicidade da matriz, de modo a verificar se a mesma pode

ser aplicada em feridas sem haver perigo de sobredosagem de iodo.
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Abstract text

INTRODUCTION
Electrospun nanofibrous mats are particularly adequate for skin wound dressings. Their high
porosity and surface to volume ratio ensure gas permeability, contribute to a correct fluid
management and enable a sustainable release of biocidal agents. The typically small pore
dimension is, by itself, a first barrier to infectious agents. In this work, we studied the re-
lease of iodine (a wide spectrum biocidal) from directly ultraviolet-crosslinked nanofibers of
polyvinylpyrrolidone (PVP, a water soluble hydrophilic polymer). Their antimicrobial activ-

ity was evaluated.

EXPERIMENTAL METHODS
Solutions containing 18% PVP and 5% of a PVP complex with elemental iodine (PVP-I), in
water-ethanol (1:1) were electrospun using an applied field of 1.3kV/cm. The resulting non-
woven mats were irradiated under UV for different periods of time in order to photocrosslink
the polymer. The release of iodine, from the mats into water, was analysed by UV-visible
spectrophotometry. The biocidal activity was evaluated by the Bauer-Kirby disk diffusion
test in confluent Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Pseudomonas aeruginosa

and Candida albicans cultures.

RESULTS AND DISCUSSION
Under UV irradiation, the light yellow fibre mats turn lighter with exposure time. The mats
become insoluble in water after a minimum irradiation time of 60min. The absorbance peaks

in the UV spectrum at 291 and 358nm (due to the I3~ species) increase with release time,
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reach a maximum and then slowly decrease. The mat crosslinked during 4h yields the lowest
release rate with the maximum being reached after 50min. This sample produced inhibition
zones visible in all confluent cultures after 48h of incubation on agar. No inhibition zone was

visible around a PVP nanofibrous control, without PVP-I.

CONCLUSION
PVP nanofibers incorporating iodine were photocrosslinked without any photoinitiator. Their

biocidal activity makes them good candidates for wound dressings and as an epidermal equiv-

alent in skin substitutes.
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Apéndice B

Na seguinte imagem, pode ser observado o esquema utilizado para fazer os testes de CMI.
E necessério ter em conta que cada célula das tabelas apresentadas representa um pogo

da placa de pocos e, além disso, que:

e LB e YM sdo meios liquidos de crescimento (respectivos aos ja enunciados com as

mesmas siglas);

e DO a D10 sédo as diluigoes utilizads (de PVP-I em dgua destilada), que se podem con-
sultar na tabela 3.10;

e S.a., S.e., Pa. e C.a. representam, respectivamente, as estirpes S. aureus, S. epider-

midis, P. aeruginosa e C. albicans.

As concentracoes de microorganismos utilizadas foram 107 UFC/ml nas estirpes bacterianas
e 10° UFC/ml para o fungo.

Na coluna 1 foram colocados 200 ul de meios liquidos que serviram como controlo de
esterilidade dos mesmos e, da coluna 2 & coluna 12 de cada tabela, foram colocados 100 ul da
diluicao DO a D10 e 100 wl de estirpe, como indicado nas células sob o modo de Dz + estirpe,
em que z é o numero da diluigao utilizada. Ou seja, ao longo de todas as colunas (de 2 a 12),
além dos 100 pl de diluigao indicada, foram colocados: na placa 1, nas linhas A a C, 100 ul de
estirpe S. epidermidis e nas linhas D a F, 100 ul de estirpe S. aureus; na placa 2, nas linhas

A a C, 100 pl de estirpe P. aeruginosa e nas linhas D a F, 100 ul de estirpe C. albicans.
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PLACA1

1 2 ] a 5 6 7 8 9 10 11 12
Al LB |DO+S.e.|D1+S.e. | D2+S.e. [ D3+5.e. | DA+5.e.|D5+S.e. | D6+5.e. | D7 +5.e. |DE+S.e. | DI+5.e. |D10+S.e S. epidermidis
Bl 18 [D0+5Se [D1+Se.[D2+5e |D345e. [Da+se [D5+5.e.[D6+5.e.[D7+5.e. [DB+5.e. [DI+5.e [DI0+5.2) 7
c| 18 [Do+se [D1+5Se.[D2+5e [D3+5e. [Da+se [D5+5.e.[D6+5.e.[D7+5.0. [DB+5.6. |DI+5.0. [DI0+5 2] 10" UFC/mL
D] LB |DO+5S.a. | D1+Sa. | D2+S.a. |D3+5.a. (D4+5.a. |D5+5.a. | D6+5.a. | D7+5.a. [DE+5S.a. | D9+S5.a. |D10+5.a.
E| B |D0O+5.a. | D1+S.a.|D2+5.a. | D3+5.a. |[D4+5.a. | D5+5.a. | D6+5.a. | D7+5.a. D8 +5.a. | D9+5.a. |D10+5.a. 5. aureus
Fl 18 [D0+5.a. |D1+5a.[D2+5.a. | D3+5.a. [ Da+5a.|DS+5.a. | D6+5.a. | D7+5.a. [DB+5.a. | DI+5.a. [Dl0+5.a. 10’ UFC/mL
G
H

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 Do D10
(a)
PLACA 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 1B [D0+P.a.|D1+P.a.|D2+P.a. [D3+P.a.|Da+P.a [D5+P.a [D6+P.a.|D7+P.a. | D8+P.a. |D3+P.a. [D10+P.a. P. areuginosa
B| 18 |po+p.a. |D1+p.a. |D2+P.a.|D3+P.a. [Da+P.a |D5+P.a. [D6+p.a. |D7+P.a. | D8+P.a. | D9+ P.a. [DI0+P.a. 107 UFC/mL
c| 1B |po+p.a.|D1+p.a. |D2+P.a.|D3+P.a.|Da+pP.a |D5S+P.a. |D6+P.a. | D7+P.a. | DB+P.a. | DI+P.a. D10+ P.a.
p| vm [po+ca. [D1+ca. |D2+Ca.|D3+ca [Da+ca |D5+ca. [D6+ca | D7+Ca |Ds+Ca. [D9+ca D10+ Ca. .
E| yM |D0+Ca. |Dl+Ca. |D2+Ca. |D3+Ca. | Da+Ca. |DS+Ca. | D6+C.a. | D7+Ca. | DE+C.a. | D9 +C.a. D10+ C.a. C. albicans
F| v™ |Do+cC.a.|D1+Ca. |D2+4Ca. [D3+Ca. | D4+ Ca. |[D5+Ca. [D6+Ca.| D7+Ca. | D8+Ca. | D9+ Ca. [DI0+Ca. 10° UFC/mL
G
H

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
(b)

Figura B.1: Representacio esquemdtica da placa 1 (a) e da placa 2 (b) para determinagao da CMI

com PVP-I
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