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RESUMO

A queimadura, termo definido como lesao tecidual provocada pelo calor, € um grande
desafio para saude publica no Brasil e no mundo. Sua acao provoca além da perda
tecidual, a possibilidade de infeccao gerada pela lesdo e por microrganismos, 0s
quais, podem agravar o quadro clinico do paciente caso ndo sejam devidamente
tratados. Portanto, diversos estudos tém sido realizados em busca do
desenvolvimento de produtos a base de polimeros que auxiliem no controle da
umidade e atividade antimicrobiana da les&o, assim como promovam a cicatrizacgao,
reepitelizacdo e prevengao de infeccoes em pacientes. Dentre estes produtos estdo
0s géis compostos por polimeros sintéticos e/ou naturais. Neste trabalho foi feito o
uso de dois polimeros biodegradaveis, um natural (O-carboximetilquitosana) e outro
sintético (PVA), associados a nanoparticulas de prata (AgNPs). Dessa forma,
nanoparticulas de prata foram sintetizadas pelo método de redug¢do quimica de ions
de prata com borohidreto de sédio (NaBH4). Em relacao aos géis, foram obtidos e
estudados géis O-CMQ/PVA/AgNPs através do emprego de solugcbes PVA/AgNPs
em diferentes proporcoes. As AgNPs foram caracterizadas por espectroscopia UV-
Vis, Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Potencial Zeta, Microscopia de Forca
Atémica (AFM), Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissao de Campo (MEV-
EC) e Difragdo de Raios X (DRX). Propriedades térmicas, quimicas e reoldgicas dos
géis O-CMQ/PVA foram estudadas através de ensaios de perda de massa por
gravimetria, degradagcéo por Espectroscopia UV-Vis, Analises termogravimétricas
(TGA), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
andlises reoldgicas, respectivamente. As propriedades antimicrobianas e
citotoxicoldgicas (Método de difusdao em agar e MTT) das AgNPs, géis O-CMQ/PVA
e O-CMQ/PVA/AgNPs foram avaliadas. Como resultados, AgNPs-PVP triangulares
com tamanho médio de 38,17£1,37 nm, estaveis e monodispersas (inalteradas
durante o periodo de 1 més) foram obtidas, ndo apresentando toxicidade contra
células L929 nem atividade antimicrobiana contra as cepas de S. aureus (ATCC
25923) e E. coli (ATCC 25922). Géis O-CMQ/PVA apresentaram baixa perda de
umidade, tempo de degradacédo de 1 dia, comportando-se como fluido newtoniano.
Os géis e extratos O-CMQ/PVA/AgNPs nao apresentaram toxicidade em nenhuma
de suas composicées, em contrapartida, ndo foram observadas atividade
antimicrobiana dos mesmos contra as cepas de S. aureus e E. coli. Isto posto, foram
obtidos géis O-CMQ/PVA/AgNPs atbxicos, com propriedades reoldgicas, fisicas e
quimicas promissoras para o emprego no tratamento de queimaduras e lesées em
geral, no entanto, estudos microbiol6gicos envolvendo a concentragcdo de AgNPs
devem continuar sendo realizados para proporcionar o controle microbiol6gico
durante sua aplicagéo.

Palavras-chave: Biomateriais. Biopolimeros. Géis. Formula¢cdes semissdlidas.
Nanoparticulas metalicas.



ABSTRACT

Burns, a term defined as tissue damage caused by heat, is a big public health
challenge in Brazil and worldwide. A burn causes besides tissue loss, the possibility
of infection generated by lesion and microorganisms, which can aggravate the
patient's clinical condition if not properly treated. Therefore, several studies have
been conducted in search of the development of products based on polymers that
help in the moisture and microbiological activity control of the lesion, as well as to
promote the cicatrization, reepithelization and infection prevention in patients. Among
these products are gels made of synthetic and/or natural polymers. In this work, we
made use of two biodegradable polymers, a natural (O-carboxymethylchitosan — O-
CMQ) and synthetic (polyvinyl alcohol - PVA), associated with silver nanoparticles.
Thus, silver nanoparticles were synthesized by the chemical reduction method of
silver ions with sodium borohydride (NaBHa), in the presence of hydrogen peroxide
(H202), polyvinylpyrrolidone (PVP) and sodium citrate (SCT). With regard to the gels,
we obtained and studied O-CMQ/PVA/AgNPs gels by using PVA/AgNPs solutions in
different proportions. Silver nanoparticles (AgNPs) were characterized by UV-Vis
Spectroscopy, Dynamic Light Scattering (DLS), Zeta Potential, Atomic Force
Microscopy (AFM), Field Emission Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-Ray
Diffraction (XRD. Thermal, chemical and rheological properties of O-CMQ/PVA gels
were studied by gravimetry mass loss assays, UV-Vis Spectroscopy degradation
kinetics, thermogravimetric analysis (TGA), Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) and rheological analysis, respectively. The antimicrobial and cytotoxicological
properties (Agar Diffusion Method and MTT) of AgNPs, O-CMQ/PVA and O-
CMQ/PVA/AgNPs gels were evaluated. As results, stable and monodisperse
triangular AgNPs-PVP with an average size of 38,17 + 1,37 nm (unchanged over 1
month) were obtained, showing no toxicity against L929 cells or antimicrobial activity
against S. strains. aureus (ATCC 25923) and E. coli (ATCC 25922). O-CMQ/PVA
gels showed low moisture loss, degradation time of 1 day, behaving like Newtonian
fluid. The O-CMQ/PVA/AgNPs extracts and gels showed no toxicity in any of their
compositions, however, was not observed microbiological activity against S. aureus
and E. coli strains. Thus, we obtained non-toxic O-CMQ/PVA/AgNPs gels with
promising rheological, physical and chemical properties for use in the treatment of
burns and injuries in general. However, microbiological studies involving the required
AgNPs concentration for this gel should continue with the aim of providing
microbiological control during its application.

Keywords: Biomaterials. O-carboxymethylchitosan. PVA. Gels. Silver nanoparticles.
Burns.
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1 INTRODUCAO

A lesao, termo caracterizado por uma acdo anémala no tecido biolégico,
quando causada por queimadura, € suscetivel a infeccdo, devido ao
comprometimento da integridade da pele causando reducao da imunidade (Church et
al., 2006; Sohrabi et al., 2016). Estudos demonstram que 75% dos principais casos
de morte provenientes de queimaduras estéo relacionadas a infecgbes (Sevqi et al.,
2013).

Diversos estudos foram realizados em busca do desenvolvimento de
produtos a base de polimeros, que promovam o controle microbiolégico e a
prevencdo de infeccoes em pacientes (Upadhyaya et al., 2013). Dentre estes
produtos estdo andaimes (scaffolds) (Duarte et al., 2010), nanoparticulas (Csaba et
al., 2009), microparticulas (Lameiro et al., 2006), géis (Rajiv et al., 2017), membranas
(Beppu et al., 2007) e nanofibras (Homayoni et al., 2009).

Polimeros biocompativeis, como o amido, celulose, quitosana e seus
derivados sdo potenciais candidatos para produtos destinados a saude (Wang et al.,
2017). Entre os varios biopolimeros, a quitosana, um polimero natural biodegradavel,
biocompativel, com agdo antimicrobiana obtida através da quitina (Muzzarelli et al.,
2012; Saikia e Gogoi, 2015; Djerahov et al., 2016), composto por unidades de 2-
amino-2-desoxi-D-glucopiranose que se liga com B- (1-4) glicosidico (Kadir et al.,
2010; Wang et al., 2017) tem sido bastante estudada. Todavia, dentre os derivados
da quitosana, a o-carboximetilquitosana (O-CMQ), apresenta biocompatibilidade,
melhor propriedade antimicrobiana, bem como, superior solubilidade em &gua,
promovendo melhor controle microbiolégico e prevencao de infecgdes em pacientes
(Fei Liu et al., 2001; Liu et al., 2012).

O-carboximetilquitosana é um derivado da quitosana resultante da
substituicdo do grupo carboximetil (-COOCHS3) pelo hidrogénio presente nos grupos
hidroxilo primarios ou secundarios e grupos amino ligados a unidade de
glucopiranose (Riva et al., 2011). E soltvel na faixa de pH entre 1,4 e 6,6 (De Abreu
e Campana-Filho, 2009), estimula a producao de fibroblastos (Chung et al., 2003),
possui capacidade de formacao de gel aprimorada (Jayakumar et al., 2010) e

afinidade com nanoparticulas metélicas (Djerahov et al., 2016).
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A O-CMQ quando em estado de gel e em contato com a pele apresenta uma
rapida perda de agua, abrindo espaco para a preparacao de biomateriais a base de
O-CMQ com outros polimeros. Nesse contexto, o &lcool polivinilico (PVA), um
polimero sintético, com transparéncia, nao toxico, soluvel em agua e ja bastante
utilizado na industria farmacéutica, surge como uma promissora alternativa para
melhorar a retencao de agua de géis de O-CMQ.

Pesquisas atuais estdo desenvolvendo géis alternativos a base de CMQ
aplicados na area médica (Sohrabi et al., 2016; Rajiv et al., 2017; Wang et al., 2017).
Trabalhos com hidrogéis de carboximetilquitosana (CMQ) carregados com
nanoparticulas de prata (AgNPs) (Mohamed e Sabaa, 2014), uso de
carboximetilquitosana/Epdxi-etano como agente redutor e estabilizante para
obtencdo de AgNPs (Fouda et al, 2013), emprego de tecido de algodao
antibacteriano a base de carboximetilquitosana/AgNPs (Xu et al., 2017) e hidrogéis a
base de carboximetilquitosana/PVA/AgNPs in situ (crescimento de nanoparticulas no
interior dos hidrogéis) voltados a obtencao de sistemas de liberagdo controlada de
farmacos (Gholamali et al., 2019). Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura que relatem a incorporacdo de AgNPs com informagdes sobre morfologia,
tamanho e estabilidade ja definidas incorporadas em um gel de O-CMQ/PVA
caracterizando esta como uma proposta inovadora na aplicacdo desses materiais
para a formulagdo de um gel destinado ao recobrimento de queimaduras.

A sintese de AgNPs com tamanho, morfologia e estabilidade controladas,
incorporadas a um gel O-CMQ/PVA biocompativel, biodegradavel, bioabsorvivel, que
auxilie na reducao da dor, estimule a epitelizacdo, atue no controle da umidade,
retencdo de exsudato de queimaduras e que possua propriedades de barreira frente
a microrganismos, se apresenta como uma oportunidade de obtengao de um material
com potencial para aplicacdo na area médica. Neste estudo, nanoparticulas de prata,
O-CMQ e PVA foram empregados na producao do gel O-CMQ/PVA/AgNPs. O
objetivo do trabalho foi preparar e caracterizar um gel a base de O-CMQ/PVA/AgNPs
destinado ao uso no tratamento de queimaduras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Queimaduras

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), 180.000 mil mortes por
ano estao relacionadas a queimaduras (Pereira et al., 2013) e aproximadamente 11
milhées de casos necessitam de tratamento especializado em todo mundo. No Brasil,
dos anos de 2000 a 2014 cerca de 412.541 internagdes por queimaduras (256.149
homens e 156.391 mulheres) foram registradas, numa meédia de 27.503 internagdes
por ano (Santos et al., 2017).

A queimadura, definida como uma lesao tecidual provocada pelo calor, € um
grande desafio para saude publica do Brasil e no mundo. Pacientes com
queimaduras representam uma populacao altamente suscetivel a infeccado por
microrganismos, fato este resultado do rompimento da barreira normal da pele e
reducdo da imunidade (Erol et al, 2004). Tratamentos como a excisdo de
queimaduras e o enxerto de pele resultam em uma melhora significativa de pacientes
com queimaduras graves. Nao obstante, uma lenta cicatrizacdo, infeccao, a dor e a
cicatriz hipertréfica se apresentam como um grande desafio a ser vencido pela
pesquisa (Wang et al., 2018).

Os organismos patégenos sao os principais responsaveis pelas infecgdes
(Issler-Fisher et al., 2016), dividindo-se em gram-positivos e gram-negativos (causa
da maioria das infeccbes) (Azzopardi et al., 2014). Staphylococcus aureus €
considerado o principal causador de infecgdes dentre as bactérias gram-positivas e,
devido ao emprego inadequado de antibiéticos estes organismos se tornaram
resistentes a mudltiplas drogas, de modo que, atualmente, seu tipo resistente a
meticilina (MRSA) é considerado um dos maiores desafios nos centros de tratamento
para queimaduras.(Norbury et al., 2016).

Como uma possivel solugdo para o tratamento de queimaduras, a
engenharia de tecidos fornece uma nova possibilidade, objetivando a reducédo do
tempo de cicatrizacdo (Chua et al., 2016). Para tanto, os polimeros naturais
combinados com nanoparticulas metélicas tem sido amplamente estudados para
aplicacdo nos mais diversos materiais como esponjas, filmes (Ji et al, 2016),

nanocompositos (Luna-Hernandez et al., 2017) e hidrogéis (Zhai et al., 2018).
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2.2 Curativos destinados ao tratamento de queimaduras

O método ideal para tratamento de queimaduras € aquele que, ao mesmo
tempo, controla o crescimento bacteriano, remove o tecido desvitalizado e estimula o
crescimento de queratinéticos (Moncrief et al., 1966; Afshari et al., 2018). No entanto,
até o momento nenhuma dessas trés exigéncias foram atingidas em um Unico
material, n&o existindo assim um material ideal. Dentre os protocolos de tratamento
de queimaduras estdo os curativos uUmidos, peliculas de protecdo, curativos
oclusivos, escarotomia, tratamento cirurgico precoce, tratamento cirdrgico segundo a
profundidade e extensao e escarectomia tangencial, sendo cada um selecionado e
aplicado de acordo com a gravidade e grau de queimadura do paciente.

Dentre os tipos de tratamento, curativos oclusivos sdo os mais utilizados em
todo mundo, tendo como principal caracteristica o baixo custo (Lima, 2019). O
mesmo deve permitir a absorgdo do exsudado de modo a manter a ferida seca,
limpa, evitando a contaminagéo bacteriana da ferida; fornecer condigbes de umidade
que favorecam o crescimento das células epiteliais, evitando a penetracdo de
microrganismo; e fornecer uma protecdo aos raios ultravioleta (Ubbink et al., 2008;
Vieira et al., 2018). Este tipo de tratamento é indicado para todas as areas do corpo,
exceto o rosto e genitais visto que as secregdes destas regides exigem trocas
frequentes, sendo o curativo umido mais indicado para tratamento destas &reas
(Downie et al., 2010).

Diante da necessidade de atender aos varios tipos de tratamentos de
queimaduras, grande é a quantidade de estudos realizados buscando a confeccao de
biomateriais destinados a este fim, sdo eles, hidrogéis (Grippaudo et al., 2010;
Piatkowski et al., 2011; Hoeksema et al.,, 2013), pomadas (Hirsch et al., 2008;
Mabrouk et al., 2012), membranas amniéticas (Adly et al., 2010; Bujang-Safawi et al.,
2010; Singh e Chacharkar, 2011), curativos com sulfadiazina de prata e prata
nanoparticulada (Piatkowski et al., 2011; Abedini et al., 2013; Ferreira e Paula, 2013;
Verbelen et al., 2014), dentre outros. Muitos destes biomateriais usam prata em sua
composicao devido a suas propriedades bactericidas, no entanto, nenhum deles faz
uso de O-CMQ juntamente com AgNPs para o tratamento de queimaduras.

O curativo proposto nesta pesquisa é do tipo oclusivo e visa controlar o

ambiente da ferida, favorecendo seu processo de cicatrizagdo, absorvendo o
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exsudato, manter a ferida Umida para proporcionar um microclima para crescimento

celular e favorecer o processo de reepitelizagao.

2.3 Biomateriais

Os biomateriais podem ser conceituados como materiais destinados a
interagir com sistemas biolégicos para tratar, avaliar, melhorar ou substituir qualquer
tecido, 6rgao ou fungédo do corpo (Nair e Laurencin, 2005; Kumbhar e Pawar, 2017).
Devem ser atéxicos, anticarcinogénicos, antimutangénicos, nao desencadear uma
resposta imune, e, principalmente, biocompativeis. (Tomaz, 2017).

A biocompatibilidade é dita como a capacidade que o material possui em
executar uma resposta adequada ao hospedeiro diante de uma aplicagdo especifica.
Além disso, o biomaterial deve possuir a habilidade de ser suportado pelo corpo e
nao causar reacgdes adversas em curto e longo prazo. Com o passar dos anos uma
grande quantidade de materiais, tais como: ceramicas (Serre et al., 1998; Chen et al.,
2010; Touri et al., 2018), metais (Roddie e Adam, 1992; Verissimo et al., 2015;
Bekmurzayeva et al., 2018), polimeros (Chen e Tan, 2006; Jankaew et al., 2015) e
compositos (Li, X. et al, 2012; Wahid et al, 2016) foram avaliados como
biomateriais.

Dentre as classes de materiais, os polimeros se destacam para aplicagao
como biomaterial devido a capacidade de modificar e adequar suas propriedades as
caracteristicas exigidas a aplicacao de interesse (Mohan et al., 2016; Roskies et al.,
2016; Tan et al., 2018).

2.4 Biopolimeros

Nos ultimos anos, polimeros naturais e sintéticos vém sendo empregados em
aplicagbes biomédicas, incluindo dispositivos meédicos biodegradaveis ou
descartaveis, como as bombas de sangue, valvulas cardiacas, curativos, entre
outros. Dentre estes polimeros, os do tipo natural sdo cada vez mais utilizados na
area da saude, isto devido ao fato de serem obtidos de recursos renovaveis e
ecoldgicos, além da biocompatibilidade (Dash et al.,, 2011; Bierbrauer et al., 2014;
Jacob et al., 2018).
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Os biopolimeros sdo definidos como polimeros ou copolimeros produzidos
através de matérias-primas de fontes renovaveis, como: amido, celulose, quitina e
outros (Brito et al., 2011). Devido ao aumento do consumo do combustivel féssil,
limitag&o de recursos, flutuagdo dos precos e os impactos ambientais causados pelos
processos de extracdo e refino utilizados para producdo de polimeros, tém
favorecido uma mudanca consideravel na utilizacdo de materiais biodegradaveis
(Ashter, 2016).

Dentre os polimeros biodegradaveis estdo a quitosana (Gabriel et al., 2017),
o amido (Cano et al., 2016), a celulose (Bhandari et al., 2017) e o acido hialurénico
(Lee et al, 2017). Estes apresentam biocompatibilidade, biodegradabilidade,
propriedades bactericidas, fungicidas e antimicrobianas que permitem a substituicdo
de alguns polimeros obtidos de fontes fosseis. Contudo, apesar de todas as
vantagens, estes biopolimeros possuem limitacoes técnicas. Dessa forma, grupos de
pesquisa veem se dedicando na modificagdo destes biopolimeros para melhorar

suas condi¢des de processamento de modo a aumentar sua gama de aplicagdes.

2.4.1 Quitosana

A quitosana é um biopolimero biodegradavel, biocompativel, com acéo
antimicrobiana obtido através da quitina (Muzzarelli et al., 2012; Saikia e Gogoi,
2015; Djerahov et al., 2016). E composto por N-acetil-2-desoxi-D-glucosamina e 2-
amino-2-desoxi-D-glucosamina, os quais, os dois tipos de unidades de repeticdo
estdo ligadas por (1-4)-B-glicosidica, distribuidas em diferentes graus, dependendo
das proporcoes desacetiladas (Dash et al., 2011).

Dentre as propriedades da quitosana destacam-se: solubilidade em meios
acidos, comportamento de polieletrélitos, capacidade de formar filmes, quelantes de
metais, propriedades anti-tumorais, estaticas, espermicidas e hemostaticas,
caracteristicas Opticas e estruturais, além do seu potencial de se ligar com células
microbianas e de mamiferos (Shukla et al., 2013; Gadgey e Bahekar, 2017; Valencia-
Sullca et al., 2018). A Figura 1 ilustra as estruturas quimicas parciais da quitina e

quitosana.
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Figura 1 - Unidades estruturais da quitosana: (a) N-acetilglucosamina; (b) glucosamina (Gu
et al., 2018; Shandil et al., 2018).

De acordo com a proporcéo relativa dessas duas unidades é determinado o
grau de desacetilacdo da quitosana que define propriedades de solubilidade,
comportamento acido base, agdo bactericida, fungicida, propriedades estruturais
deste polimero. Além disso, a quitosana pode ser facilmente biodegradada em
residuos nao-toxicos e sua taxa de degradagdo esta relacionada com a massa
molecular (MM) do polimero e com o grau de desacetilacao (Bagheri-Khoulenjani et
al., 2009; Shukla et al., 2013).

A partir da degradagédo da quitosana tem-se 0s oligossacarideos bioativos
que possuem propriedades antimicrobianas, e o0s produtos monoméricos
(glucosamina), que sao metabolizados pelo corpo. Ainda assim, a quitosana possui
uma solubilidade limitada em pH neutro, sendo necessaria a sua modificacdo quimica
para seu melhor processamento (Tan et al., 2016).

Pesquisas reportam que a MM da quitosana afeta diretamente sua atividade
bactericida e fungica (Shukla et al., 2013; Saikia e Gogoi, 2015). No et al. (2002)
descobriram que a atividade antibacteriana de quitosana com MM de 28-1671kDa
aumentou de acordo com o aumento da MM. Chang et al. (2015) variaram a MM da
quitosana entre 3,3 a 300kDa avaliando os efeitos combinados do MM, temperatura
de reacdo e pH no crescimento bacteriano de cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus reportando um aumento da atividade bactericida em pH
neutro com o aumento da MM. Garcia et al. (2018) relataram em seus estudos que o
aumento da MM da quitosana reduziu o crescimento dos fungos C. trocipcalis e C.
parapsilosis. Li, J. et al. (2016) estudaram a atividade bactericida da quitosana de
MM ultraelevada frente a cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os

resultados mostraram que o aumento da MM em pH 6,0 tende a um maior efeito
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bactericida devido as cadeias ultralongas da quitosana se ligarem a E. coli e S.
aureus rompendo e decompondo suas células.

A modificagdo quimica da quitosana que sera trabalhada nesta pesquisa é a
O-carboximetilquitosana.

2.4.2 O-carboximetilquitosana

A O-carboximetilquitosana é um biopolimero derivado da quitosana resultado
da substituicdo do grupo carboximetilo (-COOCHs3) nos grupos hidroxilo primario e/ou
secundarios da quitosana. E solivel em uma ampla faixa de pH (De Abreu e
Campana-Filho, 2009; Logithkumar et al., 2016), estimula a produgéo de fibroblastos
(Chung et al., 2003), possui capacidade de formacao de gel aprimorada (Jayakumar
et al., 2010) e afinidade com nanoparticulas metalicas (Djerahov et al., 2016). A

Figura 2 ilustra a estrutura quimica da O-CMQ.
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Figura 2 - Estrutura quimica da O-CMQ (Wu et al., 2008).

A ocorréncia de carboximetilacdo em diferentes sitios das cadeias de
quitosana € decorrente das diferentes reatividades dos grupos -OH e NHz. O grupo
hidroxila € um nucledfilo mais fraco que o grupo amino. Dessa forma, para obter
como produto final O-CMQ, a reagdo deve ser processada em meio fortemente
alcalino, para que ocorra a ativagdo das hidroxilas, pois, do contrario, 0os grupos
amino reagirdo preferencialmente formando como produto final a N-CMQ (Muzzarelli
et al., 1982).

O interesse em reagdes de carboximetilacdo € justificado pela obtencao de
derivados soluveis em meio fisioldgico, fator este de interesse nas areas médicas e
farmacéuticas (Chen e Park, 2003). Cai et al. (2001) aplicaram O-CMQ na
modificacdo de superficie de filmes de poli (acido D, L-latico)(PDLLA) e em filmes de
poli (acido latico-co-glicolideo) para avaliar seus efeitos em osteoblastos e
condrécitos, respectivamente. Wu et al. (2008) estudaram a interacao entre a O-
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CMQ e albumina de soro bovino de modo a avaliar o potencial da O-CMQ como
matriz polimérica para a entrega de farmacos. Como resultados concluiram que a O-
CMQ se apresenta como uma boa matriz polimérica confirmando sua boa adequacao
ao ambiente neutro do corpo humano (Muzzarelli, 1988).

Visando melhor entendimento do sistema investigado, ampla revisdo da
literatura foi realizada, entretanto, poucos foram os trabalhos encontrados que

incorporaram nanoparticulas metélicas em materiais preparados com O-CMQ.

2.5 Alcool polivinilico (PVA)

O PVA é um polimero semicristalino obtido através da hidrélise do acetato de
vinila. E um polimero sintético, solivel em &gua, ndo tdxico, biocompativel,
degradavel, de baixo preco e facil processabilidade (Kim et al., 2015). Devido suas
propriedades, tem atraido muita atengdo nas ultimas décadas, sendo bastante
utilizado na industria farmacéutica e na biomedicina, aplicado como matriz na
engenharia de tecidos e na liberacao controlada de farmacos (Hassan e Peppas,
2000; Kanimozhi, Basha, Kumari e Kaviyarasu, 2018). A Figura 3 ilustra a estrutura

quimica do PVA.
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Figura 3 - Estrutura quimica do PVA (Bergo et al., 2009).

O PVA estd constantemente presente como um copolimero de poli (alcool
vinilico) e poli acetato de vinila. A relacao entre a quantidade de hidroxilas presentes
no polimero poli (alcool vinilico) e o numero inicial de grupos acetila determinam o
grau de hidrélise do PVA. Essa propriedade € importante pois indica total ou parcial
hidrélise do PVA. Entre 87-89% o mesmo é considerado parcialmente hidrolisado e,
>98%, totalmente hidrolisado (Gaaz et al., 2015).
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Estudos relatam que ao incorporar um segundo componente polimérico
juntamente com o PVA, como por exemplo, a quitosana, leva uma melhoria da
biocompatibilidade do material final (Jalvandi et al., 2017), assim como relatado por
Chuang et al. (1999) que constataram que a membrana composta por quitosana/PVA
foi mais favoravel para a cultura de células que a membrana composta de PVA puro.
Outros estudos indicam a formacgédo de ligagdes entre os grupos —OH e —NH da
quitosana e os grupos —OH do PVA (Choo et al, 2016; Juvencio, 2017).
Considerando que, a O-CMQ possui uma estrutura muito similar a estrutura da
quitosana é possivel aferir que este tipo de interacdo também acontece entre a O-
CMQ e o PVA.

2.6 Géis

De acordo com a definicdo de Almdal et al. (1993) o termo gel se refere a
sistemas constituidos por dois ou mais componentes, no qual um deles é
majoritariamente um liquido. Outra definicdo bastante utilizada é a de Dorothy Jordan
Lloyd a qual concluiu que “a condigdo coloidal, o gel, é aquele mais facil de
reconhecer do que definir’ (Guenet, 2016). Essa afirmacao se da pela dificuldade de
se encontrar definicdes claras que expressem as caracteristicas dos géis, logo, o
simples manuseio e contato com o gel permitem entender mais claramente o que ele
é.

Com relacdo as suas caracteristicas solidas, o gel possui um médulo de
armazenamento (G’) superior ao modulo de perda (G”), definindo seu estado
gelatinoso; E, como o modulo de Young e J para a fluéncia. Para diferenciar um
estado de gel para um estado liquido sdo avaliadas as propriedades reolégicas
(Guenet, 2016; Chai et al., 2017). Dentre os experimentos, parametros como G ', G’
“tand=G '/ G "', E ou J podem ser derivados. Experiéncias de relaxagdo sao
realizadas por aplicacdo de uma dada deformacdo € que relaciona a tensao
resultante ao mddulo de Young enquanto experimentos de fluéncia sdo realizados
pela aplicagdo de uma dada tenséo o que relaciona a complacéncia a deformacao.

Atualmente, uma grande variedade de géis compostos por polimeros
sintéticos e naturais tém sido empregados na area dos biomateriais (Hayashi, 1994;

Mi et al., 2002; Zhang, Q. et al., 2018). Entre eles a quitosana e seus derivados (O-
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CMC, N-CMC, N, O-CMC) sao comumente usados (Chen et al., 2004; De Abreu e
Campana-Filho, 2009; Wahid et al., 2018). Dentre estes a O-CMC se destaca por
sua exclusiva capacidade para formacgao de géis (Jayakumar et al., 2010). Diversos
trabalhos empregando géis de O-CMC vém sendo desenvolvidos, dentre eles,
hidrogéis sensiveis ao pH (Zhao et al., 2006; He et al., 2016), destinados a liberacao
de drogas proteicas (Chen et al., 2005; Liu et al., 2007; Luo et al., 2018), farmacos
(Guo e Gao, 2007; Rodkate e Rutnakornpituk, 2016), dentre outros (Lin et al., 2005;
Yin et al., 2007; Wei et al., 2016).

2.7 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Materiais nanoestruturados tém atraido um crescente interesse devido as
suas propriedades Unicas que diferem dos materiais massivos e ao seu potencial
para o desenvolvimento de novas tecnologias (Ferreira et al., 2016). Elevada area
superficial e baixa citotoxicidade sao caracteristicas que tornam interessante o uso
de materiais nanoparticulados. Na literatura, varios trabalhos relatam a sintese de
nanoparticulas metalicas, tais como: nanoparticulas de ouro (Au) (Irfan et al., 2017),
prata (Ag) (Rodrigues et al., 2016), cobre (Co) (Jagadeesh et al., 2017) e cadmio
(Cd) (Hong et al., 2017).

As AgNPs sado nanoparticulas obtidas através de rotas de reducéao fisicas,
bioldgicas, fotoquimicas e, principalmente quimica. Possuem propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas unicas, dentre elas estdo: propriedades Opticas, cataliticas,
antimicrobianas (fungicidas e bactericidas) (Chen e Schluesener, 2008; Almeida,
2017). Contudo, é o largo espectro de atividade antimicrobiana da prata e o custo
relativamente baixo de obtencdo de AgNPs que as torna extremamente populares
numa vasta gama de produtos de consumo, tais como: cosméticos (Fabrega et al.,
2011), filtros de ar e agua (Rosa et al., 2016), cremes (Chaudhri et al., 2015), resinas
dentarias (Kassaee et al., 2008), dentre outros.

Trabalhos relatam que existe uma correlagdo entre a eficiéncia bactericida
das AgNPs com sua estrutura cristalografica, superficie-volume, tamanho de
particula, presenca de estabilizantes e morfologia (Baker et al., 2005). Apesar disso,
devido a dificuldade no controle dessas caracteristicas, as pesquisas se voltam para

obtencado dessas NPs através da aplicagcdo de novos agentes redutores (verdes e
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biologicos) (He et al., 2017; Ghiuta et al., 2018) e sua incorporagdo em materiais
poliméricos (Wang et al., 2019), ceramicos (Garai et al, 2018), compdsitos e
biomateriais (Vijayakumar et al., 2018; Arbab e Mola, 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacao e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO.

3.1 Materiais

A O-Carboximetilguitosana (média massa molar, aproximadamente 250 kDa,
DS = ~100%) foi fornecida pelo Laboratério de Avaliacao e Biomateriais do Nordeste
— CERTBIO. Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram de grau
analitico. Nitrato de prata (AgNOs), Citrato de Sdédio Tribasico Dihidratado
(NasCeHs07.2H20), Peroxido de Hidrogénio (35%, H20:2), alcool polivinilico ([-
CH2CHOH-]n, GA = 87-89%) e glicerina P.A./ACS (HOCH20H(OH)CH20H) foram
adquiridos da Neon. Borohidreto de Sodio (NaBH4) e Gelatina (proveniente de pele
de porco) foi adquirido na Sigma-Aldrich. Polivinil Pirrolidona (PVP)(K-90, [-CeHaNO-],
MM = 360 kDa) foi adquirido na Exodo Cientifica. O Polietilenoglicol 400 U.S.P. foi
adquirido na Synth. As solucdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura,
obtida a partir de um Sistema Master System MS2000 GEHAKA.

3.2 Metodologia
3.2.1 Sintese das AgNPs

A sintese das AgNPs seguiu o método de reducédo quimica, descrito por
Rodrigues et al. (2016) adaptado de Zhang, Q. et al. (2011). A Figura 4 ilustra as
etapas da sintese.

AgNp's

SCT
AgNOs3 \ H202
Hz0 NaBH4
——
F — E
@

Figura 4 — Representacao da sintese de AgNPs.
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Inicialmente, foram transferidos 30 ml de 4gua ultrapura para um becker (100
ml). Em seguida, 30 uL de nitrato de prata (AgNOs, 0,1 mol.L-!, agente precursor),
1,5 ml de Citrato de Sédio (NasCsHs07, 0,03 mmol.L", agente estabilizante), perdxido
de hidrogénio (H202, 35%, agente oxidante) e borohidreto de sédio (NaBH4, agente
redutor) foram adicionados ao sistema de acordo com os volumes e concentragbes
descritos na Tabela 1. Apds adicao do ultimo reagente, elevou-se a agitacdo a 1150

rpm por 3 minutos.

Tabela 1 - Variagdes de concentragdo e volume de H>0O, e NaBHj, utilizados na sintese.

Variavel Amostra Variacao
H1 30
H2 60
H3 90
H202 (Volume - pL)
H4 100
H5 120
H6 150
B1 50
B2 60
B3 70
NaBH4 (Concentragdo — mmol.L")
B4 80
B5 90
B6 100

Essas variagbes foram executadas para compreender melhor a influéncia
causada pelo perédxido de hidrogénio (H202) e borohidreto de sédio (NaBH4) nas
propriedades das AgNPs, além disso, esses intervalos nas concentragdes e volumes
foram estudados por apresentarem uma variagdo mais significativa sobre as
propriedades estudadas (tamanho, polidispersividade e estabilidade). Variacbes nas
concentracdes do AgNOs e citrato de sddio ndo foram realizadas devido a literatura
ja estabelecer que o agente precursor e estabilizante n&do influenciam
significativamente nas propriedades das AgNPs (Zhang, Q. et al., 2011). Para cada

sintese realizada apenas uma variavel foi alterada, mantendo-se fixas as demais.
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Para tanto, 60 pL de H20:2 foi e 90 mmol.L ™" de NaBH4 foram utilizados como volume
e concentragao fixas, respectivamente.

Aos resultados foi aplicado um Teste exato de Fisher, com o objetivo de
avaliar diferencas significativas entre as médias obtidas para o diametro,
polidispersividade e estabilidade. Esse estudo foi realizado através dos resultados de
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), Potencial Zeta (PZ) e polidispersividade.

Apoés avaliada a influéncia do perdxido de hidrogénio (H202) e borohidreto de
sodio (NaBHa), foi definida a quantidade padrao dos reagentes para sintese das
AgNPs. Os valores estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Definicdo das concentragdes e volumes padrées de NaBH4 e H-O; para sintese

de AgNPs.
Nitrato de Prata Citrato de Sodio Perdxido de Borohidreto de
(AgNQOs, 0,1 mol.L"")  (NasCeHs07.3H20, 30  Hidrogénio (H202, Sédio (NaBH4, 90
mmol.L) 35%) mmol.L)
30 uL 1,5 ml 60 uL 200 pL

A repetibilidade da sintese das AgNPs foi avaliada por meio do teste de
Tukey, aplicado aos resultados de 12 amostras sintetizadas conforme a Tabela 2.
Foram avaliadas as propriedades de tamanho, polidispersividade e estabilidade.

No entanto, ap6s ensaios microbiolégicos preliminares percebeu-se que as
AgNPs nado apresentavam atividade. Logo, motivados pelo insucesso das analises,
foram procuradas e encontradas pesquisas as quais relatam que AgNPs
estabilizadas com citrato de sédio, quando em contato com o meio utilizado em
ensaios bioldgicos passam por uma rapida agregacgao. Tanvir et al. (2017) relataram
em seus resultados que AgNPs estabilizadas com citrato de so6dio néo
demonstravam atividade antimicrobiana, levando a geracédo de agregados os quais,
de acordo com Choi et al. (2005) gera a perda da atividade antibacteriana das
AgNPs no meio de dispersao.

Dessa forma, tornou-se necessario o uso de um agente surfactante que atue
na prevencao da formacdo de agregados, surgindo o PVP como uma opcao.
Amplamente utilizado como agente estabilizante na preparacdo de AgNPs, atua

proporcionando estabilidade estérica na qual um polimero de cadeia longa se
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adsorve na superficie das particulas reduzindo a tens&do superficial por meio da
formacdo de uma barreira mecanica entre a particula e o meio ao qual ela esta
dispersa (Hotza, 1997; Tejamaya et al., 2012; Kaur e Kumar, 2019). Demonstra-se
eficaz no controle de tamanho e morfologia de nanoparticulas como observado nos
trabalhos de Parnklang et al. (2015); Khan et al. (2017); Tanvir et al. (2017).

Entédo, foi realizado um estudo para adicdo do PVP na rota de sintese de
AgNPs anteriormente definida, de modo a possibilitar a obtengdo de nanoparticulas
continuamente estaveis quando em contato com meios bioldgicos. Para tanto, a
adicao do PVP foi estudada em duas ocasides. Na primeira, amostras de AgNPs
foram sintetizadas pelo método padrdao e mantidas sob refrigeracéo ao abrigo da luz.
Ap6s um dia de repouso, solucoes de PVP a 0,0033%, 0,033% e 0,33% foram
adicionadas as amostras variando o volume de adicdo de 0,500 a 2,5 ml com
intervalos de 0,5 ul. Na segunda ocasido, 0,1 ul das solugcbes de PVP nas
concentracdes de 0,017% e 0,033% foram adicionadas durante a sintese, logo apds
adicao do citrato de sédio.

Para remover o excesso de PVP, ap6s um dia acondicionadas sob
refrigeragéo ao abrigo da luz, as amostras foram transferidas para eppendorfs de 2
ml e centrifugadas em uma centrifuga NT835 (Novatécnica, Sao Paulo). As
velocidades de 6000, 8000 e 10000 rpm foram avaliadas. Entre cada ciclo de
lavagem, 1,5 ml do sobrenadante era retirado e adicionado um volume igual de agua
ultrapura. Essa etapa foi repetida 3 vezes. Por fim, AQNPs-PVP preparadas foram
contaminadas com dois meios de cultura diferentes. O primeiro preparado com 0,112
M de NaCl em caldo nutriente TSB 1:9 (v/v) e 0 segundo a 0,005 M de tampao
fosfato salino (PBS) em caldo nutriente TSB 1:9 (v/v). Apbés contaminagédo, o
espectro UV-Vis de todas amostras foram coletados.

Ap6s o estudo, a amostra preparada sob condicdo que nao apresentou
mudangas no p das AgNPs apds contaminagéao foi definida como padréo. Os valores

selecionados estao presentes na Tabela 3.
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Tabela 3 - Definicao das condicdes de sintese padroes para AQNPs-PVP.

Reagentes

Nitrato de Citrato de Sodio PVP Perdxido de  Borohidreto

Prata (NasCeHs507.3H20, 30 (0,033%) Hidrogénio de Sodio
(AgNOs, 0,1 mmol.L) (H202, (NaBH4, 90

mol.L") 35%) mmol.L™")

30 uL 1,5 ml 100 pL 60 pL 200 pL
Condicdes de sintese
Meio de cultura Velocidade de centrifugacao
0,005 M de PBS em TSB 1:9 (v/v) 8000 rpm

3.2.2 Preparacao da O-CMQ

A preparacao da O-CMQ seguiu o método descrito por Chen e Park (2003).
Inicialmente, 3 g de quitosana (médio peso molecular, aproximadamente 250kDa, DA
= 86,3%) foram adicionadas a 70,8 ml de isopropanol e mantidas sob agitacdo
magnética por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 10 ml de uma solugédo de
Hidroxido de Sédio a 10,2 mol/L (solubilizado em solugdo de isopropanol/agua na
propor¢cao de 1:1(v/v)), mantendo-se a agitagdo por 24 horas. Em seguida, foi
adicionada lentamente a solugdo anterior Acido Monocloroacético (solubilizado em
Isopropanol, na concentracao de 8,28 mol/L), mantendo a agitacdo por 24 horas.
Apoés o periodo, foi adicionado 100 ml de Etanol absoluto, sob agitagdo magnética,
filtrada dez vezes com Etanol 80% para remocdo total do sal de
carboximetilquitosana e uma lavagem com Etanol absoluto, para ajustar o pH final da
carboximetilquitosana e retirar os residuos restantes. Apds a filtragéo, o produto foi

mantido a temperatura ambiente por 12 horas para secagem.
3.2.3 Preparacao do Gel O-CMQ/PVA
O desenvolvimento dos géis de O-CMQ consistiu de duas etapas, uma etapa

exploratéria e outra de obtencdo dos géis de O-CMQ/PVA. As etapas seguem

descritas logo abaixo:
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12 Etapa - Fase Exploratéria:

Partindo da necessidade de solucionar a rapida perda de agua da O-CMQ
qguando em estado de gel e em contato com a pele, buscou-se na literatura polimeros
que, quando adicionados a O-CMQ pudessem solucionar este problema. Apos busca
na literatura, foram escolhidos o polietilenoglicol (PEG), gelatina, glicerina, polivinil
pirrolidona (PVP) e PVA.

Para confeccdo dos géis, inicialmente foram pesados 0,100g de O-CMQ e
adicionada a quantidade do outro polimero de acordo com as proporgdes descritas
na Tabela 4. Em seguida, foi transferido 1 ml de agua ultrapura a mistura, agitando-a
com auxilio de um bastado de vidro até a formagéo do gel.

Dentre todas as combinagbes realizadas apenas o gel O-CMQ/PVA
preservou o estado de gel por mais de 3 dias quando exposto a condigcdes ambiente.

22 Etapa — Obtengéao do gel O-CMQ/PVA:

Na confecgédo dos géis de O-CMQ/PVA foram pesados 0,100g de O-CMQ e
preparadas solugdes hidroalcéolicas de PVA obedecendo a proporcao 70:30
agua:élcool nas concentracoées de 0,1%, 0,5% e 1%(m/v) de PVA. Por fim, foi
adicionado 1 ml da solugao a O-CMQ, agitando-a com auxilio de um bastao de vidro
de maneira lenta e gradual até a formagéo do gel.

Apo6s avaliada a cinética de degradacdo do géis de O-CMC/PVA o gel
preparado com solugdo de PVA a 1% foi selecionado para dar continuidade as
demais caracterizagdes. A escolha se justifica devido ao gel ter apresentado um
tempo de degradacao superior a 1440 minutos (24 horas). Entretanto, apesar de as
demais proporgdes (0,1% € 0,5%) terem se degradado de forma mais rapida, este
ndo € um fator que inviabilize seu uso, pelo contrério, essa caracteristica abre um
leque de opc¢des para uso de curativos a base do gel, podendo ser preparadas

formulac¢des que atendam diferentes tipos de ferimentos.
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Tabela 4 — Proporcao e quantidade dos reagentes utilizados no estudo exploratério do gel.

Reagentes Quantidades/Proporgdes Razéo
10 pL/(10%)
PEG 25 uL/(25%) m/v

50 uL/(50%)
0,0010 mg/(1%)
Gelatina 0,0050 mg/(5%) m/m
0,0100 mg/(10%)
0,0010 mg/(10%)
PVP 0,0050 mg/(5%) m/m
0,0100 mg/(10%)
10 pL/(1%)
Glicerina 15 pL/(15%) m/v
20 pL/(20%)
0,010 mg/(0,1%)
PVA 0,050 mg/(0,5%) m/v
0,100 mg/(1%)

3.2.4 Preparacao do Gel O-CMQ/PVA/AgNPs

Na confeccao dos géis de O-CMQ/PVA/AgNPs foram pesados 0,100 g de O-
CMQ e preparada solucao hidroalc6olica de PVA obedecendo a proporcédo 70:30
agua:alcool na concentragcdo de 1% (m/v) de PVA. Na etapa seguinte, foram
preparadas solucdes de PVA a 1% (m/v) acrescidas de 1, 3 e 5 ml da solucao de
AgNPs de modo a obter solucbes homogéneas de PVA/AgNPs. Ao fim, 1 ml dessa
solugéo foi adicionada a O-CMQ, agitando-a com auxilio de um bastédo de vidro de
maneira lenta e gradual até a formagao do gel. Na Figura 5 esta presente o esquema
de formacéao do gel O-CMQ/PVA/AgNPs.
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Figura 5 - Esquema de formagéo do gel O-CMQ/PVA/AgNPs. Adaptado de Gholamali et al.
(2019).

Na Tabela 05 encontram-se presentes as proporcdes e codigos das
amostras que foram estudadas:

Tabela 5 - Informacdes correspondentes as proporgdes e cédigos das amostras estudadas.

Codigos Reagentes
O-CMQ (m/v) PVA (m/v) AgNPs (ml)
O-CMQ 1:10 (10%) - -
0O-CMQ/0,1% PVA 1:10 (10%) 1:1000 (0,1%) -
0O-CMQ/0,5% PVA 1:10 (10%) 1:500 (0,5%) -
O-CMQ/1% PVA 1:10 (10%) 1:100 (1%) -
O-CMQ/PVA/AgNPs 1 1:10 (10%) 1:100 (1%) 1
O-CMQ/PVA/AgNPs 3 1:10 (10%) 1:100 (1%)
O-CMQ/PVA/AgNPs 5 1:10 (10%) 1:100 (1%)
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3.3 Caracterizacao das AgNPs

3.3.1 Estudo da Influéncia do H202 e NaBH4 na sintese de AgNPs

O estudo foi realizado de modo a compreender melhor a influéncia causada
pelo peréxido de hidrogénio (H202) e borohidreto de sédio (NaBH4) sob o diametro,
polidispersividade e estabilidade das AgNPs. Para tanto, 12 amostras de AgNPs
foram preparadas seguindo as condi¢des descritas na Tabela 1 e caracterizadas por
DLS e PZ.

3.3.2 Estudo da aplicacao de PVP na sintese de AgNPs

A adicdo de PVP a sintese das AgNPs objetivou o preparo de nanoparticulas
estabilizadas estaveis quando presentes em meio biolégico. Logo, 20 amostras de
AgNPs foram preparadas variando as condicées citadas no tépico 3.2.1. Todas as
amostras foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis e apenas a condicao
definida como ideal foi caracterizada via DLS e PZ de modo a averiguar a
repetibilidade e o efeito causado pela centrifugacéo e adicdo do PVP ao tamanho e
estabilidade das AgNPs.

3.3.3 Modelo de Calibracao Multivariada

Para desenvolvimento do modelo de calibracdo foram sintetizadas 50
amostras de AgNPs caracterizadas por DLS (método padréo) e espectroscopia UV-
Vis (método alternativo). Na etapa de validacao, pré-processamento dos espectros e
construcao dos modelos PLS foi utilizado o software The Unscrambler® versao 9.1.
Na selecdo das amostras para os conjuntos calibracdo e predi¢cao foi utilizado o
algoritmo SPXY executado no software Matlab®, versao 6.5. A faixa espectral para
construcdo do modelo foi de 450 a 250 nm. Os pré-tratamentos utilizados para
desenvolvimento do modelo foram: Correcao do Espalhamento Multiplicativo (MSC),
Extensdo da Corregcdo do Espalhamento Multiplicativo (EMSC), Variagdo Normal
Padrao (SNV), derivadas e a combinacdo dos mesmos. Pré-tratamentos foram
avaliados com base nos valores de Raiz dos Erros Quadraticos Médios de
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Calibragcdo (RMSEC), Raiz dos Erros Quadraticos Médios de Previsdo (RMSEP),
Coeficiente de Determinagdo (r?), correlagdo, bias, slope, offset e nimero de
variaveis latentes utilizadas para a construcdo do modelo. O algoritmo Jack-Knife foi
aplicado a fim de melhorar a performance dos modelos construidos. Os dados
referentes as modificagdes realizadas na sintese das AgNPs e etapas de construgao
do modelo estdo presentes no Apéndice | - Desenvolvimento de modelo de
calibragdo multivariada para determinacdo de polidispersividade e diametro de

AgNPs utilizando espectroscopia UV-Vis e quimiometria.

3.3.4 Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-Vis foi realizada com objetivo de confirmar a sintese
das AgNPs e verificar estabilidade das AgNPs frente ao meio de cultura e tampéao
salino empregados no ensaio microbioldégico. O equipamento utilizado foi um
espectofotbmetro Bomem-Michelson FT-IR, modelo MB-102, na faixa de
comprimento de onda de 190-1100 nm, cubeta de quartzo com caminho éptico de 10

mm. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

3.3.5 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

O DLS foi usado para determinacao do tamanho e dispersao das AgNPs. As
andlises foram conduzidas em um Instrumento ZetaPals da Brookhaven. As medidas
foram coletadas a temperatura ambiente com um angulo de espalhamento fixo de
90°. Essa técnica foi empregada para verificar mudancas, estimar o tamanho,
polidispersividade e potencial zeta das AgNPs. Leituras de 3 amostras preparadas
pela rota padrédo foram coletadas durante um periodo 3 meses para o estudo de
estabilidade. O equipamento e as condi¢cdes de analise utilizadas foram idénticas a

andlise de DLS. Todas as leituras foram realizadas em triplicatas.

3.3.6 Repetibilidade — Teste de Tukey

A repetibilidade da sintese das AgNPs foi avaliada por meio do teste de

Tukey, aplicado aos resultados de 12 amostras sintetizadas nas condigbes padréo.
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Foram avaliadas as propriedades de tamanho, polidispersividade e estabilidade para
um nivel de significancia p<0,05.

3.3.7 Teste F

Os dados de tamanho e estabilidade das AgNPs obtidas pela sintese padrao
foram avaliados por meio do Teste F, com objetivo de verificar diferencas
significativas entre a variancia destas propriedades. Foram avaliadas as
propriedades de tamanho, polidispersividade e estabilidade para um nivel de
significancia p<0,05.

3.3.8 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado de modo a determinar o tempo de
prateleira das AgNPs, ou seja, quanto tempo as mesmas permaneceriam sem
alteracbes em suas propriedades. Para tanto, 3 replicatas auténticas foram
analisadas durante um periodo de aproximadamente 3 meses (16/09/2018 a
09/12/2018). As leituras de potencial zeta foram coletadas a cada 7 dias.

3.3.9 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Para confirmar o tamanho e morfologia das AgNPs foi usado um Microscépio
de Forca Atdmica XE-BIO Park Systems com cantilever com raio de curvatura da
ponteira inferior a 10 nm. Para realizagdo do ensaio, 10 puL da solugdo de AgNPs foi
depositado em uma placa de vidro e mantidas sob dessecacdo. Apdés secagem a
amostra foi conduzida para analise. As varreduras foram realizadas com a frequéncia
de 1 Hz e com a resolugdo maxima permitida no equipamento (de 512x 512 pixels).
As imagens foram processadas no proprio software do equipamento (XEI 1.8, Park

Systems).
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3.3.10 Difracao de Raios X (DRX)

Com o objetivo de avaliar o perfil cristalografico das AgNPs andlises de
difragdo de raios X foram realizadas em um equipamento XRD-7000 (Shimdzu,
Jap3o), utilizando radiagdo CuKa de A=1,5418 A, tensdo de 40 kVA e corrente de 30

mA. O intervalo de varredura foi de 30 a 85° a uma velocidade de 1°/minuto.

3.3.11 Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo (MEV-EC)

A andlise de MEV foi realizada com o objetivo de confirmar a morfologia e
tamanho das AgNPs. Para tanto, foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura
por emissao de campo S4700EI (Hitachi, Japao) operando a uma voltagem de 15 kV.
A amostra foi diluida na propor¢édo de 1:10 em agua e gotejada sobre porta amostra

de vidro, sendo posteriormente submetida a um recobrimento de platina.

3.4 Caracterizacao da O-CMQ

3.4.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada em um equipamento Spectrum 400 Perkin Elmer, na faixa de

4000-600 cm'. Esté técnica foi utilizada para confirmar a obtencdo da O-CMQ.
3.5 Caracterizacao do Gel O-CMQ/PVA
3.5.1 Avaliacao gravimétrica de perda de umidade
A avaliacdo de perda de massa foi realizada com o auxilio de uma estufa
incubadora Q316M2 (QUIMIS, Sao Paulo) a uma temperatura de 37 °C (devido a ser

esta a temperatura do corpo humano) por 240 minutos, avaliando as 4 composi¢coes
dos géis: O-CMC 10%, O-CMC /0,1% PVA, CMC/0,5% PVA e CMC /1% PVA. Estes
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testes foram realizados com o objetivo de estudar os efeitos causados pelo PVA no
tempo de perda de umidade do gel.

3.5.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada com o objetivo de estudar a
degradacéo térmica do gel e a influéncia do PVA sobre as propriedades térmicas do
mesmo. Os experimentos foram realizados em condi¢cdes dindmicas. As amostras
foram aquecidas de 25 a 500°C em uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto. O

gas de arraste utilizado sera o ar sintético programado a uma vazao de 50 ml/min.

3.5.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada em um equipamento Spectrum 400 Perkin Elmer, na faixa de
4000-600cm™. O uso desta técnica teve como objetivo confirmar e compreender a
interacéo entre a O-CMQ e o PVA além de relacionar estas interagdes a perda de
umidade e degradacgao dos géis.

3.5.4 Estudo da degradacao por espectroscopia UV-Vis

Com o objetivo de simular o comportamento dos géis quando em contato
com o exsudato foram preparados géis de O-CMC/0,1% PVA, CMC/0,5% PVA e
CMC/1% PVA e deixados a 37°C em solugédo de tampao fosfato salino (PBS, pH =
7,4). Foram coletadas aliquotas de 4 ml de cada um dos géis nos tempos de 30, 60,
90, 120, 180, 240, 300, 420, 600 e 1440 minutos e registrados seus respectivos
espectros UV-Vis. A banda de absor¢ao de 209 nm foi utilizada para aplicagao da lei
de Lambert-Bee, devido a ser sensivel a concentracdo de O-CMQ. O volume de PBS
foi reposto em quantidade igual a cada aliquota retirada para todos os tempos
medidos.
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3.6 Caracterizacao do Gel O-CMQ/PVA/AgNPs

3.6.1 Teste de Espalhabilidade

O ensaio de espalhabilidade foi realizado em um reémetro HAAKE™
MARS™ (ThermoFisher Scientific, Massachusetts), equipado com rotor P35Til e
geometria placa-placa. Foi empregada uma varredura na taxa de cisalhamento de
0,001 a 0,1 com frequéncia fixa de 1,592 Hz por um tempo de 60 segundos a
temperatura ambiente e gap de 0,5 mm. As amostras de gel O-CMC/1% PVA e O-
CMC/PVA/AgNPs 5 foram analisadas com o objetivo de caracterizar seu perfil
reolégico e identificar a diferencas causadas pela adicdo das AgNPs nas

propriedades reoldgicas do gel.
3.6.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

As amostras de AgNPs, O-CMQ/PVA e O-CMQ/PVA/AgNPs 5 foram
avaliadas frente as cepas microbianas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922), que de acordo com a literatura sao as bactérias mais
comumente encontradas em feridas. Para tanto, o0 método de Difusdo em Agar
descrito por Pelissari et al, 2009; ANDREWS ei al, 2005, foi aplicado com algumas
modificacdes.

Inicialmente, uma suspenséo das bactérias foi preparada na concentragcédo de
0,5 na escala de Mcfarlad, usando PBS a 0,005 M para bactérias. Entdo, com a
ajuda de um suabe, a suspensao foi espalhada em placas de agar com Tryptic Soy
Broth (TSB) e Agar Milan Hinton (MH), 10 pL de AgNPs e 0,800 g dos géis O-
CMQ/PVA e O-CMQ/PVA/AgNPs foram colocados diretamente nas placas de TSB e
MH com o inbéculo bacteriano. As placas foram incubadas em uma estufa
bacteriolégica a 35 °C durante um periodo de 48 horas. Os resultados foram
mensurados pela média das duas zonas de inibicdo medidas (24 e 48 horas) sem
subtrair o diametro dos discos. As amostras que apresentaram halos de inibicdo de
crescimento abaixo de 10 mm foram classificados como inativos, ativos quando

apresentaram halos entre 10 e 15 mm e muito ativos para valores acima de 15 mm.
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Para o ensaio foi utilizado o meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) (caldo
Kasvi-ltalia) e Agar Milan Hinton (MH) adicionados com meio solidificante (Agar

Bacto). Todas as cepas utilizadas tiveram um crescimento de 24 horas.
3.6.3 Ensaio de MTT (brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio)

A avaliacao da citotoxicidade in vitro da amostra de AgNPs e dos exiratos
dos géis O-CMQ/PVA, O-CMQ/PVA/AgNPs 1, 3 e 5 foi realizada de acordo com a
ISO 10993-5:2009 — Biological Evaluation of Medical Devices — Part 5: tests for in
vitro cytotoxicity (Organization, 2009). Foi utilizado o método de contato direto entre
o extrato e as células. A linha celular foi L929 fibroblastos adquiridos do Banco de
Células do Rio de Janeiro, o célculo da viabilidade foi por meio do Teste de Grubbs
para Outliers. O Espectrofotometro Victor X3 (Perkin Elmer, Massachussetts) foi

utilizado para leitura da viabilidade.
3.6.4 Ensaio de citotoxicidade in vitro - Método de difusdao em agar

O método de difusdo em agar é empregado na avaliacdo de seguranca de
materiais plasticos, elastdbmeros e de outros polimeros, empregados na fabricacao de
dispositivos e acessérios de uso médico e hospitalar em contato direto ou indireto
com o tecido humano.

Logo, as amostras de gel foram colocadas em moldes de 100 mm? os quais
foram confeccionados com &cido polilatico (PLA) na impressora 3D Cloner DH PLUS
(Paranda, Brasil). O filamento de PLA foi selecionado, pois, segundo Konta et al.
(2017) e Besko et al. (2017) trata-se de um polimero de baixa toxicidade, ademais,
como medida de seguranca a toxicidade do molde de PLA também foi avaliada como
uma das amostras.

Amostras de AgNPs também foram avaliadas pelo método de difusdo em
agar, para tanto, um papel filtro nas dimensdes de 100 mm? foi embebido com a
amostra e empregado no ensaio.

Apos preenchimento dos moldes com as amostras, o conjunto foi esterilizado
por 1h por radiacéo ultravioleta em cabine de fluxo laminar BIOGREEN, em ciclos de
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30 min para cada lado da amostra. Em seguida, foram preparados os controles
positivos (Latex para garrote) e negativos (Papel de filtro Whatman NUmero 1).

Foi utilizada para o ensaio uma suspensdao de células L929 com
concentracdo na faixa de 1,1 a 1,3 x 10° células viaveis por ml em meio RPMI 1640
contendo 10% de soro fetal bovino (FBS). Foram colocados 4 ml da suspensao
celular obtida em cada orificio da microplaca plastica de cultura (3,5 cm de diametro).
Entdo, foram preparadas culturas em duplicata para a amostra, controle negativo,
controle positivo e branco. As culturas foram incubadas em estufa a 37 °C + 1 °C
com 5 % £ 1% de CO..

Aproximadamente 48 horas apds o estabelecimento das culturas, utilizou-se
para 0 ensaio aquelas que apresentaram uma monocamada celular uniforme e
proxima a confluéncia (superior a 80%). Dessa forma, o meio de cultura das
microplacas foi aspirado, a monocamada de cada orificio da placa foi lavada com 2
ml de solugdo PBS que em seguida também foi aspirado. Logo apdés, foi adicionado 1
ml do meio de cobertura em cada pogo, este meio é composto pelo agar a 1,8%,
adicionado do corante vermelho neutro a 0,01% e MEM 2 vezes concentrado, em
quantidades iguais. As placas permaneceram na capela de fluxo laminar por 10
minutos, aguardando a solidificagdo do agar a temperatura ambiente.

Dessa maneira, foram colocados em contato com a superficie solidificada do
agar, no centro de cada placa, as amostras, o controle negativo e o controle positivo,
em culturas em duplicata. Assim, as placas foram encubadas na posi¢ao invertida,
embrulhadas em folha de papel de aluminio para evitar o dano celular por
fotoativacdo do vermelho neutro (ISO 10993-5), por pelo menos 24 horas em estufa

a 37 °C £ 1°C, umidificada e com 5% * 1% de CO:2 para avaliagdo da citotoxicidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao das AgNPs
4.1.1 Estudo da Influéncia do H.02 e NaBH4 na sintese de AgNPs

Um fator importante na sintese de nanoparticulas metdlicas € a
compreensao da influéncia e acdo dos reagentes empregados no preparo desses
materiais. A Figura 6 ilustra a evolucdo do didmetro de NPs de acordo com a
variagdo do H202 e NaBHs. Linhas de tendéncia foram utilizadas para melhor

visualizagc&o dos resultados.
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Figura 6 - a) Comportamento do didmetro hidrodinamico das AgNPs em funcao da variagéo
de NaBH4 e H>O.. b) Linha de tendéncia do didmetro hidrodindmico em fung¢ao do H20:. c)
Linha de tendéncia do didmetro hidrodinamico em funcao do NaBH..

De acordo com os resultados apresentados na Figura 6 b), observou-se que
o acréscimo de H20: até o volume de 120 uL proporcionou um aumento do diametro
das NPs, possivelmente devido a sua ac¢do no crescimento das NPs, como também
diminuiu o efeito retardante de crescimento gerado pelo NaBH4, devido a néo
existéncia de um equilibrio dinamico entre a redugcao dos ions de Ag* e a dissolucao
oxidativa da prata metalica assim como observado por Zhang, Q. et al. (2011). Dessa
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forma, uma maior quantidade de H20: até 120 pL proporciona um aumento do
diametro.

A Figura 6 c) mostra a evolucao do diametro de NPs em funcao da variacao
de NaBH4. Observa-se que o aumento da concentracdo de NaBH4 pouco contribuiu
com a alteragdo do didmetro das AgNPs visto que, este aumento conduziu a uma
producdao mais lenta de AgNPs, reduzindo apenas o tempo de inicializagdo na
formacgédo dos nucleos de NPs, ndo afetando seu didmetro final. Zhang et al. (2010)
relataram em seus estudos que o aumento da concentracdo de NaBH4 proporcionou
uma reducao da espessura das AgNPs, grandeza a qual ndo influéncia o diametro
corroborando com nossos resultados.

O H202, é conhecido em seu uso como agente oxidante, promovendo a
formacdo de estruturas anisotrépicas (Mulvihill et al., 2009). Zhang et al. (2010) em
seus estudos relataram que, inicialmente, com a adicdo de NaBH4, os ions de prata
sao parcialmente reduzidos para formar AgNPs, que sao temporariamente
estabilizadas. Simultaneamente, o crescimento de NPs € inibido devido ao H20-.
Como resultado do equilibrio dindmico entre a reducdo e a oxidagdo, a prata
permanece na forma de nanoparticulas de cor amarela clara. Com o consumo do
NaBHa4 durante a reagao, a protecao dos ions borohidreto é enfraquecida, permitindo
a producéao de nucleos de prata e crescimento das NPs (Zhang, Q. et al., 2011).

Quanto a polidispersividade mensurada via DLS, pesquisas recentes
elucidam a forma de crescimento de AgNPs semeadas e nucleadas, obtendo NPs
com espessuras de 4 nm para AgNPs ainda em fase de crescimento (sementes) e de
até 10nm para AgNPs ja nucleadas, todavia, ndo correlacionam a influéncia dos
reagentes com a polidispersividade das AgNPs (Zhang et al,, 2010; Li, N. et al.,
2012).

Nota-se que existe uma tendéncia no comportamento do didmetro versus
polidispersividade diante da variagdo do NaBH4 e H202. Analogamente aos efeitos
causados no diametro de particula, o acréscimo de H202 e NaBH4 causou aumento
na distribuicdo dos tamanhos, favorecendo a formacao de uma solucao polidispersa,
fora da idealidade >0,300, fator considerado negativo para NPs, visto que NPs
monodispersas permitem generalizar as propriedades do coloide obtido com as
propriedades das NPs individuais (Sugimoto, 1987; Martinez-Castanon et al., 2008;
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Mahl et al., 2011a; Kumar et al., 2017). A correlagdo entre diametro de particulas e

polidispersividade é mostrada na Figura 7.
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Figura 7 - Polidispersividade versus Diametro. a) H>O: e b) NaBHa.

O potencial zeta € uma técnica que permite avaliar a estabilidade de
dispersdes coloidais através da medicdo do seu potencial eletro cinético. A Figura 8
ilustra o comportamento da estabilidade das NPs em funcédo do H202 e NaBHa.
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Figura 8 - Comportamento do potencial zeta diante das variacées de: a) H.O: e b) NaBH..

Para todas as variacbes de concentracdo do NaBH4 e volume do H20:2 os
resultados demonstram que as superficies das particulas estdo carregadas
negativamente. Valores de potencial zeta abaixo de <-0,30mV indicam a estabilidade
do coloide devido a repulsdo causada por cargas superficiais, impedindo sua
aglomeragao (Doane et al., 2012). O aumento do volume de H20:2 favoreceu a
estabilidade das particulas, demonstrando um aumento progressivo, fator este ja
esperado diante da atuacao do H202 na remocéao das particulas instaveis. O aumento
das concentragdes de NaBHa4, analogamente ao H20:2 proporcionou uma melhoria na
estabilidade das NPs. Isso se explica através de um possivel efeito estabilizador

sinérgico entre ions de citrato e ions de borohidreto, onde uma concentragao maior

Diametro (nm)
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de ions de borohidreto aumenta a ligagdo preferencial do citrato a faceta (111),
levando a formacao de nanoparticulas mais estaveis (Zhang, Q. et al., 2011).

O método de Fisher é utilizado para comparar todos os pares de médias
controlando a taxa de erro ao nivel de significancia a para cada comparacdo. A
Figura 9 ilustra o intervalo de confianca do Teste exato de Fisher em funcédo da

comparacgao das médias de diametro, polidispervisidade e potencial zeta.

Dispersdo de dados - Teste de Fisher
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H5-H6 H1-H3
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Figura 9 - Intervalo de confianga do Teste exato de Fisher relativo a diferenga das médias
de didmetro, polidispersividade e potencial zeta para: volume de H2O2 e concentragdo de
NaBHs em fungéo dos valores da estatistica do Teste exato de Fisher.

Observando os valores na Figura 9: didmetro - combinagées Hn-Hn com
exce¢cdo das interacbes Hi-Hs, H2-Hs e Hs-Hs (valores médios de diametro
significativamente diferentes) estdo acima do intervalo de confianga, contribuindo no
crescimento das NPs; quanto ao potencial zeta e polidispersividade, todas as médias
comparadas com a variacdo He (150 pL) e Hi (30 uL), respectivamente,
demonstraram-se estatisticamente diferentes (p<5%) confirmando a forte influéncia
do H20:2 nestas propriedades.
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Na Figura 9: diametro - valores do teste Fisher em comparacdo das médias
Ho-Hs e Hs-H4 demonstraram-se estatisticamente diferentes, contrario ao observado
na avaliacdo dos resultados quimicos onde a variacdo da concentragcdo de NaBHa4
pouco contribui para 0 aumento e/ou variacdo do diametro de NPs; potencial zeta -
variagdes na concentracdo de NaBH4 na faixa de 50 — 100 mmol.L-" (B1 a Bs) foram
estatisticamente iguais; Polidispersividade — variaveis correspondentes a variacoes
de concentracdo mais altas (Hs4, Hs e He versus Hi, H2 e Hs) demonstraram-se
estatisticamente diferentes, devido ao efeito causado pelo H202 sobre o crescimento
das AgNPs.

Compreendida a influéncia causada pelo NaBH4 e H202 foram definidas as
condicdes mais adequadas para as AgNPs empregadas neste trabalho. A vista
disso, todos os resultados subsequentes referem-se as AgNPs obtidas em condicoes
ideais (Tabela 3).

4.1.2 Estudo da aplicacao de PVP na sintese de AgNPs

O preparo de nanoparticulas metalicas estaveis sempre foi um desafio.
Fatores como: tamanho, morfologia e atividade antimicrobiana sdo diretamente
afetados pela sua estabilidade (Teeguarden et al., 2006; Shrivastava et al., 2007;
Kvitek et al., 2008; Shi et al., 2015). Resultados preliminares apontaram que, AgNPs
com formato triangular estabilizadas com citrato de sédio ndo possuiam atividade
antimicrobiana frente a cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O
mesmo resultado foi alcancado por metodologia de disco-difusdo em agar e por
microdiluicdo, justificado pela formacdo de aglomerados de AgNPs (reducdo de
atividade antimicrobiana) devido a ndo estabilidade das nanoparticulas quando em
contato com o meio de cultura. Estes resultados também foram observados por
Tanvir et al. (2017).

Logo, motivados pelo insucesso dos resultados preliminares, foi realizado
estudo para adicdo do agente surfactante, o PVP. Neste estudo, fatores como:
velocidade de centrifugacdo, meio de cultura, método de adicdo e concentracao
utiizada do PVP foram avaliados, respectivamente. Os espectros UV-Vis das
amostras de AgNPs para as velocidades de centrifugagdo de 6000, 8000 e 10000
rpm estao presentes na Figura 10.
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Figura 10 - Espectro UV-Vis das amostras de AgNPs padrao e centrifugadas a a)
6000 rpm b) 8000 rpm e ¢) 10000 rpm.

De acordo com os resultados da Figura 10, pode-se observar dois efeitos
causados pela velocidade de centrifugacao: efeito na concentracdo das AgNPs
(observado para as 3 velocidades de centrifugacdo, por meio da variacdo da
intensidade da banda principal de absor¢cdo >700 nm) e efeito de agregacao
(observado através de deslocamentos das bandas, Figura 10 c).

O efeito na concentracdo é explicado pela lei de Lambert-Bee, a qual diz
que: “A intensidade de um feixe de luz decresce exponencialmente ao passo que a
concentragdo da substancia absorvente aumenta aritmeticamente.” Desse modo, €
observado um aumento na absor¢cdo da banda correspondente a ressonancia
plasmoénica dipolo no plano em aproximadamente 700 nm (Chen e Carroll, 2002;
Cheng et al., 2018), com absorbéancia de 0.319, 0.580 e 0.596 nm para AgNPs
centrifugadas com 6000, 8000 e 10000 rpm, proporcional ao aumento da velocidade
de centrifugacdo. De acordo com o trabalho de Sousa (2016), que propés um modelo
do perfil de concentragcdo de AgNPs em funcdo do tempo e velocidade de

centrifugacdo, a variagao da concentracao frente a velocidade de centrifugacao se
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explica pelo efeito da difusdo associada ao movimento Browniano das
nanoparticulas. Assim, o decréscimo da concentracdao de AgNPs é consistente com o
aumento da velocidade de rotacdo a medida que a centrifugagao progride.

Ja o efeito de agregacdo esta atrelado ao aumento da velocidade de
centrifugacdo e a estabilidade das AgNPs. Durante o processo de centrifugacao, a
solucdo é submetida a um campo gravitacional que sedimenta as particulas de
acordo com seus coeficientes de sedimentacéo, o qual varia em funcao do formato e
tamanho das particulas (Ma et al., 2016). Dessa forma, quanto mais alta a velocidade
de rotacao, maior € o intervalo de tamanho de particulas sedimentadas (Stafford e
Braswell, 2004).

No entanto, apdés a sedimentacdo das particulas, o que determina a
formacéao definitiva de precipitados (pellets) ou possibilidade de ressuspensao das
AgNPs é a capacidade de protecdo do agente estabilizante (F. Gongalves et al.,
2017). Para que ocorra a formacao de aglomerados € necessario que as colisdes
proporcionadas entre as particulas durante a centrifugacdo tenham sido
suficientemente fortes a ponto de superar a for¢a de repulsdo colombiana particula-
particula, gerada pelas cargas superficiais das AgNPs recobertas com citrato de
sédio (lvrigh et al., 2017; Ghasemi et al., 2018).

Zhang, Qiao et al. (2011) em seus estudos monitoraram o crescimento de
AgNPs por espectroscopia UV-Vis observando o deslocamento do comprimento de
onda para comprimentos maiores durante a formagédo e crescimento das AgNPs
analogo aos resultados observados no espectro da Figura 10 c¢), o qual nota-se um
deslocamento da banda de absorgdo. Dessa forma, a velocidade de 10000 rpm foi
descartada devido a formag&o de aglomerados.

Entao, considerando que nanoparticulas centrifugadas a 8000 rpm (Figura 10
b) apresentaram maior intensidade da banda de absor¢cao e nao deslocamento da
mesma quando em comparagdo com nanoparticulas centrifugadas a 6000 rpm
(Figura 10 a) e 10000 rpm (Figura 10 c), a velocidade de 8000 rpm foi selecionada
para dar continuidade do estudo.

Definida a velocidade de centrifugacao, foi avaliada a estabilidade de AgNPs
preparadas com PVP a 0,0033%, 0,033% e 0,33% (m/v) frente a duas solugdes
empregadas no cultivo microbioldgico: 0,112 M de NaCl em caldo nutriente TSB 1:9
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(v/v) e solucdo tampao fosfato salino (PBS) a 0,005 M em caldo nutriente TSB 1:9
(v/v). Os resultados estao presentes na Figura 11.
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Figura 11 - Estabilidade de AgNPs preparadas com solug¢édo de PVP 0,33% (m/v) frente a
solucdo simulante a) 0,112 M de NaCl em caldo nutriente TSB 1:9 (v/v) e b) solucao
tampao fosfato salino (PBS) a 0,005 M em caldo nutriente TSB 1:9 (v/v).

Observando os dados da Figura 11 a), nota-se que, com a adi¢cao da solucao
de 0,112 M de NaCl em caldo nutriente TSB 1:9 (v/v) todas as amostras de AgNPs
PVP 0,33%-M (NaCl) em todos as variagdes de volume sofreram deslocamento das
bandas de absorcao, sugerindo forte agregacao de particulas. Logo, a agregacao da
margem a duas possibilidades: concentracao insuficiente de PVP adicionada; ou a
nao reacao do PVP com as AgNPs. De acordo com o trabalho de Mulfinger et al.
(2007) uma solucéo de 0,01% de PVP foi suficiente para estabilizar AQNPs contra a
contaminacédo de 100 ul de NaCl a 1,5 M. Logo, considerando que a concentracédo
aqui empregada é aproximadamente 300x maior que a sugerida pela literatura é
possivel considerar a ndo reagéao do PVP.

Quanto as AgNPs-PVP 0,33%-M (PBS)(Figura 11 b)) ndo sofreram
deslocamento imediato das bandas de absorcdo. No entanto, ap6s o tempo de 240
minutos notou-se reducao de intensidade, leve deslocamento e alargamento da
banda de absorcdo relacionada a vibragdes dipolo no plano (~700 nm), o qual esta
diretamente relacionado a concentracédo e dispersdo do tamanho de particulas. De
acordo com Velgosova et al. (2016) o aumento da polidispersividade pode ser
observado por meio do alargamento da banda de vibragao de 700 nm o qual também

implica na agregacao e precipitagdo das AgNPs. Adicionalmente, nos estudos de
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Antoénio et al. (2015) a reducao desta banda também estava relacionada a formagéao
de agregados e, consequentemente, reducdo da concentracdo de AgNPs em
solugdo. Assim sendo, considerando que a solucdao de NaCl em caldo nutriente
proporcionou um crescimento mais acelerado das AgNPs, os estudos se voltaram a
mudanga da rota de sintese utilizando como contaminante a solugdo de PBS em
caldo nutriente.

Resultados referentes a AgNPs estabilizadas com PVP nas concentragcbes
de 0,0033% e 0,033% foram semelhantes aos aqui expostos (Figura 11), indicando
que, independente da concentracao de PVP adicionada, para esta rota de sintese, as
AgNPs ndo foram recobertas. Esta afirmacdo pbde ser confirmada através de
analises de DLS de AgNPs antes e apos adicao do PVP, as quais ndo apresentaram
um aumento no tamanho das AgNPs ap6s adicao, resultado este contraditério, pois a
acao surfactante do PVP se da através do recobrimento das particulas pelo polimero
em questdo aumentando assim seu didmetro (Tanvir et al.,, 2017; Zhang, L. et al.,
2018). Dessa forma, o ndo aumento do didmetro das particulas apo6s adicao do PVP
foi mais um indicio da nao efetividade da rota de sintese em questao.

Por fim, tomando como base a metodologia de Zhang, Qiao et al.
(2011)”Supporting Information” foi alterado o método de adicdo do PVP sendo este
adicionado durante a sintese, de modo a permitir o crescimento das AgNPs ja
envoltas com o agente surfactante. Os espectros UV-Vis de nanoparticulas
estabilizadas com solugcées de PVP a 0,017% e 0,033% ausentes e contaminadas

com PBS 0,005 M com 0 e 7 dias estao presentes na Figura 12.
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Figura 12 - Espectro UV-Vis de AgNPs estabilizadas com PVP a a) 0,017% (m/v),
contaminadas com PBS no tempo de OD e 7D e b) 0,0833% (m/v), contaminadas com PBS
no tempo de 0D e 7D.
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Conforme os resultados presentes na Figura 12, os espectros das AgNPs
nao sofreram alteragbes aparentes apds adicdo do contaminante para as duas
concentracdes estudadas. Ja, para o tempo de 7 dias foi possivel observar uma
pequena reducdo de intensidade e alargamento da banda, indicando formacao de
aglomerados e crescimento das particulas. Todavia, a vista que mesmo em
condicdes superestimadas de tempo as AgNPs permaneceram estaveis e,
considerando que o teste microbiol6gico possui duracdo de 48h a rota de sintese
empregando as concentragdes de 0,017 e 0,033% de PVP demonstrou-se adequada
para o preparo de AgNPs.

4.1.3 Modelo de Calibracao Multivariada

Os métodos de calibracdo multivariada tém como finalidade desenvolver, a
partir de dados instrumentais, modelos que possam predizer com precisao as
propriedades ou caracteristicas das amostras. A Figura 13 ilustra os valores preditos
pelo modelo D1-J15-POL2-JK (modelo de predicdo selecionado) versus valores

medidos pelo método de referéncia para o didmetro e polidispersividade,

respectivamente.
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Figura 13 - a) Valores preditos pelo modelo D1-J15-POL2 versus valores medidos pelo
método de referéncia para o diametro e b) valores preditos pelo modelo D1-J15-POL2-JK
versus valores medidos pelo método de referéncia para a polidispersividade.

Valores preditos pelo modelo encontram-se prdéximos a reta, logo, quanto
mais proximos da mesma melhor € o modelo. O erro obtido para a predicdo de
diametro foi de 5,31% e 4,43% para polidispersividade, valores de erro aceitaveis em
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relagcdo a variacdo destas propriedades. A distribuicdo aleatéria das amostras em
torno da bissetriz indicou ndo existéncia de tendéncias nos resultados.

Rabbani et al. (2013) construiram um modelo quimiométrico baseado nos
minimos quadrados parciais (PLS) para determinar o tamanho de nanoparticulas de
ouro (AuNPs) com base na relagéo entre o comportamento cinético de agregagao de
L-cisteina (L-Cys) em diferentes tamanhos de AuNPs com cobertura de citrato. Seus
resultados mostraram que os tamanhos previstos de amostras desconhecidas,
obtidos pelo método introduzido, estdo de acordo com os tamanhos medidos por
microscopia eletrbnica de transmissao (TEM) e Espalhamento Dindmico de Luz
(DLS) com erro médio de 3,76%.

Moreno-Martin et al. (2018) aplicaram espectroscopia UV-Vis com PLS para
desenvolvimento de um método analitico multivariado que estima a concentracao e
tamanho de AgNPs baseado nas alteragées da banda de ressonancia plasmoénica de
superficie (SPRB) de AgNPs quando formam estruturas agregadas com L-Cys. Seus
resultados apresentaram boa correspondéncia entre os valores previstos e a
concentracao total de AgNPs com valores de recuperagao variando entre 80-160%.
Para determinacdo de tamanho o modelo ndo forneceu dados, sendo assim nao
considerado confiavel.

Nao foram encontrados trabalhos que determinassem simultaneamente
tamanho e polidispersividade de AgNPs por meio do uso de UV-Vis associado a
PLS. Adicionalmente, todos os trabalhos encontrados correlacionaram o
comportamento cinético de agregacao da L-cys com o tamanho de particula. Para
desenvolvimento do modelo a faixa de trabalho selecionada no espectro UV-Vis foi a
de 250-450 nm, regidao a qual se localizam bandas de ressonancias dipolo
caracteristicas de nanoparticulas triangulares e bandas de absorcdo de
nanoparticulas com variadas morfologias (Chalmers e Griffiths, 2002; Moreno-Martin
et al., 2018; Singh et al., 2018).

4.1.4 Espectroscopia UV-Vis
E conhecido que a espectroscopia UV-Vis pode ser utilizada como indicativo

de tamanho e forma de AgNPs. A Figura 14 apresenta o espectro UV-Vis

correspondente a solugdao de AgNPs obtida através da condicdo de sintese padrao.
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De acordo com a teoria de Mie, particulas anisotropicas exibem duas ou trés bandas
de absorcao de acordo com sua forma (Mie, 1908; Jin et al., 2001). Pode-se observar
uma banda maxima de absorcao de 742 nm, caracteristico de nanoparticulas de
prata com formato triangular quase perfeito (Jin et al., 2001). Resultados similares

foram obtidos por Chen e Carroll (2002).
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Figura 14 — Espectro UV-Vis da solucdo de AgNPs obtida através da condicao padrao.

A segunda banda de absor¢cédo do espectro apresenta-se no formato de um
ombro com absor¢cdo em 465nm, valor este que, de acordo com o calculo de Schatz
indica ressonancias dipolo caracteristicas de nanoparticulas triangulares (Chalmers e
Griffiths, 2002; Farooq et al., 2018). Outro fator que corrobora essa afirmacéao € a cor
da solugado, azul escura (devido a excitagao dos plasmons de superficie), a qual de
acordo com Pacioni et al. (2015) trata-se de nanoparticulas com formato triangular
(nanoplacas). A terceira banda de absorcdo em 333 nm estd associada a
ressonancia quadrupolo fora do plano (Jin et al., 2001; Chen e Carroll, 2002; Farooq
et al., 2018).

Na Figura 15 tem-se o espectro UV-Vis das 12 repeticbes da solucédo de
AgNPs preparadas em condigdes de sintese padrdo. Todos 0s espectros
apresentam os mesmos picos de absor¢cdo caracteristicos de nanoplacas de prata.
Deslocamentos do pico maximo de absorcao sao observados em todos os espectros,
fator este resultante da excitacdo dos plasmons de superficie, propriedade sensivel a
morfologia das particulas, definida como a frequéncia em que elétrons de conducgéo

oscilam em resposta a um campo de radiagao eletromagnética incidente (Mock et al.,
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2002). Este efeito ocorre quando as dimensdes do material sdo reduzidas e existem
elétrons livres em sua banda de conducao (Barnes et al., 2003). Essas diferencas
nas bandas de absorcdo das AgNPs nos permitem identificar as caracteristicas
importantes no espectro dos nanoprismas como também a relagdo sutil entre a forma

da particula e a frequéncia das bandas que compdem seus espectros.
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Figura 15 — Espectro UV-Vis das 12 solugcdes de AgNPs obtidas através da condicao
padrao de sintese.

4.1.5 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

O espalhamento Dinamico de Luz € uma técnica amplamente utilizada para
avaliagao das dimensdes, dispersao ou estabilidade de particulas em suspensao. Na
Tabela 5 estao os dados de diametro, polidispersividade e potencial zeta das AgNPs
(01 —12) e AgNPs-PVP (13 — 15).
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Tabela 6 - Valores de didmetro, polidispersividade e potencial zeta para sintese padrao de
AgNPs.

Sintese  Diametro (nm)  Polidispersividade Potencial zeta (mV)

1. 32,72 0,220 -32,20
2. 33,76 0,277 -44,34
3. 33,67 0,242 -31,92
4. 33,47 0,219 -34,58
5. 33,37 0,209 -41,32
6. 32,82 0,191 -40,06
7. 33,14 0,193 -24,52
8. 35,31 0,181 -40,16
9. 32,29 0,169 -33,39
10. 31,68 0,196 -39,73
11. 31,35 0,188 -32,93
12. 32,26 0,190 -35,79
13. 38,40 0,251 -31,66
14. 36,69 0,243 -31,29
15. 39,41 0,211 -34,14

Os resultados presentes na Tabela 6 indicam um valor médio de didmetro de
32,99 + 1,06 nm quanto a AgNPs ausentes de PVP e 38,17 + 1,37 nm, valores
satisfatorios para a aplicacdo desejada, visto que, em comparativo com estudos
anteriores é observado nanoparticulas maiores (menor area superficial e,
consequentemente, reducdo de acao bactericida) (Feng et al., 2000) e de mesma
morfologia com poder bactericida satisfatorio. Pal et al. (2007) avaliaram a atividade
bactericida da prata contra Escherichia coli comparando nanoparticulas de prata com
diferentes formas. Em seus resultados, nanoplacas de prata de 40nm e concentracao
de 6,25ppm foram eficazes contra o crescimento de Escherichia coli, apresentando a
menor concentragdo inibitéria minima em comparacdo com nanobastdes de prata,

nanoesferas de prata e nitrato de prata. Complementarmente, é notado um
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crescimento das AgNPs-PVP, resultado esperado devido ao recobrimento com o
PVP.

Para nanoparticulas metalicas, valores de potencial zeta abaixo de X<-0,30
mV ou acima de X>0,30 mV sdo sindnimos de estabilidade (Taskiran et al., 2017).
Com excecao da amostra 7 todas as demais satisfazem ao intervalo X>-0,30 mV,
fator este indicativo de que as cargas presentes na superficie das AgNPs séo
suficientes para evitar formagdo de clusters (aglomeracdo de NPs). No que diz
respeito ao indice de polidispersividade, o mesmo varia de 0 a 1, onde, quanto
menor, mais monodispersa estara a solugdo (Mahl et al., 2011b). Todos os valores
estiveram localizados abaixo de <0,300, indicando que, a solugdo como um todo

encontra-se monodispersa, sinal da ndo aglomeracao de particulas.

4.1.6 Repetibilidade — Teste de Tukey

O teste Tukey é um teste comparativo entre médias utilizado para testar toda
e qualquer diferenca entre duas médias de tratamento. A Figura 16 expressa as
médias das amostras (representado pela linha horizontal em destaque) e os
respectivos intervalos de confianga para os pares de amostras. Observando a Figura
16 a), a maioria das médias atendem ao intervalo de confianca (p<0,5), sendo assim,
significativas. Para a Figura 16 b) e c), tem-se um maior numero de médias ndo
significativas. Contudo, como os resultados de polidispersividade e potencial zeta
atendem aos critérios de aceitacao presentes na literatura (valores abaixo de <0,300

e <-0,30mV) pode-se dizer que todas as amostras foram significativas.
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Figura 16 - a) Distribuicdo da média do tamanho de particulas b) Distribuicao da média
da polidispersividade c) Distribuicdo da média dos indices de potencial zeta.

4.1.7 Estudo de estabilidade

A estabilidade de AgNPs é um parametro fundamental para sua eficiéncia e
reprodutibilidade de suas propriedades em funcdo do tempo de aplicacdo. A Figura
17 ilustra a estabilidade de 3 amostras de AgNPs em funcéo do tempo.
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Figura 17 - Representacao do potencial zeta das AgNPs em funcao do tempo. Periodo de
analise: 17/09/2018 a 14/12/2018.

Avaliando os resultados, pequenas variacdes na estabilidade das AgNPs
puderam ser notadas. As amostras P1 e P2 apresentaram valores acima do limite de
estabilidade (-30 mV), chegando a -27,80 mV e -29,78 mV, respectivamente. Uma
possivel explicagdo para a oscilagdo dos valores de potencial zeta esta ligada a
formacgao de clusters. Foi percebido a formagédo de pequenos depdsitos de coloracao
azul nas amostras apds o periodo de 3 meses. Por consequéncia, é provavel que, 0s
valores de PZ acima do limite de estabilidade tenham sido coletados em periodos os
quais os clusters estavam sendo formados. Passada sua formacéo e precipitacao
valores de PZ tendem a se estabilizar. Todavia, esses valores encontram-se muito
proximos do limite de estabilidade, ndo sendo indicativo de grandes variacdes das
AgNPs que ainda se encontram em solugao.

Jaiswal e Mishra (2018) avaliaram a estabilidade de AgNPs estabilizadas
com curcumina citrato de sddio. Como resultados, apds o tempo de 1 més as AgNPs
preparadas com citrato apresentaram aumento de didmetro de 35 para 55 nm e

variacdo do PZ de -40 mV para -15 mV indicando formacao de clusters. O tempo
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para formagdo de clusters e variagdo dos valores de PZ encontram-se em

concordancia com os resultados aqui expostos.

4.1.8 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A AFM é uma técnica bastante utilizada na analise de nanoestruturas. A
Figura 18 de ilustra as microscopias de forca atébmica das AgNPs.
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Figura 18 - Microscopia de forga atbmica de nanoparticulas de prata em vidro; area
digitalizada 1 ym x 1 ym: (A) topografia 2-D; (B) topografia em 3-D; (C) perfis de altura ao
longo das linhas indicadoras.

A principio, o objetivo principal da andlise de AFM era confirmar o tamanho e
morfologia das AgNPs como prismas (ou placas), assim como indicado pelo DLS e
espectroscopia UV-Vis, respectivamente. No entanto, a AFM possui uma limitagéo na
determinagdo de morfologias. O tamanho da ponta do cantilever em alguns casos
pode ser muitas vezes maior do que as particulas que estdo sendo analisadas,
levando a erros no deslocamento da topografia da particula que resultam em
superestimacdes da dimensdo lateral das nanoparticulas (Pacioni et al., 2015).
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Diante do exposto, a AFM foi aplicada apenas para confirmacdo da formacéo e
determinacao da espessura média das AgNPs.

Na Figura 18 a) nota-se a existéncia de AgNPs com espessura média de
8,25nm e a presenca de agregados gerados possivelmente pela secagem da
amostra sobre o vidro e/ou efeitos de superficie (Chandran et al., 2006; Mocanu et
al., 2013; Mohapatra et al., 2015). Pletikapic¢ et al. (2012) estudaram a interagao do
polimero extra celular (EPS) de diatomaceas marinhas (Cylindrotheca fusiformis e
Cylindrotheca closterium) com AgNPs. Em seus estudos foram obtidas AgNPs com
10, 20, 30 e 40 nm de espessura que penetraram na parede celular causando danos
a célula, mas sem desintegracao da parede celular.

Tamilselvan et al. (2017) avaliaram as interacbes de AgNPs com o virus
Poliedrose Nuclear Bombyx mori (BmNPV). Em seus resultados amostras de BmNPV
tratadas com AgNPs mostraram alteragcdes em sua superficie, ruptura da membrana
celular e no capsideo, acarretando na perda da estabilidade do BmNPV. Essa
ruptura se da devido a interacdo das AgNPs com as glicoproteinas presentes na
membrana viral das BmNPV. Saravanan et al. (2018) sintetizaram AgNPs com
tamanho variando entre 22-60 nm e espessura de 1,8 nm e avaliaram sua atividade
bacteriana contra Samonella typhi e Staphlylococcus aureus, patdégenos resistentes a
multiplas drogas. Em seus resultados as AgNPs demonstraram agédo bactericida
efetiva contra as bactérias em questao, desde a concentragdo mais baixa testada (5
pL) até a mais alta (20 uL).

Logo, de acordo com os resultados encontrados na literatura, AQNPs com
espessuras de particula variando entre 1,8 — 40 nm apresentaram atividade contra
diferentes microrganismos e nao citotoxicas. As AgNPs sintetizadas nesta pesquisa

se enquadram nesse intervalo.

4.1.9 Difracao de Raios X (DRX)

A técnica de Difracdo de Raios X tem sido bastante utilizada para
caracterizacdo de materiais ceramicos. No entanto, suas aplicacbes nao se
restringem apenas a este tipo de material. Para materiais nanoparticulados sua
contribuicdo possibilita avaliar desde a estrutura cristalina até o tamanho de

particula, densidade e parametros de rede através de métodos sofisticados de
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refinamento, tal como o Refinamento de Rieltveld. A Figura 19 mostra o DRX para as
AgNPs.
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Figura 19 - Difratograma de nanoparticulas de prata preparadas em porta
amostra de mica.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 19 sdo observados
picos localizados em 36,16°, 45,58°, 55,36°, 65,58° e 76,42°, 0s quais correspondem
a mica, material do porta amostra utilizado na analise (Liu et al., 2017). Quanto as
AgNPs, apds realizar um recorte proximo a linha de base do difratograma, pdde-se
observar picos localizados em 31.54°, 40.96°, 43.54°, 50.42°, 60.44° e 82.18° os
quais correspondem aos planos (101), (200), (220), (222) e (420), onde, de acordo
com o Internacional Center Diffraction Data correspondem a estrutura cubica de face
centrada da prata metalica (arquivo JCPDS No. 03-0921)(Siddiqui et al., 2013; EI-
Faham et al., 2014; Gregory et al., 2014; Kumar et al., 2015; Lu et al., 2015; Ullah et
al., 2017).
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4.1.10 Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissao de Campo (MEV-EC)

A técnica de MEV ¢ bastante empregada na caracterizagdo morfologica e
estrutural dos materiais. No mundo das nanoparticulas essa técnica tem um papel
essencial: a comprovacao da formagcdo e morfologia das nanoparticulas. Na Figura
20 estdo presentes as micrografias das AgNPs. Vale ressaltar que, estes resultados

correspondem a AgNPs néo recobertas com PVP.
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Figura 20 - Imagens de MEV-EC e histograma de distribuicao de particulas.

Pela Figura 20, pode-se observar a presenca de particulas em escala nano
(abaixo de 100 nm)(Ferreira e Rangel, 2009), bem dispersas e com distribuicdo de
tamanho homogénea, confirmando a obtencdo de nanoparticulas metalicas como
também ja observado nas analises de DLS, que indicaram a obtencdo de AgNPs
monodispersas (polidispersividade<0,300 (Shah et al, 2018)). Ha presenca
majoritaria de nanoparticulas com formato de placa-tridngular (nanoplacas),

corroborando com os resultados de espectroscopia UV-Vis (Chalmers e Giriffiths,
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2002; Farooq et al., 2018). Com o auxilio do software Imaged version 1.8.0 foi
possivel realizar a obtencdo do tamanho de 500 nanoparticulas, onde, de acordo
com os resultados do histograma, as nanoparticulas apresentaram intervalo de
tamanho entre 1 a 25 nm com quantidade majoritaria de 10-15 nm (44,58%) e
tamanho médio de 13,25 + 3,84 nm.

No entanto, existe uma diferenca de aproximadamente 15 nm quanto ao
tamanho das particulas obtidos por DLS e por MEV. Isso é explicado pelo principio
das técnicas. O DLS mede a luz espalhada por um laser que passa pelo coloide,
medindo o didmetro hidrodindmico das particulas por meio da relacdo entre a
intensidade da luz difusa em funcéo do tempo (Berne e Pecora, 2000). Este diametro
refere-se ndo apenas ao nucleo metalico das nanoparticulas (como é no caso das
técnicas microscopicas), mas também a todas as substancias adsorvidas na
superficie das nanoparticulas (por exemplo, surfactantes e estabilizadores em geral),
justificando assim a diferenca entre os diametros observados (Tomaszewska et al.,
2013).

Dessa forma, DLS e MEV atuam como técnicas complementares entre si, de
tal maneira que, realizando um comparativo entre os didametros obtidos por DLS para
as nanoparticulas AgNPs, AgNPs-PVP e por MEV para as AgNPs pbde-se estimar a
espessura da camada formada por cada agente estabilizante em volta das AgNPs.
Para estes célculos foi considerado o tamanho médio das AgNPs obtido por MEV.
Na Tabela 7 estdo presentes os tamanhos das AgNPs e espessuras da camada de

citrato de sédio e PVP.

Tabela 7 - Dados de didmetro de particula e espessura da da camada de estabilizantes
presentes nas AgNPs.

L Diametro Espessura  Espessura da
. Diametro , o _
Sintese Técnica (nm) hidrodindmico da camada camada (Citrato
nm
(nm) (PVP) de sodio)
AgNPs MEV  13,25+3,84 - - -
AgNPs DLS - 32,99+1,06 - 19,74

AgNPs-PVP DLS - 38,17+1,37 - 5,18
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Andrade (2013) investigou a influéncia do PVP no processo de estabilizacdo
de AgNPs, no tocante a distribuicdo de tamanho e formagdo da camada de PVP em
torno das nanoparticulas. Para tanto, foram preparadas AgNPs-PVP com diferentes
razOes molares, fixando-se a concentragcdo de AgNOs em 0,01 mol.L"" alterando a
razao massica do PVP em 1.5, 3.0 e 6.0 e imagens de microscopia eletronica de
transmissao (MET) foram coletadas. Em seus resultados, as micrografias mostraram
uma camada cinza envolvendo as particulas, camada esta correspondente ao PVP.
Valores de espessura de 3,6 + 0,4 nm, 4,6 £+ 0,7 nm e 4,2 + 0,2 nm, para as razées
massicas PVP/AgNQOs de 1,5, 3,0 e 6,0, respectivamente, foram obtidos. Em nossa
pesquisa foi definida uma razao massica de 3,3 (0,01 mol.L"' de solugdo aquosa de
AgNOs e 0,033 mol.L-" de solugdo aquosa de PVP) e obtida uma camada de PVP
com espessura de 5,18 nm, resultado este condizente com a literatura.
Adicionalmente, foi possivel empregar eficientemente a técnica de DLS no calculo da
camada de PVP, demonstrando-se esta como uma via alternativa ao MET para
obtencéo desta propriedade.

4.2 Caracterizacao da O-CMQ

4.2.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A andlise de infravermelho foi realizada com o intuito de confirmar se a
carboximetilquitosana utilizada nesta pesquisa era a O-CMQ. A Figura 21 ilustra o

espectro infravermelho da O-CMQ.
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Figura 21 - Espectro infravermelho da O-CMQ.

Bandas referentes a ligacao de —OH e —CH podem ser encontradas em 3360
e 2883 cm, respectivamente (Chen e Park, 2003; Anitha et al., 2009). A vibracdo
localizada em 1406 cm é referente ao grupo —CH2CO- em éter (Fei Liu et al., 2001;
Yin et al., 2007). A vibracdo de 1052 cm™ e estiramento com formacdo de pico
intenso em 1320 cm™' s&o referentes as vibragdes —C—O- e C-O, respectivamente, e
vibracdo em 1584 cm™ correspondem ao grupo —NHs* e sdo caracteristicas da O-
CMQ (Zhao et al., 2001; Anitha et al., 2011).

4.3 Caracterizacao do Gel O-CMQ/PVA

4.3.1 Avaliacao gravimétrica de perda de umidade

Devido a simplicidade e facilidade de aplicagdo, estudos gravimétricos de
perda de umidade (PU) vem sendo empregados como uma importante técnica para
avaliacao preliminar da capacidade de retencdo de agua dos materiais. Outro ponto
importante que destaca a necessidade de estudos térmicos para géis é a
temperatura, a qual influencia diretamente em sua estabilidade, logo, se torna um

parametro que deve ser avaliado para qualquer formulagao desenvolvida (Corréa et
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al., 2005). Na Figura 22 estdo presentes as curvas de perdas de massa para 0s géis
de O-CMQ e O-CMQ/PVA em suas trés composigoes de PVA (0.1, 0.5 e 1%).

Curvas de perda de massa
100,00%
80,00%
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20,00%

0,00%
0 60 120 180 240 300 360 420 480

Tempo (min)
O-CMC 10% O-CMC 10% / 0,1% PVA

O-CMC 10% [/ 0,5% PVA O-CMC 10% / 1% PVA

Figura 22 - Curvas de perda de massa para gel de O-CMC 10% e preparado com 0.1, 0.5 e
1% de PVA.

Observando o0s resultados presentes na Figura 22 as curvas
correspondentes as formulagdes O-CMQ 0.1, 0.5 e 1% de PVA possuem um
comportamento de PU similar. No intervalo de tempo de 0 a 240 minutos é registrada
uma PU de ~80% para as trés composicées e apds 480 minutos perda superior a
95%. Para o gel de composicao O-CMQ 10% ausente de PVA é registrada uma PU
de 80% no tempo de 150 minutos, perda esta 1,6 vezes mais rapida quando em
comparagédo com os géis de PVA. No tempo de 240 minutos foi registrada uma perda
superior a 95%, cerca de 2 vezes mais rapida quando comparado aos géis de PVA.

Nas pesquisas de Samal et al. (2009) foram preparados hidrogéis a base de
quitosana/PVA/Nanotubos de carbono e suas propriedades morfoldgicas, térmicas e
fisicas foram avaliadas. Para as anadlises térmicas foram registradas curvas de
aquecimento isotérmicas para hidrogéis PV10 (hidrogel preparado com PVA a 10%
m/v), PVCHIO10 (hidrogel preparado a 10% de PVA e 1% de quitosana (m/v)) e
PVCHIONT10 (hidrogel preparado a 10% de PVA, 1% de quitosana e 0,25% de
nanotubos de carbono(m/v)). Em seus resultados a composicdo PVCHIO10 exibiu

uma PU de ~80% nos primeiros 90 minutos, enquanto isso, as composi¢des PV10 e
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PVCHIONT10 apresentaram perdas maximas de 46% e 61%, respectivamente, para
o intervalo de tempo de 250 minutos de analise. De acordo com os autores, um maior
teor de poros presentes na amostra de PVCHIO10 foi considerada como a principal
razdo pela qual a agua se difundiu com mais facilidade da rede do hidrogel.

Chen et al. (2018) em suas pesquisas desenvolveram hidrogéis a base de
carboximetilquitosana/oxido de grafeno (GO)/Poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAM)
objetivando o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. Em seus
resultados, foi observado que, maiores concentragfes de carboximetilquitosana
proporcionam uma maior retencdo de agua na massa final do hidrogel, fator este
diretamente relacionado ao aumento da densidade de reticulagdo que dificulta a
difusao de agua.

Gholamali et al. (2019) prepararam hidrogéis a base de
carboximetilquitosana/PVA/AgNPs pela metodologia in situ (crescimento de
nanoparticulas no interior dos hidrogéis) com o objetivo de aplica-lo como um sistema
de liberacdo controlada de farmacos. Em seus estudos foram desenvolvidos
hidrogéis com as propor¢des em peso de 3:1, 1:1 e 1:3 O-CMQ/PVA (m/m) contendo
AgNPs (m/v) sendo observado que com o aumento da quantidade de AgNPs, nao
houve alteracao significativa na capacidade de retencdo de agua dos hidrogéis. No
entanto, houve um aumento da retencdo de agua com o aumento da concentracdo
de PVA na estrutura de hidrogel, fator este relacionado a maior ligacao das cadeias
poliméricas.

Logo, de acordo com a literatura, maiores concentragées de O-CMQ e PVA
auxiliam no aumento da retengdo de &gua, justificando assim as redugdes de PU
aqui observadas quando comparados os géis a base de O-CMQ e O-CMQ/PVA
(Chen et al., 2018; Gholamali et al., 2019). Outro ponto a ser destacado é que a
presenca de AgNPs na estrutura dos géis nao influencia na sua capacidade de PU,
logo, ndo € necessaria a realizagdo deste estudo para os géis O-CMQ/PVA/AgNPs.
Quanto as variacbes de PVA aqui realizadas, ndo foram observadas mudancgas
significativas quando comparadas entre si, efeito diferente do observado no trabalho
de (Gholamali et al, 2019), fator este que pode estar relacionado as pequenas
quantidades de PVA empregadas nas formulagdes dos géis aqui preparados. Os géis
O-CMQ/PVA 0.1, 0.5 e 1% demonstraram PU 2,6 vezes inferior quando comparado

aos resultados apresentados por Samal et al. (2009).
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Dessa maneira, os géis dotados de PVA apresentaram PU inferior ao gel
composto apenas por O-CMQ, fator este que pode estar relacionado a formacgao de
ligacbes cruzadas proporcionadas pelo PVA, aumentando assim a retencédo de agua
das formulagdes com PVA. Dessa forma, apenas as composi¢cées O-CMQ/PVA 0.1,

0.5 e 1% foram selecionadas para demais caracterizagoes.

4.3.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria segundo a Confederacdo Internacional de Analise
Térmica e Calorimetria (ICTAC) e definida como: “Um grupo de técnicas nas quais
uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida
como funcdo da temperatura, enquanto a substancia € submetida a um programa
controlado de temperatura” (Haines, 2012). Fazendo uso da TGA e possivel, por
exemplo: avaliar a corrosdo de metais em condicbes de alta pressao; estudar
condi¢des de calcinacao de minerais; estudar a decomposigao térmica de compostos
organicos, inorganicos e de substancias poliméricas; estudos de evaporagdo de
liquidos; degradacao térmica oxidativa de polimeros; estudos de cinética de reagéo,
dentre outros. Além disso, aplicando a derivada primeira da TGA (DTG) os eventos
correspondentes as variacdes de massa da curva TGA sdo substituidos por picos
que determinam d&reas proporcionais as variacbes de massa, tornando as
informagdes visualmente mais acessiveis e com melhor resolucéo.

Logo, as técnicas TGA e DTG foram aplicadas em conjunto para avaliagao
da estabilidade térmica dos géis O-CMQ e O-CMQ/PVA. As Figuras 23 e 24

apresentam os resultados da TGA e DTG, respectivamente.
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Figura 24 - Analises de DTG dos Géis O-CMQ e O-CMQ/PVA.

De acordo com os resultados, observa-se a presenga de dois eventos de
degradacéo, o primeiro entre 30 — 137 °C associado a evaporacao de agua presente
nos géis (Gholamali et al., 2019) representando uma perda de massa média de 88,24

+ 0,97%. A segunda perda de massa (270 — 330 °C) apresentou um valor médio de
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3,60 £ 0,17% e esta relacionada a degradacgdo térmica da carboximetilquitosana por
meio da clivagem da cadeia principal da quitosana por meio da quebra da ligagao
glicosidica (C—O-C) e dos seus grupos substituintes (CH2COOH) (Kittur et al., 2002;
De Abreu e Campana-Filho, 2009; Xu et al., 2010; Albu et al., 2016).

Observando as curvas de perda de massa dos géis O-CMQ/PVA e O-CMQ
nao sao notadas diferencas entre elas, apresentando o0 mesmo numero de eventos
de degradacao, assim como evidenciado na DTG, a qual apresenta variagbes na
intensidade do primeiro evento de perda de massa, ao qual esta relacionado as
variagées de umidade presente nos géis. A inexisténcia de variagbes da estabilidade
térmica com a adicdo de PVA anda em consonancia com os trabalhos de (Sabaa et
al., 2012; Liu et al., 2015; Ullah et al., 2019).

4.3.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é
uma técnica que permite identificar as bandas de vibracao presentes nos compostos.
Devido a seu potencial, é bastante empregada no estudo dos materiais,
principalmente em sua identificacdo, caracterizacdo e na investigacao de estruturas
quimicas, principalmente quando se emprega mais de um composto atrelado a sua
matriz (Lin et al, 2005; Jankaew et al., 2015), como a exemplo do gel aqui
desenvolvido. Logo, buscando confirmar e compreender as interacbes entre a O-
CMQ e o PVA apés formacao do gel e correlacionar tais mudancas as perdas de
massa e degradacao dos géis foram, coletados os espectros de infravermelho dos
géis secos e umidos recém preparados. A Figura 25 mostra os espectros

correspondentes aos géis umidos em todas as composicoes.
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seu preparo.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 25 a) inicialmente se
observa o desaparecimento da banda de vibracdo 2983 cm™ correspondente a
ligacdo —CH. Isso confirma a ligacao entre o PVA e a O-CMC assim como descrito
nos estudos de Alhosseini et al. (2012) os quais prepararam nanofibras de
PVA/quitosana e relataram o desaparecimento desta banda quando ligacdes inter e
intramoleculares de —OH foram formadas entre as cadeias quitosana e PVA. Logo, a
reducdo das bandas de —OH localizadas em 3440 cm™ também esta relacionada a
formacdo de ligagdes cruzadas. Bandas de —OH também estdo presentes na
estrutura molecular do PVA (Lin et al., 2015), dessa forma, nota-se 0 aumento da
intensidade desta banda quando observado os géis de O-CMC e O-CMC/0,1% PVA,
com o aumento da concentracdo de PVA mais ligacées inter e intramoleculares sédo
formadas e a reducdo da banda de —OH é observada proporcionalmente. O
aparecimento de novas bandas correspondentes ao PVA ndo foi observado durante

0 espectro, como pode ser visto no recorte b).
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Figura 26 - Esquema das ligacdes intermoleculares e intramoleculares de hidrogénio entre
o PVA e a quitosana (Alhosseini et al., 2012).

Observando o recorte ¢) bandas de vibragao de localizadas em 3360 cm™ (-
OH), 1640 cm™ (C=0), 1591 cm™" (-NHs*), 1410 cm™' (-CH2CO- em éter), 1378 cm"!
(—=CHs), 1324 cm™ (C-0O), 1080 cm™ (C-O) e 1045 cm™ (-C-O-) sofreram pequenos
deslocamentos (~4 a 10 cm™') o que pode ser atribuido a formacdo das ligacdes
intermoleculares assim como afirmado por Yin et al. (2007) os quais identificaram em
seus estudos a reticulagao da O-CMC com PVA em hidrogéis de O-CMC/PVA. Além
disso, as demais bandas foram preservadas para todas as composicdes (Fei Liu et
al., 2001; Zhao et al., 2001; Yin et al., 2007; Anitha et al., 2009; Signini et al., 2019).

Os principais picos de PVA foram observados em 1718, 1427, 1378, 1324,
1240, 1085 e 839 cm™'. Estas bandas sdo atribuidas a vibragdo C=0O em carbonila,
vibracdo de flexdao C—H de CH2, deformagdo angular em —CHs, estiramento de
grupos acetila C-O grupos acetato e provenientes do monémero de acetato de
polivinila), vibracdo de alongamento C-H e ligacdo C—C (Omkaram et al., 2007;
Kharazmi et al., 2015). As bandas de 1378, 1324 e 1085 cm™" sdo comuns entre a O-
CMC e o PVA de tal modo que apresentaram aumento da intensidade para os géis
de O-CMC/0,1% PVA sugerindo mais modos de vibracdo. Com o aumento da
concentracdo de PVA estas bandas apresentaram reducdo de intensidade
proporcional, sugerindo a formacao de ligacdes intramoleculares reduzindo os sitios

de vibragdo C—H em —CHgs, C-O e alongamento C—H.
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Quanto aos espectros correspondentes ao gel seco de O-CMQ e O-
CMQ/PVA, os mesmos podem ser observados na Figura 27.
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Figura 27 - Espectros de FTIR para as amostras de géis secos logo ap6s serem secos em
estufa a 37°C.

Para os resultados presentes na Figura 27, pode-se observar uma correlacéao
entre os efeitos descritos para os géis umidos, 0s quais em partes repetem-se nos
espectros dos géis secos. As bandas presentes na faixa de 2000 — 800 cm
sofreram reducédo de intensidades proporcionais ao aumento da concentracdo de
PVA adicionado a composicao do gel indicando que as ligagdes intramoleculares C—
H em —CHs, C-O e alongamento C—H anteriormente observadas nos géis umidos
continuam presentes nos géis secos.

Quanto a faixa espectral entre 400 — 2500 cm™, apdés a secagem do gel
ocorre o reaparecimento das bandas de vibragdo —CH (2983 cm), o qual pode ser
um indicativo que, com a saida da agua em excesso (devido ao gel estar umido) as
ligacdes inter e intramoleculares de —OH sao desfeitas. Esta afirmagdo se embasa
na teoria que a energia de ligacdo C—OH é fraca, ainda mais quando estao presentes
na cadeia efeitos de repulsdo elétron-elétron responsaveis pelo aumento do
comprimento da ligagcdo e demais ligagbes presentes que contribuem para a
distorcao do angulo da ligacao (Atkins et al., 2018). No entanto, as bandas de —OH
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correspondentes a estrutura do PVA (~3400 cm'') continuam presentes na estrutura
do gel e aumentam de intensidade proporcionalmente com a concentracao de PVA.
Logo, propde-se que as ligagcdes de —OH presentes na composi¢do do gel quando
em presenca de agua (H-O-H) auxiliam na formagdo das ligacdes inter e
intramoleculares de —OH. Este fenbmeno pode ser comprovado pela capacidade do
gel secar e umedecer por varios ciclos sem perder suas propriedades quimicas,
como observado nos espectros da Figura 28 para o gel seco e umido O-CMQ/PVA

1% apos 5 ciclos de umedecimento e secagem.

[ =165 o-cMaPvA 1% Ciclo 01 [ 10
; 1G5 O-CMQ/PVA 1% Ciclo 02 A N
yd [C1GS 0-CMQ/PVA 1% Ciclo 03 YL
P s o,cxojpx:% C:c:ng; 4 I o
—— GU O-CMQ/PVA 1% Ciclo 01 iR ] T
1,04 —— GU O-CMQ/PVA 1% Ciclo 02 b I‘ |{ B e ‘é
—— GU O-CMQ/PVA 1% Ciclo 03 | “ l‘ ol L 2
] GU O-CMQ/PVA 1% Ciclo 04 L | e
08 GU O-CMQ/PVA 1% Ciclo 05 49 A [ o0
g b < — 61 =
© é F1
. a ; 1
2 0,6 ) 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 f
@© Numero de onda (em’)
Q J
c
<«O
£ 04+
[]
[72]
o J
<
0,2 /A%
0,0 +——

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm'1)

Figura 28 - Espectro FTIR para a amostra O-CMQ/PVA 1% correspondente ao a) gel
umedecido durante 05 ciclos e b) gel seco durante 05 ciclos.

Neste sentido, conforme os resultados expostos na Figura 28, é constatado a
preservacao da estrutura quimica do gel apdés os ciclos de secagem, fato este
evidenciado pela fingerprint (impressao digital) dos géis, ndo sendo observado
deslocamentos, surgimento e/ou desaparecimento de bandas nos espectros tanto

para o gel umido (Figura 28 a)) quanto para o gel seco (Figura 28 b)).
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4.3.4 Estudo da degradacao por espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-Vis além de ser empregada na avaliacdo de AgNPs
também possui uma vasta gama de aplicacbes nos estudos de moléculas,
compostos organicos e inorganicos e materiais em geral, que sejam formados por
substancias quimicas dotadas de grupos croméforos (Galo e Colombo, 2009).
Embasado nesta afirmacdo e na teoria de Lambert-Bee, a qual correlaciona a
intensidade de bandas de absorcdo com a concentragdo das substancias, foram
realizados estudos de degradagéo associando o comprimento de onda maximo (Amax)
presente nos espectros UV-Vis a sua intensidade (lo), nos espectros registrados em
diferentes tempos de incubacdo dos géis. Para tanto, para conducao dos estudos da
degradacéo, inicialmente foram coletados os espectros UV-Vis dos géis O-CMQ/PVA
0.1, 0.5 e 1% de modo a investigar a presenca de bandas de absorcao
correspondentes a O-CMQ. Na Figura 26 estdo presentes 0s espectros
correspondentes aos géis O-CMQ/PVA.

De acordo com os espectros presentes na Figura 29 pdde-se observar uma
banda de absorcdo localizada no comprimento de onda de 209 nm, a qual é
caracteristica da quitosana e carboximetilquitosana (Tan et al., 1998; Yang et al.,
2010; Borsagli et al., 2015). Logo, esta banda foi selecionada para os estudos de
degradacdo, visto que esteve presente em todos os tempos de degradacdo e
amostras estudadas. A Figura 29 ilustra as curvas de degradacao para os géis de O-
CMQ/PVA.
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Figura 30 - Curvas de absorbancia em func¢ao do tempo para os géis de O-CMC com 0.1,
0.5 e 1% de PVA.
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De acordo com os resultados da Figura 30 observa-se que, os géis O-
CMQ/PVA 0.1 e 0.5% apresentaram uma degradag¢ao similar na maior parte do
intervalo de tempo avaliado (0 a 600 minutos), apresentando uma sutil diferenca para
o tempo de 1440 minutos, para o qual a composi¢cao O-CMQ/PVA 0.5% apresentou
uma menor degradacao, entretanto, os dois géis apresentavam-se quase totalmente
degradados (solubilizados) ap6s a remoc¢ao da ultima aliquota. Ja o gel O-CMQ/PVA
1% apresentou degradacdao bem inferior as demais composicées, motivo este
justificado pela atuacdo do PVA na formacdo de ligacbes cruzadas e reducdo da
porosidade do gel, auxiliando na reducdo da degradacdo do gel, assim como
observado por (Samal et al., 2009; Gholamali et al., 2019) e nos resultados de FTIR
anteriormente discutidos..

Na pesquisa de Sabaa et al. (2015) foram desenvolvidos nanocompositos de
PVA/CMQ/Montmorilonita (MMT) empregando o diisotiocianato de tereftaloila como
agente reticulante. Em seus estudos de degradacao foi utilizada uma solugédo de SBF
(pH = 7,40) e as amostras foram encubadas a 37°C por um total de 28 dias. De
acordo com seus resultados a perda de peso dos nanocompdésitos CMQ/PVA (1:1) e
(2:1) aumentou em funcao do tempo de incubacao na solucédo de SBF. Estando esta
relacionada ao aumento do teor de CMC nos nanocompdsitos, pois o préprio CMQ é
um polimero biodegradavel. Ademais, nanocompositos CMQ/PVA (1:1) e (2:1)
alcancaram um tempo de degradacdo de 28 dias apresentando perdas de massa
menores quando em comparagdo com oS hanocompositos formulados apenas de
CMQ, CMQ reticulado e CMQ/PVA/MMT para todas as suas composicoes.

Jaikumar et al. (2015) em suas pesquisas prepararam hidrogéis injetaveis em
duas formulagdes, uma a base de alginato/O-CMQ (AOF) e a outra a base de
Alginato/PVA (APF), carregados com nanoparticulas de fibrina e reticulados por
cloreto de calcio, destinados a reconstrucdo de tecidos. Para as analises de
degradacdo os hidrogéis foram deixados em PBS a 37°C, onde, a cada 2 dias as
amostras eram removidas, lavadas com agua deionizada de modo a limpar os ions
presentes na superficie do hidrogel. Nos resultados foi registrado um tempo de
degradacédo de 3 dias para a composi¢cao APF e 15 dias para a composi¢cao AOF, o
qual apresentou pesos constantes entre o periodo de 1 a 15 dias e perda de peso
observada até o 23° dia. De acordo com os autores, 0 menor e maior tempo de
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degradacdo apresentado pelo APF e AOF se justificou pelas composicdes terem
apresentado uma menor e maior reticulagao, respectivamente.

Logo, observando os tempos de degradagdo apresentados pelos géis O-
CMQ/PVA em comparagédo aos trabalhos descritos na literatura sdo observados
tempos de degradacgéao inferiores. Esse fato se explica pela auséncia de um agente
reticulante forte na composicdo dos géis, favorecendo a uma degradacdo mais
acelerada para os mesmos. Entretanto, mesmo com tempos de degradagédo mais
rapidos os géis O-CMQ/PVA apresentam caracteristicas fisicas importantes para uso
como curativo, tais como rapida degradacado (~24 horas) e perda de umidade
(proporcionando um ambiente umedecido para a lesao), capacidade de reabsorgcao
de liquido apds perda de umidade e resisténcia frente a diversos ciclos de
desidratacdo. Além disso, a O-CMQ e o PVA aqui utilizados sao biodegradaveis e de
rapida degradacdo no estado de gel (Janvikul et al.,, 2007; Kamarul et al., 2014;
Jaikumar et al., 2015; Zhang et al., 2019).

Dessa forma, considerando os resultados, a composicdo O-CMQ/PVA 1% foi
selecionada para dar continuidade ao estudo de incorporagédo das AgNPs por ter
apresentado um maior tempo de degradacdo frente as demais composicoes. No
entanto, vale salientar que essa escolha foi feita buscando reduzir a quantidade
amostral a ser avaliada nas demais caracterizagdes, ndo inviabilizando o potencial

emprego das demais composicoes.

4.3.5 Correlacao entre a perda de umidade e degradacao dos géis O-CMQ/PVA

segundo a 6tica de aplicacao como curativo

Partindo da aplicacao dos géis como biomateriais direcionados ao tratamento
de queimaduras, conseguir observar e correlacionar os resultados expressos pela
perda de umidade e degradacdo torna-se uma condicdo essencial para definir as
propriedades de interesse tais como: manutencdao do meio umido e a quantidade de
ciclos de substituicado frente a necessidade de troca dos curativos. De acordo com os
protocolos de tratamento de lesdes, em geral, os curativos sdo dados como uma
forma de tratamento de feridas cutaneas, os quais sdo empregados de acordo com a
evolucao das fases de cicatrizacdo (Franco e Gongalves, 2008). Atualmente, existem

diversas opg¢des de curativos no mercado, 0s quais sao selecionados de acordo com
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a profundidade da queimadura, quantidade de exsudato, localizagdo, extensédo e
causa da queimadura, impacto funcional na mobilidade, custo, conforto e dor do
paciente (Kavanagh et al., 2004; Franco e Gongalves, 2008).

Diante dos resultados expostos pelo ensaio de perda de umidade (PU), géis
de O-CMQ/PVA apresentam uma rapida PU, reportando perdas de 50% na primeira
hora de simulacdo e perdas superiores a 95% apds 8 horas. Tal caracteristica se
apresenta como um fator positivo no tratamento de lesbes visto que auxilia na
manutengdo do meio umido, promovendo a prevengdo da desidratagdo do tecido a
qual leva a morte celular, acelera a angiogénese, estimula a epitelizacdo e a
formacgédo do tecido de granulagéo, facilita a remocgéao de tecido necrético e fibrina,
serve como barreira protetora contra microorganismos, promover a diminuicdo da
dor, evita a perda excessiva de liquidos e previne traumas na troca do curativo
(Morgan, 1994; George Broughton et al., 2006). Outro fator positivo frente a rapida
desidratacao dos géis O-CMQ/PVA é a absorcao do exsudato presente, sendo este
mais um fator a contribuir no controle da umidade da leséo.

Na literatura é descrito que curativos de géis e/ou hidrogéis atuam na
reducdo da dor gerando sensacdo de refrescancia (devido a sua umidade) e
indicados para o tratamento de queimaduras de espessura parcial com exsudacgao
moderada ou abundante (Stuchi et al.,, 2010; De Souza Tavares e Da Silva, 2015).
Conforme resultados obtidos nos ensaios de degradacao os géis O-CMQ/PVA 0.1 e
0.5% apresentaram degradacao de 1 dia, enquanto o gel O-CMQ/PVA 1% mostrou-
se parcialmente degradado para o mesmo intervalo de tempo. Logo, os tempos de
degradacéo indicam ciclos de substituigdo de aproximadamente 1 dia, estando
dentre do tempo indicado para curativos do tipo hidrogel (Franco e Gongalves, 2008).
Adicionalmente, o fato do gel degradar-se possibilita uma maior facilidade na troca do
curativo, fator este que colabora para reducédo da dor causada no paciente durante a
substituicdo do mesmo.

Logo, considerando as caracteristicas dos géis O-CMQ/PVA em comparacao
aos protocolos e tipos de curativos empregados no tratamento de queimaduras e
lesbes cutdneas as trés composi¢cdes dos géis O-CMQ/PVA demonstram-se

adequadas quanto as suas propriedades fisicas.
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4.4 Caracterizacao do Gel O-CMQ/PVA/AgNPs

4.4.1 Teste de Espalhabilidade

O estudo das propriedades reol6gicas tem como principal objetivo avaliar a
deformacdo e o escoamento dos materiais, ou seja, a resposta do material frente a
aplicagdo de uma tensao ou deformacdo (Corréa et al., 2005). As propriedades
avaliadas nos estudos reolégicos foram a viscosidade e o0s modulos de
armazenamento. Tratando sobre a viscosidade, a mesma pode ser definida como a
medida de friccdo interna de um fluido, isto &, a resisténcia encontrada pelas
moléculas ao se moverem no interior de um liquido, devido ao movimento browniano
e as forcas intermoleculares presentes (Rodrigues, 2014). Por sua vez, o mddulo de
armazenamento (G’) € a medida da energia armazenada e recuperada por ciclo
enquanto o médulo de perda (G”) é a medida da energia dissipada ou perdida com
aquecimento por ciclo de deformacdo imposta. Através do G’ e G” pode-se
determinar o angulo de fase (ou angulo de perda mecénica) & e a tangente de perda
tan ©, que é a razdo entre as componentes viscosas e elasticas (Li, H. et al., 2016).

Existem materiais que nao podem ser diferenciados em sdélidos ou liquidos
com clareza, de tal modo que a propriedade reoldgica de interesse nesses casos € a
viscoelasticidade. Assim, o estudo do comportamento viscoelastico requer a
aplicacao de uma forca sobre o material em estudo e a medicao de sua deformacéao,
onde, neste modelo de analises, uma tensdo oscilatéria € aplicada a amostra e a
resisténcia a deformacdo é medida (Akhtar et al., 2016). A Figura 31 mostra a
evolucao da deformacao do médulo de armazenamento (G’) e mddulo de perda “G”)
bem como a viscosidade complexa das amostras de gel O-CMQ/PVA 1% e O-
CMQ/PVA 1%/AgNPs.
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Figura 31 - Evolugédo da deformag¢do do mddulo de armazenamento (G’) e mddulo de perda
“G”) para as amostras a) O-CMQ/PVA 1% e O-CMQ/PVA 1%/AgNPs 50%. b) Curva de
viscoelasticidade dinamica complexa em funcdo da deformacdo para as amostras O-
CMQ/PVA 1% e O-CMQ/PVA 1%/AgNPs 50%.

Observando a variagao dos modulos de armazenamento (G’) e de perda (G”)
associada a deformacao, pode-se obter informacgdes sobre o carater viscoelastico do
sistema. Logo, géis onde G'>G” sao caracterizados como géis elasticos, enquanto
géis nos quais G’'<G” sao caracterizados como géis viscosos. Outro fato € que,
guanto maior o valor de G’, maior é o carater sélido do gel, logo, as deformacgdes séo
recuperaveis (Rodrigues, 2014). Nos resultados da Figura 31 a) observa-se um
carater elastico para as duas formulacbes durante toda varredura de deformacéao
(G’>G”), nao ocorrendo quebra da estrutura do gel, evitando que o gel flua ap6s sua
aplicagao. Adicionalmente, com a introducao das AgNPs no sistema é observado um
aumento inicial do G’ e G” seguido de uma leve redugéo e estabilizagdo, indicando
aumento da rigidez e elasticidade do gel inicial e posterior estabilidade com G’
mantendo-se superior ao G”. Resultados semelhantes foram encontrados por Li, Y.
et al. (2015) no estudo dos médulos de armazenamento e perda para diferentes
concentragbes de hidrogéis de O-CMQ (2.5, 5.0, 7.5 e 10% (m/m)) os quais
apresentaram aumento crescente dos moédulos G’ e G” proporcional ao aumento da
concentracdo de O-CMQ, alcangando um limite maximo de armazenamento (G’max)
na concentracdo de 7.5%. Também foi observado um G’>G” para todas as
concentracoes estudadas. Hernandez et al. (2009) obtiveram géis de quitosana
incorporados com nanoparticulas de 6xido de ferro e reportaram um aumento do
moédulo de armazenamento (G’) proporcional ao aumento da concentracao de

quitosana, atribuindo este fenbmeno a maior quantidade de cadeias poliméricas
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responsaveis pela formagdo de mais emaranhados entre as mesmas. Além disso,
também constataram uma elevagdao dos valores de G’ e G” frente ao aumento
gradual das concentragdes de nanoparticulas. Novikov et al. (2018) sintetizaram géis
de quitosana/AgNPs em solucao de acido carbénico com propriedades tipicas de um
gel elastico. Em seus estudos reoldgicos géis de quitosana/AgNPs apresentram G’
cinco vezes maior que o G” e um aumento nos valores dos modulos a medida que a
razdo molar quitosana:AgNOs aumentou, propondo que o aumento da quantidade de
ions Ag* proporcionava o aumento do grau de reticulagdo do polimero e,
consequentemente, aumento do seu carater sélido.

Quanto aos resultados referentes a viscoelasticidade dindmica (Figura 28 c)),
observa-se que as duas formulacbes apresentaram um comportamento de fluido
newtoniano (viscosidade constante quando se varia a deformacao), apresentando
viscosidade constante durante a varredura de cisalhamento (Costa et al., 2017).
Ademais, a adicdo das AgNPs nao proporcionou um aumento da viscosidade,
resultado este diferente do observado na literatura (Samano-Valencia et al., 2014).
Jaikumar et al. (2015) prepararam hidrogéis de Alginato/O-CMQ/Fibrina injetaveis os
quais preservaram sua natureza viscoelastica mesmo apOs submetidos a
deformacdo. Nas pesquisas de (Pérez-Diaz et al., 2016) foi constatado que houve
um aumento da viscosidade dos géis de quitosana proporcional a concentracado de
AgNPs incorporadas. Analogamente, S&mano-Valencia et al. (2014) obtiveram
maiores valores de viscosidade para géis de quitosana quando incorporadas
nanoparticulas de ouro 0,1% e prata 0,02%, assim como Nascimento et al. (2009)
que também reportou um aumento na viscosidade de géis de quitosana quando a
este foi adicionada sulfadiazina de prata.

Assim, comparando os resultados para os géis O-CMQ/PVA 1% e O-
CMQ/PVA 1%/AgNPs 5% tem-se que a adicao das AgNPs néo interferiu de maneira
negativa as propriedades reolégicas do gel, os quais mantiveram seu carater
viscoelastico, solido e rigido (G’>G”) e comportamento newtoniano, propriedades
estas importantes para aplicagédo do gel no tratamento de queimaduras indicando um
nao escoamento do gel apods sua aplicacao (Samano-Valencia et al., 2014).
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4.4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Apés sofrer uma lesdo por queimadura ocorre uma série de alteragbes
organicas no corpo humano, as quais modificam seu mecanismo de defesa contra
infecgdes. Inicialmente, de acordo com o agente e intensidade da les&o a microbiota
da pele é removida, deixando de exercer sua fungao protetora, perdurando por até
48 horas apdés a lesao (Ragonha et al., 2005). Nesse sentido, surge uma
oportunidade para ocorréncia de infeccdes geralmente ocasionadas por Candida
albicans e Aspergillus entre os fungos e Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus coagulase negativo, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Acinetobacter ssp, Enterococcus faecalis,
Klebsiella sp dentre as bactérias, destacando-se a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli que sdo as mais comumente encontradas em feridas e causam
infecgdes na corrente sanguinea, na pele e em outros tecidos moles (Pruitt Jr et al.,
1983; Bowler et al., 2001; Brogden et al., 2005; Gutha et al., 2017).

Concomitantemente, a falta de higienizacdo das maos, execucgéao incorreta da
troca de curativos, uso incorreto de luvas, infecgbes cruzadas por artigos e/ou
equipamentos médico-hospitalares bem como esterilizacdo incorreta de suas
superficies e o tempo de hospitalizacdo tém sido apontados na literatura como
fatores de risco para infeccdo (Rourke et al., 2001; Mehmood et al., 2014; Ogba et
al., 2016). Dessa forma, as amostras de géis O-CMQ/PVA, O-CMQ/PVA/AgNPs 5 e
AgNPs foram avaliadas frente a cepas de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC
25922). Os resultados estdo presentes nas Figuras 32 e 33, respectivamente.

Vancomicina foi empregado como controle positivo e soro fisiologico como controle

MOBELAN

Figura 32 - Imagens do teste de Atividade antimicrobiana das nanoparticulas e do Gel frente
a cepa de S. aureus ATCC 25923 para os meios Mueller Hinton Broth (MH) e Tryptic Soy
Broth (TSB) respectivamente.
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Figura 33 - Imagens do teste de Atividade antimicrobiana das nanoparticulas e do Gel
frente a cepa de E. coli ATCC 25922 para os meios Mueller Hinton Broth (MH) e Tryptic
Soy Broth (TSB) respectivamente.

O antibiograma é uma técnica destinada a determinagéo da sensibilidade
bactericida in vitro frente a agentes antimicrobianos, a qual analisa o padrdo de
crescimento das bactérias ao redor de discos ou das amostras em seu estado
natural. Nos resultados avalia-se o padrao de inibigdo dos microrganismos ao redor
de cada disco ou amostra por meio da medigdo do tamanho de cada halo. Assim, as
amostras séo classificadas em: inativas - halos de inibicdo de crescimento abaixo de
10 mm; ativas - halos entre 10 e 15 mm; e muito ativas - valores acima de 15 mm
(Galiano e Spezzotti, 2015). De acordo com os resultados presentes nas Figuras 32
e 33 observa-se que nenhuma das amostras apresentaram abertura de halo para as
cepas de S. aureus e E. coli cultivadas nos meios MH e TSB, sendo assim
classificadas como inativas.

E sabido que a quitosana possui uma atividade antimicrobiana de amplo
espectro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de fungos e
leveduras (Prashanth e Tharanathan, 2007; Kanatt et al., 2013; Lekjing, 2016; Yuan
et al., 2016). Essa atividade se deve ao seu mecanismo de acao sobre as bactérias
no qual a quitosana interage com a membrana das bactérias alterando a
permeabilidade celular devido a interacdo dos grupos —NHs* com membranas
celulares carregadas negativamente que, consequentemente causa o aumento da
permeabilidade e lise da membrana (Severino et al., 2014; Li, Z. et al., 2015;

Hosseinnejad e Jafari, 2016).
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Além da interacdo da quitosana com a membrana celular sua atividade
antimicrobiana se apresenta também por meio de outros mecanismos, tais como: a
sintese de mRNA e proteinas (Yuan et al., 2016); inibicdo do crescimento microbiano
pela quelacdo de nutrientes e metais essenciais (Chien et al., 2016); formacao de
membrana polimérica que impede a entrada de nutrientes na célula ou atua como
uma barreira ao oxigénio que pode inibir o crescimento de bactérias aerobicas (El-
Tahlawy et al., 2005; Yuan et al., 2016).

Entretanto, a acao bactericida da quitosana via interagdo dos grupos —NHs*
com a membrana celular se demonstra como a mais efetiva, de tal modo que, a
neutralizacdo dos grupos —NHs* pelos grupos —COQO presentes no radical —
CH2COOH da O-CMQ proporciona perda em sua atividade bactericida (Hosseinnejad
e Jafari, 2016), assim como observado nos estudos de Demarchi et al. (2018) os
quais prepararam nanocompdsitos a base de O-CMQ e nanoparticulas de Ag, Fe203
e suas atividades antimicrobianas foram estudadas e constataram em seus
resultados que o nanocompodsito O-CMQ/y-Fe2Os nao apresentou atividade
antibacteriana nem antifungica contra E. coli, S. aureus e C. albicans. Resultados
similares também foram observados por Wahid et al. (2016) os quais preparam
hidrogéis de O-CMQ reticulados com epicloridrina ausente de atividade bactericida
frente cepas de S. Aureus e S. Colli.

Tratando agora sobre outro componente aplicado na confecgéo dos géis, o
PVA, observa-se alguns trabalhos na literatura que abordam sobre sua possivel
atividade bactericida. EI-Mohdy e Ghanem (2009) prepararam hidrogéis a base de
PVA/PVP fazendo uso de radiacdo y e avaliaram dentre outras técnicas sua
atividade bactericida frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus fumigatus, Penicillium
italicum, Syncephalastrum racemosum e Candida albicans. Em seus resultados
composicdes envolvendo hidrogéis de PVA e PVP puro nao apresentaram atividade
frente nenhuma das cepas. Hidrogéis 90/10, 80/20, 70/30 60/40 e 50/50 (PVA/PVP)
inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli.

Wang et al. (2020) confeccionaram filmes a base de PVA/Nanocelulose
bacteriana (BNC) e AgNPs voltados a aplicagcdo como embalagens de alimentos. Em

seus resultados microbiolégicos os filmes de PVA/BNC nao inibiu o crescimento de
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cepas de E. Colli O157:H7 (sorotipo da espécie bacteriana Escherichia coli produtora
de toxinas Shiga e uma das causas de doengas de origem alimentar), indicando
auséncia de atividade bactericida. Resultados semelhantes foram observados por Da
Cruz et al. (2020) os quais prepararam filmes de PVA/derivado de polimero de tanino
catibnico (TN) voltados para aplicagdes biomédicas no campo da engenharia de
tecidos. Na avaliacdo da atividade bactericida, o filme de PVA/TNO (50% PVA/ 0% de
TN (m/m)) foi empregado como controle negativo visto que, segundo o autor, ndo
possui atividade bactericida, informacao esta também afirmada por Rinehart et al.
(2016) e por Montaser (2016). Como resultados, o filme PVA5/TNO ndo apresentou
resisténcia ao crescimento das cepas de S. aureus e P. aeruginosa, de modo que,
apenas o filme PVA10/TN10 apresentou halos de inibigdo de 19 mm contra S.
Aureus e 16 mm contra P. aeruginosa.

Abordando sobre as AgNPs e sua atividade, diversos trabalhos cientificos
reportam que a prata (Ag*) apresenta efeitos inibitérios frente a bactérias e diversos
outros microrganismos (Krzyzewska et al., 2016). Quando aplicada em escala
nanomeétrica estudos relatam que AgNPs estaveis apresentaram concentragdes
inibitérias minimas (MIC) bem menores que a prata iébnica Ag* em solucao (Alarcon et
al., 2012). No entanto, quando em escala nanométrica fatores como: estabilidade,
dispersao, tamanho, carga superficial, agentes estabilizantes e formacédo de
agregados influenciam a atividade bactericida das AgNPs (Franci et al., 2015).
Portanto, a menos que essas condigdes sejam atendidas a acdo bactericida das
AgNPs pode ser realmente avaliada.

Dessa forma, Tanvir et al. (2017) prepararam AgNPs em duas diferentes
morfologias (esferas e prismas) e estabilizadas por citrato de sédio, PVP e Poli-L-
arginina de modo a estudar a atividade bactericida das AgNPs aplicando o método
de microdilucdo frente a cepas de E. Coli, S. Enterica e P.Aeruginosa. Como
resultados, AgNPs estabilizados com citrato ndo mostraram efeito inibitério contra
todas as bactérias testadas na faixa de concentracdo de 0 a 11 mg/L em ambas as
formas (esfera e prisma), que, de acordo com os autores se explica pela agregagéao
imediata de AgNPs estabilizadas com citrato quando em contato com o meio
biol6gico, o que foi confirmado por espectrofotometria pela perda de absorbancia no
presente trabalho e também por (Choi et al., 2005). Em contrapartida AQNPs-PVP no
formato de prismas, com 20 nm de diametro e carga de -29 mV (estaveis),
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apresentaram MIC 1,35 mg/L frente a cepas de E. Coli, S. Enterica e P.Aeruginosa.
Propriedades similares as AgNPs-PVP foram aqui obtidas.

Raffi et al. (2008) prepararam AgNPs esféricas com tamanho de 16 nm e
observaram que na concentragdo de 60 mg/L ndo houve crescimento bacteriano
frente a cepas de E. Coli. Van Dong et al. (2012) preparam AgNPs-PVP variando
entre 25 a 400 nm (prismas) as quais apresentaram halos de inibicdo frente E. Coli
0,8 cm para a concentragdo de 6 mg/L. Rojas-Andrade et al. (2015) obtiveram
AgNPs com morfologia de prisma e tamanho médio de 30 nm, os quais apresentaram
inibicdo no crescimento de E. Coli com MIC de 49 mg/L frente a cepas de E. Coli.

Nesse trabalho AgNPs recobertas por citrato de sodio e PVP foram avaliadas
frente a cepas de E. Coli e S. Aureus, as quais, em nenhum dos dois testes
apresentaram atividade bactericida. Considerando que, estudos de estabilidade
foram conduzidos para averiguar a estabilidade das AgNPs-PVP as quais nao
sofreram alteracbes aparentes apos adicao do meio de cultura TSB é proposto que a
auséncia de atividade das AgNPs aqui preparadas pode estar relacionada a sua
concentracdo e também, por este mesmo motivo o gel O-CMQ/PVA/AgNPs 5 néo
apresentou atividade bactericida frente as cepas estudadas.

4.4.3 Ensaio de citotoxicidade in vitro - Método de difusao em agar

Com a crescente demanda voltada ao desenvolvimento dos testes de
citotoxicidade “in vitro” e seu reconhecimento pelos érgaos internacionais como
“Food and Drug Admnistration”, em 1993 e “ Organization for Economic Cooperation
and Development”, em 1987 varios métodos “in vitro” que utilizam culturas celulares
foram padronizados para avaliagdo da toxicidade de biomateriais, tais como: método
de difusdo em agar (Cruz et al., 1987; Zarzecka et al., 2018), método de extracédo
(Vasington et al., 1967; Puskar et al., 2019), método de inibicdo metabdlica (Frigols
et al., 2019), além dos métodos enzimaticos (Cruz et al., 1998; Oguz et al., 2019).

O método de difusdo em agar avalia os efeitos produzidos pela amostra
através da camada de &gar, que protege as células de tecido conjuntivo de rato
(fibroblastos de linhagem celular L929) do dano mecanico durante a colocacédo da
amostra e permite a difusdo de substancias quimicas que migram das amostras de

polimeros (Li, W. et al., 2015). Este método a partir da 222 Revisdo da Farmacopéia



95

Americana foi introduzido como teste de reatividade biologica, o qual aplica-se a
avaliagdo de seguranga de materiais plasticos, elastébmeros e de outros polimeros,
empregados na fabricacdo de dispositivos e acessorios de uso médico e hospitalar
em contato direto ou indireto com o tecido humano.

Dessa forma, realizou-se 0 ensaio de citotoxicidade in vitro - método de
difusdo em agar (Procedimento Operacional Padronizado/ Manual da Qualidade) de
acordo com as normas ISO 10993-5:2009 “Biological evaluation of medical devices -
Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity” realizando algumas adaptagdes. De modo a
manter as dimensdes das amostras do gel fixas durante o ensaio foi preparado um
molde de &cido polilatico (PLA) atendendo as dimensdes de 100 mm?, tal como
disposto na ISO 10993-5:2009. A toxicidade do molde também foi avaliada. Os
valores médios em centimetro obtidos para cada amostra e controles, com os limites
especificados para os diferentes graus de citotoxicidade estdo presentes na Tabela
08:

Tabela 8 - Distribuicdo das amostras/ Leitura das placas.

DISTRIBUIGAO DAS AMOSTRAS NA PLACA

i Amactea 1 5 An)ocks\’) A/mrmtrg 2
// ™ /-’ \\ // \\
(m) (@) (m——0 )
e S e L}
.
(m) (W) (#H)
e Sy, ot N
LEITURA DAS PLACAS - AMOSTRAS
e s 1°Q 2Q 3Q 4Q . MG***
Orificio/Q (mm) (mm) (mm) (mm) M**(cm) (cm): Resultado
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatério
Gel OCMQ/PVA 0,0 O Insatisfatério
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
[0 Repetir
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatorio
Gel OCMQ/PVA/AgNPs 1% 0,0 O Insatisfatério
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
[0 Repetir
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 X Satisfatério
Gel OCMQ/PVA/AgNPs 3% 0,0 O Insatisfatério
6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
O Repetir
Gel OCMQ/PVA/AgNPs 5% 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatorio
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O Insatisfatério

2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
O Repetir
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatorio
AgNPs 0,0 [ Insatisfatorio
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
O] Repetir
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatério
Molde PLA 0,0 O Insatisfatério
6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L] Repetir
LEITURA DAS PLACAS - CONTROLES
e 1Q 2Q 3Q 4Q . MG***
Orificio/Q (mm) (mm) (mm) (mm) M**(cm) (cm): Resultado
1 12 11 12 11 1,15 [0 Satisfatorio
1,0875
Controle Positivo 1,025 Insatisfatério
4 11 10 09 11
O Repetir
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatorio
Controle Negativo 0,0 O Insatisfatério
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
O Repetir
3 [J Satisfatério
Branco O Insatisfatério
6

L] Repetir

De acordo com a ISO 10993-5:2009 a validade do ensaio é feita a partir das

respostas das células ao tratamento pelo controle negativo, pelo controle positivo e

branco. Para tanto, € medido macroscopicamente a extensdo da area descorada

(células mortas) do controle positivo a partir das extremidades nos 4 diferentes

quadrantes com o auxilio de um paquimetro, calculando posteriormente o valor

médio em centimetros dos 4 diferentes quadrantes. Assim, de acordo com os dados

presentes na tabela 08 o controle negativo mostrou auséncia de reacao citotoxica

(grau 0), ja o controle positivo mostrou uma nitida reagéo citotéxica severa (grau 4).

O controle branco mostrou auséncia de reacao citotéxica. Nao foram constatados

halos para nenhuma das amostras.
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A partir da constatacdo da auséncia de halos nas amostras, buscou-se uma
forma de ampliar a visualizagdo macroscépica das amostras. Para tanto, os pogos
foram fotografados microscopicamente com o microscépio invertido digital NIKON
TS100 de modo a identificar melhor os limites das areas em questdo. A Figura 34
retrata as imagens capturadas através do microscopio invertido feitas para uma
regido de cada poco das amostras de géis O-CMQ/1% PVA, O-CMQPVA/AgNPs 1, 3

e 5%, AgNPs puras e molde de PLA no aumento de 100 vezes.

Figura 34 - Imagens com 100 vezes de aumento da linhagem celular L929 das zonas de
descoloragdo de materiais experimentais no teste de difusdo em &gar: controle positivo
(latex toxico) (A), controle negativo (PEAD) (B), Gel OCMQ/PVA (C), Gel OCMQ/PVA/
AgNPs 1%(D), Gel OCMQ/PVA/ AgNPs 3% (E), Gel OCMQ/PVA/ AgNPs 5% (F), AgNPs
(G), molde PLA (H).

Através do microscopio invertido podemos ver uma regido escura a qual
refere-se a amostra e pontos vermelhos os quais correspondem as células coradas.
Dessa forma, é observada auséncia de descoramento ao redor e sob todas as
amostras, assim como pode ser visto quando comparadas as imagens B a E com o
controle positivo, evidenciando auséncia de citotoxicidade (Grau 0), fato este que
indica que o molde de PLA juntamente com os constituintes dos géis (O-CMQ, PVA
e AgNPs) nas concentracées empregadas assim como 0s géis nao sao toxicos, visto
que as amostras foram estudadas na forma de gel, assim como serdo aplicadas,
mimetizando uma condicao real de uso e exposi¢ao as células. Logo, de acordo com
a Organization (2009) a citotoxicidade das amostras demonstrou-se satisfatéria.

Ja é consolidado de acordo com a literatura que, a quitosana e seus

derivados, especialmente a O-CMQ apresentam baixa toxicidade contra células
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humanas (Je et al, 2006; Jimtaisong e Saewan, 2014). Snima et al. (2012)
prepararam nanoparticulas de O-CMQ carregadas com metformina objetivando
avaliar sua toxicidade frente a células L929 e células de cancer pancreaticas
MiaPaCa-2 pelo método de MTT. Em seus resultados, células L929 ndo foram
afetadas pela toxicidade de metformina nem das nanoparticulas de O-CMQ
carregadas com metformina (O-CMQ-metformina). Ao mesmo tempo, nas células
MiaPaCa-2, os NPs de metformina e O-CMQ-metformina induziram mais toxicidade
do que os NPs O-CMQ. Além disso, a maior concentracao (3,7 mM) de NP de
metformina e O-CMQ-metformina usada no estudo mostrou 40% mais toxicidade do
gue os NPs O-CMQ nas células MiaPaCa-2. Em outros trabalhos, a citotoxicidade
estudada pelo ensaio MTT indicou que a O-CMQ demonstrou-se atoxico tanto na
célula L929 e L02 quanto em trés linhas de células tumorais: Bel-7402, SGC-7901 e
Hela in vitro (Anitha et al., 2009; Zheng et al., 2011; Huang e Kuo, 2016).

Com relagcdo ao PVA o mesmo ja é empregado em uma gama de aplicagdes
industriais, comerciais, médicas e de na industria de alimentos sendo bastante
empregado no revestimento de produtos farmacéuticos e alimentares (Jiang et al.,
2011; Xie et al., 2018; Venkataprasanna et al., 2019). Logo, estudos relatam que o
PVA administrado por via oral € relativamente inofensivo. Essa afirmativa baseia-se
no seguinte: a toxicidade aguda por via oral do PVA é muito baixa, com LD50 (dose
letal aguda) na faixa de 15 a 20 g/kg; o PVA administrado por via oral tem baixa
absorgcédo no trato gastrointestinal; o PVA ndo se acumula no organismo quando
administrado por via oral; o PVA nao é mutagénico ou clastogénico; e (5) Nivel Sem
Efeitos Adversos Observaveis (NOAELs) de PVA administrados por via oral em ratos
machos e fémeas foram 5000 mg/kg de peso corporal por dia no estudo dietético de
90 dias e 5000 mg/kg de peso corporal por dia no estudo de reprodugdo de duas
geracdes, que foi a dose mais alta testada (Demerlis e Schoneker, 2003; Kanimozhi,
Basha, Kumari, Kaviyarasu, et al., 2018).

Tratando sobre AgNPs, fatores como tamanho, morfologia, carga superficial,
estabilizantes e concentracdo influenciam diretamente a toxidade das mesmas (El
Badawy et al., 2010). Quando suspensos no meio de cultura celular, AQNPs podem
se dissolver, resultando em formacgéo de ions, propriedades alteradas das particulas
(por exemplo, tamanho, morfologia, etc.). Dessa forma, as células cultivadas sao

expostas ndo apenas as nanoparticulas, mas a uma mistura dindmica e complexa de
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nanoparticulas alteradas, ions néo ligados e complexos ligante-ion (Smith et al.,
2018).

Dessa forma, varios estudos tém investigado a toxicidade de AgNPs em uma
variedade de organismos, mamiferos e células humanas. Embora os mecanismos
exatos de toxicidade dos AgNPs ainda ndo sejam claros, muitos mecanismos
propostos podem ser encontrados na literatura. Esses mecanismos incluem a
dissolucdo de Ag* presentes nas AgNPs (Vimbela et al., 2017), associacdo de
AgNPs com membranas celulares podendo causar danos fisicos (por exemplo,
COrrosao) ou a penetracdo subsequente que causa mau funcionamento celular (Park
et al., 2011), e interagdo com proteinas e/ou enzimas especificas que inibem suas
atividades (Kakinen et al., 2013; Vimbela et al,, 2017). El Badawy et al. (2010)
estudaram a toxicidade de AgNPs com diferentes cargas de superficie (-38 a +41
mV) e preparadas com diferentes agentes de recobrimento (AgNPs-n&o recobertas,
AgNPs-recobertas com citrato de sddio, AgNPs-PVP e AgNPs recobertas com
polietilenoimina). Em seus resultados, fatores como tamanho e morfologia das
AgNPs demonstraram uma fraca ou nenhuma influéncia frente a toxicidade,
demonstrando alguma importancia apenas quando as cargas superficiais entre a
membrana celular e AgNPs eram vencidas, sendo este o fator preponderante.
Ademais, os resultados apresentados nao encontraram impactos toxicolégicos
significativos associados a presenca de impurezas (Ag* residual, agentes redutores e
estabilizantes remanescentes da sintese), bem como efeitos causados pelos agentes
de recobrimento das suspensdes de AgNPs investigadas.

Em contrapartida, Park et al. (2011) em seus estudos avaliaram o efeito de
AgNPs preparadas em trés diferentes tamanhos (20, 80 e 113 nm) sobre células do
tipo L929 e RAW 264,7. Como resultados, constataram que as AgNPs causaram
danos a membrana celular das células L929 e em concentra¢cdes mais altas também
afetaram a atividade metabdlica das células. No entanto, estes estudos ndo fazem
mencado a concentracdo empregada de AgNPs, fator este preponderante para
considerar os resultados.

Barbosa et al. (2019) estudaram a acao anti-helmintica de AgNPs obtidas
através de sintese verde usando o fungo D. Flagrans as quais também tiveram sua
toxicidade avaliada frente a células L929 por meio do ensaio de MTT. Como

resultados foi encontrada dose toxica (ECso) para células L929 na concentracao de
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228,2 + 6,7 para AgNPs obtidas através de sintese quimica e 43,4 + 6,8 ug/ml para
AgNPs obtidas por meio do fungo D. Flagrans.

Dessa forma, os resultados de citotoxicidade dos géis O-CMQ/PVA e O-
CMQ/PVA/AgNPs corroboram com os resultados apresentados com o que é relatado
na literatura, demonstrando auséncia de toxicidade para todas as composi¢des
avaliadas, fator este de grande importancia considerando seu possivel uso no
tratamento de queimaduras. Complementarmente, pode-se afirmar que de acordo
com a norma as AgNPs aqui obtidas ndo apresentaram toxicidade diante da
inexisténcia de halos em torno das amostras, fator este que pode estar relacionado a
sua concentracdo, a qual se encontra abaixo da dose letal para células L929. No
entanto, ndo pode ser afirmado que as AgNPs ndo causaram danos as células, visto
que, estudos mais aprofundados tais como: aplicar Microscopia Eletrénica de
Transmissao na avaliagdo da saude da membrana celular quando em contato com as
AgNPs (El Badawy et al., 2010); estudar o consumo de oxigénio das células frente o
contato com AgNPs, de modo a averiguar um possivel estresse oxidativo celular
(Vimbela et al., 2017), ndo foram realizados para refutar tal afirmacéo.

Nao obstante, o molde de PLA empregado no ensaio demonstrou-se atdxico
corroborando com os resultados relatados na literatura (Besko et al., 2017; Konta et
al., 2017), logo, propbde-se uma nova metodologia que pode ser empregada para
analise de materiais que nao possuem a capacidade de manter sua forma quando

em contato com o agar.

4.4.4 Ensaio de MTT (brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio)

O ensaio de MTT é um ensaio colorimétrico que se baseia em determinar a
interrupcao da atividade mitocondrial, sendo esta quantificada por meio da medida de
cristais de formazano (de cor roxa), os quais sao formados pela reducédo do Brometo
de 3-(4,5 dimetil tiazol-2il) -2,5 difenil tetrazélio (MTT)(de cor amarela) através da
acdo do succinato desidrogenase. A absorbancia obtida nas leituras é diretamente
proporcional a capacidade metabdlica das mitocondrias, servindo como indicativo da
quantidade destas vivas durante o contato com as amostras (Sylvester, 2011). Os
ensaios foram conduzidos nos extratos dos géis pelo fato do gel ndo poder ser
empregado no ensaio de MTT, pois, ao afundar, pode causar dano mecanico as
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células. Além disso, ensaiando o extrato obtemos uma resposta citotoxica quanto a
uma superexposicdo ao material. Na Figura 35 estao presentes os resultados para o
ensaio de MTT para os extratos dos Géis O-CMQ/PVA, O-CMQ/PVA/AgNPs 1, 3 e
5% e AgNPs.
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Figura 35 - Citotoxicidade via ensaio de MTT das amostras de AgNPs e géis O-CMQ/PVA e
O-CMQ/PVA/AgNPs.

A interpretacdo dos resultados do ensaio de MTT se da por meio da
avaliacdo da viabilidade celular, a qual, quando reduzida em mais de 30% considera
um efeito téxico oriundo da amostra analisada (Organization, 2009). De acordo com
os resultados presentes na Figura 35 pode-se observar que os extratos
apresentaram niveis de viabilidade celular acima de 70%, apresentando-se como
materiais ndo téxicos. E observada uma reducédo dos valores de viabilidade com o
aumento da proporcao de AgNPs presente no extrato, no entanto, a viabilidade

mantém-se acima de 70%.



102

Dessa forma, as AgNPs juntamente com os extratos dos géis O-CMQ/PVA,
O-CMQ/PVA/AgNPs 1, 3 e 5% demonstraram-se nao toxicas mesmo em uma
condicdo de superexposicdo as células, estando de acordo com os resultados
observados na literatura(Park et al., 2011; Jimtaisong e Saewan, 2014; Huang e Kuo,
2016; Kanimozhi, Basha, Kumari, Kaviyarasu, et al., 2018; Barbosa et al., 2019;
Venkataprasanna et al., 2019) e também com os resultados obtidos no ensaio de

difusdo em agar.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, géis O-CMQ/PVA/AgNPs foram preparados com o objetivo
de emprega-los no tratamento de queimaduras. Para tanto, géis AgNPs-PVP obtidos
pelo método de reducdo quimica, PVA e O-CMQ foram empregados na confecgéo
dos géis O-CMQ/PVA/AgNPs. Como resultados, AgNPs estaveis, monodispersas
(inalteradas durante o periodo de 1 més), com morfologia triangular e diametro de
38,17+1,37 nm foram obtidas. Géis de O-CMQ/PVA apresentaram a formacao de
ligacdes cruzadas entre a O-CMQ e PVA as quais refletiram em uma boa habilidade
de resistir a ciclos de intumescimento e secagem, baixa perda de umidade, tempo de
degradacéao de 1 dia e comportamento de fluido newtoniano para as composicdes O-
CMQ/1% PVA e O-CMQ/PVA/AgNPs 5. Avaliacdes citotoxicoldgicas pelo método de
difusdo em agar e MTT constataram auséncia de toxicidade frente a células L929
para os géis O-CMQ/PVA/AgNPs e AgNPs puras em todas as suas composicoes 0s
quais também ndo demonstraram atividade antimicrobiana frente a cepas de E. Coli
e S. Aureus. A vista disto, géis O-CMQ/PVA/AgNPs apresentaram-se promissores
para aplicagdo no tratamento de queimaduras e lesées em geral, no entanto, mais
estudos devem ser realizados quanto a concentragcdao adequada das AgNPs para se

ter um controle microbiolégico efetivo durante aplicagéo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar estudos in vivo em ratos da raca Wistar em parceria com o LBio —
Laboratério de Bioensaios — UFCG/Patos da UFCG seguindo a metodologia
proposta por Nascimento et al. (2009);

e Quantificar e estudar o perfil de liberacdo controlada das AgNPs presentes no
Gel via Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma (ICP-OES);

e Adicao de pantenol-D a matriz dos Géis O-CMQ/PVA/AgNPs para otimizar o
tratamento de queimaduras e reepitelizacao.

e Avaliar a atividade antimicrobiana em diferentes concentragdes de AgNPs
frente a cepas de S. Aureus e E. Coli de modo a estimar sua concentracao
inibitéria minima.

e Realizar estudos nos géis O-CMQ com diferentes agentes reticulantes de
modo a aumentar seu tempo de estabilidade.
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APENDICE | - Desenvolvimento de modelo de calibracdo multivariada para
determinacao de polidispersividade e diametro de AgNPs utilizando

espectroscopia UV-Vis e quimiometria

METODOLOGIA

Para construgdo de um modelo de calibragdo robusto é necessario uma ampla
faixa de variagcdo das propriedades. Logo, visando a constru¢do dos modelos de
calibracdo multivariada, as quantidades de nitrato de prata (AgNQOs), peréxido de
hidrogénio (H2032), citrato de sédio (NazCsHs07.3H20) e borohidreto de sodio (NaBHa4)
foram variados de acordo com as tabelas de 9 a 14. Essa variagao resultou em um
total de 43 amostras de NPs que adicionadas a sintese de 7 amostras preparadas

nas condigdes padrées compreendendo um conjunto de 50 amostras.

Tabela 9 - Variagdes de volume de H20o.

Variavel Amostra  Variagao
HA1 20
H2 30
H3 40
H4 50
H5 60
H20:2 (Volume - pL) H6 90
H7 100
H8 110
H9 120
H10 130
H11 140

H12 150
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Tabela 10 - Variacdo da concentragdo de NaBHas.

Variavel Amostra  Variacéo
B1 50
B2 60
B3 70
NaBH4 (Concentracéo - mmol.L") B4 80
B5 90
B6 100
B7 110
B8 120

Tabela 11 - Variagdo do volume de NaBHa.

Variavel Amostra  Variacéo
BV1 150
NABH4 (Volume - pL) Bv2 200
BV3 250

Tabela 12 - Variagao de volume de AgNO:s.

Variavel Amostra  Variagao
At 20
A2 25
AgNOs (Volume - pL) A3 30
A4 35
A5 40

A6 45




134

Tabela 13 - Variacao do volume de NazCsHsO-.

Variavel Amostra Variacao
SV1 0,75
Sv2 1,00
SV3 1,25
NasCeHsO7 (Volume - ml) Sv4 1,50
SV5 1,75
SVe6 2,00
SV7 2,25
Sv8 2,50

Tabela 14 - Variagdo da concentracao de NazCgHsO».

Variavel Amostra Variacao
SC1 15
SC2 20
NasCeHs07 (Concentragao - mmol.L™") SC3 25
SC4 30
SC5 35
SC6 40

Essas variacbes tém influéncia direta nas propriedades estudadas das
AgNPs. Todas as nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas por DLS e

tiveram seus espectros UV-Vis registrados.

Caracterizacao das AgNPs

Para as analises de DLS e espectroscopia UV-Vis foram utilizados os

mesmos parametros citados na sessao 3.3 Caracterizacao das AgNPs.
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Construcao e Validacao dos Modelos

Para etapa de construcdo e validacdo dos modelos quimiométricos foi
utiizado o software The Unscrambler® v9.1 da CAMO Process A. para pré-
processamento dos espectros e construcao dos modelos PLS. Na etapa de selecao
das amostras para os conjuntos calibragéo e predicao foi utilizado o algoritmo SPXY

executados onde utilizou do software Matlab®, versao 6.5.

Etapas para a construcao dos modelos

Nesta etapa, ap6s a coleta dos espectros no UV-Vis se deu inicio a escolha
da faixa de trabalho para a construcdo do modelo. Para tanto, apdés uma analise
prévia dos espectros foi escolhido o intervalo entre 250 — 450 nm devido ruido
existente no espectro completo, o qual influenciava de forma negativa a construcéao
dos modelos multivariados.

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo dos dados com relacao a presenga
de amostras anémalas. Em seguida, foi feita a selecao dos conjuntos de calibracao e
predicdo do modelo por meio do algoritmo SPXY. Apés isso, foram avaliados quais
pré-tratamentos forneciam melhores modelos, baseados em parametro de validacao
como o erro médio quadrado de calibracio RMSEC e predicdo RMSEP, r?
correlacao, bias, slope, offset e nimero de variaveis latentes utilizadas na construcéao
do modelo.

Os pré-tratamentos testados na construgdo do modelo foram: corregcado de
linha de base, MSC, EMSC, SNV, derivadas, suavizacao e a combinacao de alguns
destes. Os modelos de predicdo foram construidos com base nos parametros
avaliados na calibragdo. As etapas empregadas na construcdo dos modelos

multivariados estao descritas no fluxograma apresentado na Figura 36.
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Figura 36 - Fluxograma das etapas para a construcdo dos modelos de calibracdo
multivariada.

RESULTADOS

Amostras e valores de referéncia

Os métodos de calibracdo multivariada tém como finalidade desenvolver, a
partir de dados instrumentais, modelos que possam predizer com precisao as
propriedades ou caracteristicas das amostras. Portanto, € necessario que as
amostras que irdo compor o conjunto de calibracdo possuam uma variabilidade
adequada da faixa dinamica do parametro de estudo. Neste trabalho, foram
sintetizadas 50 amostras, como descrito na metodologia, variando o didmetro no
intervalo de 26,38 nm a 71,19 nm e polidispersividade no intervalo de 0,021 a 0,472.
As Figuras 37 e 38 ilustram a variabilidade das amostras em relacao aos parametros

estudados, respectivamente.
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Figura 37 - Faixa de variacdo de didmetro em relacao as amostras.

De acordo com a Figura 37 apenas uma amostra apresenta diametro
superior a 55nm, no entanto todas as amostras estao dentro dos valores de escala

nanomeétricas, isto € de 1 a 100 nm.
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Figura 38 — Faixa de variacdo de Polidispersividade em relacdo as amostras.

7

De acordo com a figura 38, é observado que 40 amostras (80%) sao

monodispersas (<0,300). De acordo com a literatura, particulas com valores de
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polidispersividade inferiores a 0,300 possuem tamanho aproximado. Ja particulas
com valores superiores a 0,300 apresentam tamanhos diversos e, deste modo,
podem fornecer valores de referéncia pouco reprodutiveis (Li, N. et al., 2012). No
entanto, para ampliar a faixa de variacdo do parametro polidispersividade e evitar
extrapolacdo do modelo, apenas a amostra destacada nas figuras 17 e 18 foi
excluida da construgdo dos modelos.

Construcao dos modelos de calibracao multivariada

Para construcdo de modelos de calibragdo multivariada faz-se necessario a
definicdo da regido espectral de trabalho, ou seja, a exclusdo de regides com alto
ruido ou sinal “estourado”, para que se possa trabalhar com a regiao espectral com
maior quantidade de informacao. Isto é feito a partir da analise visual dos dados
brutos (Figura 39). Esta analise visual também pode levar a identificacdo de
espectros que se comportam de forma andmala, que podem, posteriormente, vir a
ser excluidos do conjunto de dados. Essa andlise prévia é realizada afim da
obtencao de modelos mais robustos e precisos.

A Figura 39 apresenta os espectros UV-Vis, na faixa de 200 a 700 nm, de

todas as amostras analisadas das AgNPs sem pré-tratamento.

Absorbancia (u.a)

200 300 400 00 GO0 To0

Comprimento de onda (nm)

Figura 39 - Espectros das amostras de AgNPs, sem pré-tratamentos.
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A partir da analise dos espectros percebeu-se que as regides de 200 a 250 e
de 450 a 700 nm sdo bastante ruidosas e possuem valores de absorbancia
superiores a 1,5 u.a (sinal “estourado”) os quais podem levar a construcdo de
modelos pouco robustos e com baixo poder preditivo. Deste modo, a faixa espectral
de trabalho utilizada foi de 250 a 450 nm, destacado na Figura 39. De acordo com a
literatura esta € a regiao onde se localizam as bandas de absorcao caracteristicas
das AgNPs (Mamatha et al., 2017; Farooq et al., 2018). A partir desta analise prévia,
também foi possivel detectar alguns espectros com comportamento andmalo,
identificados como [a), b), ¢) e d)], que foram prontamente excluidas do conjunto de
dados.

A fim de construir modelos robustos alguns pré-tratamentos espectrais foram
testados para minimizacdo de ruidos ou caracteristicas espectrais que nao
estivessem relacionadas as propriedades de interesse. Neste trabalho foram
testados MSC, EMSC, SNV, derivadas e a combinacao dos mesmos. A escolha do
melhor pré-tratamento foi realizada com base nos valores de RMSEC, RMSEP, r?,
correlacdo, bias, slope, offset e nimero de variaveis latentes utilizadas para a
construcdo do modelo.

Para a determinacdao do didmetro os modelos construidos com os dados
brutos ou com primeira derivada com janela de 15 pontos e polindmio de segunda
ordem (D1-J15-P2) apresentaram resultados comparaveis. Ja para a determinacéo
da polidispersividade o pré-tratamento primeira derivada com janela de 15 pontos e
polinbmio de segunda ordem (D1-J15-P2) apresentou 0 menor numero de variaveis
latentes utilizadas para a construgdo do modelo. No entanto, visando a
implementagédo mais pratica da metodologia desenvolvida como andlise de rotina,
iremos adotar como melhor pré-tratamento para os dois parametros de interesse a
D1-J15-P2.
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Os resultados, dos melhores pré-tratamentos, sdo apresentados nas Tabelas

15e 16.

Tabela 15 - Pré-processamentos espectrais e figuras de mérito para diametro.

Figuras de Mérito (Diametro)

Pré- VL Etap RMSE Correlaca R2 Slope Offset Bias
processamento a 0
5 Cal 26536 0.86351 0,745 0,745 9,27196  1,589E-
7 6 6 06
BRUTOS
Cv 35794 0,74199 0,567 0,636 13,3642 0,100216
2 2 1 6
3 Cal 29148 0,82616 0,682 0,682 11,5724  1.335E-
2 5 5 06
MSC
Cv 38,4037 0,75630 0,595 0,624 13,6758 -0,003961
3 5 7
5 Cal 25321 0,87202 0,760 0,760 8,73333  1,526E-
4 4 06
D1-J9-P2
Cv 38,7149 0,71566 0,518 0,630 13,5435 0,089278
1 9
5 Cal 26677 0,866290 0,750 0,750 9,07296 -1,78E-06
4 4 3
D1-J15-P2
Cv 38,6959 0,726852 0,537 0.639 13.2001 0,095595
0 5 2

VL: Variaveis Latentes; Cal: Etapa de Calibragao; CV: Validacdo Cruzada; D1-J9-
POL2: 12 Derivada-Janela de 9 Pontos-Polindbmio de 22 Ordem; D1-J15-POL1: 12

Derivada-Janela de 15 Pontos-Polindbmio de 22 Ordem.
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Tabela 16 - Pré-processamentos espectrais e figuras de mérito para polidispersividade.

Figuras de Mérito (Polidispersividade)

Pré-processamento VL Etapa RMSE  Correlaga Rz2 Slope  Offset Bias

(o]

BRUTOS 6 Cal 0,0425 0,90370 0,816 0,816 0,044 -3.201E-
3 6 6 0 09
Ccv 0,0677 0,75013 0,564 0,679 0,082 0,005383
1 0 5 4
MSC 2 Cal 0,0571 0,81808 0,669 0,669 0,079 1,123E-08
3 2 2 5
Ccv 0,0662 0,74849 0,582 0,615 0,093 0,000901
9 1 3 3
D1-J9-P2 5 Cal 0,0477 0,87671 0,768 0,768 0,055 9,837E-09
9 6 6 6
Ccv 0,0738 0,69595 0,481 0,615 0,615 0,004114
6 2 2 2
D1-J15-P2 5 Cal 0,0485 0,87625 0,767 0,767 0,055 -8,731E-
6 8 8 3 10
Ccv 0,0690 0,75132 0,559 0,700 0,074 0,003526
6 2 8 7

VL: Variaveis Latentes; Cal: Etapa de Calibracao; CV: Validacdo Cruzada; D1-J9-
POL2: 12 Derivada-Janela de 9 Pontos-Polindmio de 22 Ordem; D1-J15-POL1: 12

Derivada-Janela de 15 Pontos-Polindbmio de 22 Ordem.

A Figura 40 ilustra os espectros UV-Vis das amostras de AgNPs com os pré-
tratamentos utilizados para construcdo do modelo de diametro e polidispersividade
(D1-J15-P2).
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Antes de efetivamente se construir os modelos, um novo grafico de influéncia

foi construido com os dados pré-tratados (D1-J15-P2). A Figura 41 e 42 apresentam

o grafico de influéncia para polidispersividade e diametro, respectivamente.
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Figura 42 - Gréfico de Influéncia em (a) X, em (b) Y para diametro.

Pode-se observar que ndo existem amostras anémalas para o parametro
polidispersividade. No entanto para diametro, duas amostras aparecem no quadrante
IV em relagdo aos espectros (figura 42 a), mas ndo em relacdo ao valor de
referéncia. Estas amostras ndo foram excluidas do modelo devido ao baixo valor de
residuo apresentado.

Selecao dos conjuntos de calibracao e predicao

Outra etapa importante na construcao de modelos de calibracao multivariada é
a selecédo dos conjuntos de calibracado e predicdo a qual foi realizada utilizando o
algoritmo SPXY. Para sistemas complexos, em que existe pouca variagdo na sua
concentragdo, o conjunto de calibracdo pequeno é capaz de contemplar a relagéo de
variaveis latentes e a propriedade de interesse. No caso de amostras com uma maior
complexidade, em que possuem uma porcao maior de variagdo na concentracdo, o
conjunto de calibracdo requer um maior numero de amostras para contemplar a
relacdo de variaveis latentes e a propriedade de interesse estabelecendo uma
relacdo entre a complexidade do problema a ser resolvido e 0 numero de amostras
necessarias para o conjunto de calibracdo (Guimaraes, 2017).

A fim de melhorar a performance dos modelos construidos, implementou-se o
algoritmo Jack Knife para selecionar os coeficientes de regressado, pelo teste de
incerteza de Martens, mais relacionados com os parametros estudados e com estes,
logo, novos modelos PLS foram desenvolvidos. Os resultados obtidos para os novos
modelos construidos sdo apresentados nas Tabelas 17 e 18.



Tabela 17 - Figuras de mérito para os modelos destinados a predigdo de diametro.
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Figuras de mérito para Diametro

Pré-processamento Método VL Etapa RMSE Correlaga r2 Slope  Offset Bias
0
- 6 Cal 2,653 0.8635 0,745 0,745 9,2719 1,589%¢-
BRUTOS
6 6 6 6 06
Pred. 5,666 0,5945 0,293 0,228 28,088 -
6 9 1 6 0,827481
JK 4 Cal 3,016 0,8123 0,659 0,659 12,396 1,399e-
BRUTOS
7 9 9 06
Pred. 6,141 0,4381 0,170 0,154 30,880 -
2 7 4 9 0,794658
- 5 Cal 2,274 0,9057 0,820 0,820 6,5586  4,087e-
D1-J15-POL2
1 4 4 07
Pred. 2,977 0,8369 0,713 0,777 8,1825 0,046155
9 6 2
6 Cal 2,120 0,9185 0,843 0,843 5,7045  4,087e-
D1-J15-POL2
9 7 7 07
Pred. 2,765 0,8916 0,758 0,628 13,745 0,206206
8 6 2

.VL: Variaveis Latentes; Cal: Etapa de Calibracao; CV: Validagdo Cruzada; D1-J9-
POL2: 12 Derivada-Janela de 9 Pontos-Polindmio de 22 Ordem; D1-J15-POL1: 12

Derivada-Janela de 15 Pontos-Polindmio de 22 Ordem. JK: oeficientes Jack-Knife.



Tabela 18 - Figuras de mérito para modelos destinados a predicao de polidispersividade.
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Figuras de mérito para Polidispersividade

Pré-processamento  Método VL Etapa RMSE  Correlacao r2 Slope  Offset Bias
- 6 Cal 0,04253 0,9037 0,816 0,8166 0,0440 -3,201e-09
BRUTOS
6
Pred. 0,040 0,8123 0,5766 0,86 0,0238 -0,008580
37 57
JK 1 Cal 0,07827 0,6264 0,392 10,3923 0,1472 -9,013e-10
BRUTOS
3
Pred. 0,056 0,4721 0,1782 0,12 0,2088 -0,002418
24 48
- 6 Cal 0,03995 0,9226 0,851 10,8512 0,0358 8,506e-09
D1-J15-POL2
2
Pred. 0,0572 0,8399 0,7141 0,79 0,0514 0,001871
8 37
JK 6 Cal 0,04110 0,9178 0,842 10,8425 10,0378 9,499e-09
D1-J15-POL2 5

Pred. 0,0207 0,9295 0,8299 0,99 -0,004 -0,006023

6 45

VL: Variaveis Latentes; Cal: Etapa de Calibragao; CV: Validacao Cruzada; D1-J9-
POL2: 12 Derivada-Janela de 9 Pontos-Polindbmio de 22 Ordem; D1-J15-POL1: 12

Derivada-Janela de 15 Pontos-Polindmio de 22 Ordem. JK: oeficientes Jack-Knife.

Analisando as figuras de mérito como RMSE, r?2 e nimero de variaveis
utilizadas que descrevem a performance preditiva, o modelo D1-J15-POL2-JK foi
confirmado como sendo o modelo mais adequado para a predicao dos parametros de
diametro e polidispersividade. Os modelos D1-J15-POL2 sem o coeficiente Jack-
Knife apresentaram valores de RMSEC, RMSECV e RMSEP comparaveis aos
apresentados pelo modelo D1-J15-POL2-JK, no entanto, o primeiro apresenta um
menor numero de VL para a constru¢cao do modelo.

As Figuras 43 e 44 mostram os graficos dos valores preditos pelo modelo
versus valores medidos pelo método de referéncia para o didmetro e
polidispersividade, respectivamente, que demostram a concordancia do valor predito

pelo modelo com os valores medidos pelo método de referéncia (DLS). Pode-se
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observar a distribuicdo aleatoria das amostras em torno da bissetriz, o que mostra

gue nao ha tendéncias nos resultados.
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Figura 43 - Grafico dos valores preditos pelo modelo D1-J15-POL2 versus valores medidos

pelo método de referéncia para o diametro.
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Figura 44 - Gréfico dos valores preditos pelo modelo D1-J15-POL2-JK versus valores
medidos pelo método de referéncia para a polidispersividade.



