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RESUMO

Resumo da Dissertacdo apresentada ao P2CEM/UFS como parte dos requisitos necessarios

para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncia e Engenharia de Materiais (M.S.c.)

MEMBRANAS DE ALGINATO DE SODIO E FIBROINA DE SEDA DOPADAS COM
NANOPARTICULAS DE PRATA: Preparacio e Caracterizagio
Ammy Miiller Souza Carvalho

Dezembro/2022

Orientador; Prof. Dr. Luis Eduardo Almeida

Programa de P6s-Graduacao em Ciéncia e Engenharia de Materiais

Lesdes provocadas por queimaduras preocupam os médicos devido ao processo infeccioso que
ocorre no local. Assim, materiais eco-friendly para uso na area, vem sendo estudados como o
alginato de sodio (ALG) e fibroina de seda (FS) que possibilitam a dopagem com nanoparticulas
de prata (AgNPs), acelerando o processo de cura da pele. Assim, o objetivo desse trabalho foi
produzir e caracterizar membranas de ALG e FS dopados com AgNPs para tratamento de
queimaduras, nas propor¢cdes ALG/FS 100:0, 90/10 e 75/25 sem AgNPs e com 2,5 e 5% (%vV)
de AgNPs. A morfologia das membranas produzidas mudou com o aumento da percentagem
de FS e, também, com a adi¢ao de AgNPs. A estabilidade térmica das membranas ndo foi
alterada significativamente com o aumento da percentagem de FS, mas ha um ligeiro
decréscimo da temperatura de degradacdo das membranas dopadas com AgNPs, como exemplo
as membranas AS reduziram em torno de 31,25%, sugerindo um efeito catalitico das
nanoparticulas. Os valores de (TVA) e (PVA) encontrados estdo na faixa de curativos
comerciais tornando-as boas candidatas a curativos de pele e testes preliminares de inibi¢ao de
crescimento bacteriano indicam resultados positivos para as membranas dopadas com AgNPs,

principalmente na percentagem maior de AgNPs utilizada nesse trabalho.

Palavras-chave: Alginato de sédio, Fibroina de seda, Nanoparticulas de prata, Queimaduras,

Curativos.



ABSTRACT

Abstract of Dissertation presented to P2CEM/UFS as a partial fulfillment of the requirements
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SODIUM ALGINATE AND SILK FIBROIN MEMBRANES DOPED WITH SILVER
NANOPARTICLES: Preparation and characterization
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December 2022

Advisor: Prof. Dr. Luis Eduardo Almeida

Department: Materials Science and Engineering

Injuries caused by burns worry doctors due to the infectious process that occurs at the site. Thus,
eco-friendly materials for use in the area have been studied, such as sodium alginate (ALG) and
silk fibroin (FS) that allow doping with silver nanoparticles (AgNPs), accelerating the skin
healing process. Thus, this work aimed to produce and characterize membranes of ALG and FS
doped with AgNPs for the treatment of burns, in the proportions ALG/FS 100:0, 90/10 and
75/25 without AgNPs and with 2.5 and 5% (%vV) of AgNPs. The morphology of the membranes
produced changed with the increase in the percentage of FS and also with the addition of
AgNPs. The thermal stability of the membranes was not significantly altered with the increase
in the percentage of FS but there is a slight decrease in the degradation temperature of
membranes doped with AgNPs, as an example AS membranes reduced around 31.25%,
suggesting a catalytic effect of the nanoparticles. The values of (TVA) and (PVA) found are in
the range of commercial dressings making them good candidates for skin dressings and
preliminary bacterial growth inhibition tests indicate positive results for membranes doped with

AgNPs, mainly in the higher percentage of AgNPs used in this work.

Keywords: Sodium alginate, Silk fibroin, Silver nanoparticles, Burns, Wound dressings.
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1 INTRODUCAO

A pele ¢ o maior 6rgdo encontrado no nosso corpo, a qual atua como um escudo de
protecao do organismo contra a entrada de microrganismos, tais como bactérias e fungos, contra
a perda de 4gua do sistema e contra agentes nocivos provenientes de fontes externas. Contudo,
alguns fatores como cirurgias, acidentes e queimaduras podem acabar alterando a integridade
da pele, ocasionando uma lesdo nesta, ou seja, uma falha na estrutura que permite o acesso do
ambiente externo ao ambiente fisioldgico, e consequentemente levando a perda de suas fungdes
locais. [1]-[3].

Em uma pele sadia, quando esta sofre algum tipo de injuria, esta passa por quatro
processos durante a cicatrizagdo: a hemostase, a inflamatoria, a proliferagdo, onde ocorre a
angiogénese, ¢ por fim, a remodelacao. Caso haja alguma anomalia durante essa fase, pode
acarretar na formacgdo de uma ferida cronica, a qual pode levar mais de 3 meses no processo de
cicatriza¢do, ou de uma cicatrizagdo excessiva com sintese descontrolada de coldgeno, que
acaba gerando um problema estético com a formagdao de cicatrizes hipertroficas ou
queloideanas, com aspecto elevado e endurecidas, de coloracao que varia da cor rosa a vermelha
amarronzada. [4]-[6].

Ainda, devido a fatores como determinadas doencas ou o proprio envelhecimento da
pele, a comunicagdo entre as células da pele e as células responsaveis pelo processo de
cicatrizagdo se tornam mais lentas, o que pode acarretar na formacao de uma ferida cronica
devido ao processo inflamatorio continuar ocorrendo, uma vez que as células ndo respondem
corretamente, mantendo a ferida exposta a acdo continua das bactérias. Por esse motivo, para
que haja uma boa cicatrizagdo do local afetado, a ferida deve ser limpa manualmente, para que
fique livre de uma possivel infeccao, e posteriormente seja aplicado um curativo sobre a lesao.
[7], [8].

Dentre os tipos de lesdes que podem acabar infligindo a pele, as lesdes por queimadura
vém se mostrando um enorme problema na satde publica e vém preocupando médicos a muito
tempo, uma vez que varios casos de morte sdo relatados por ano a pessoas que sofreram desse
trauma, principalmente provocados por fontes térmicas, como por conta do contato com
liquidos ferventes ou chamas. [9].

Esse tipo de lesdo requer um tratamento imediato em razdo da intensa infec¢do gerada

no local, uma vez que pode acabar ocasionando uma infeccao generalizada caso o tratamento
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demore a ser ministrado ou ndo seja tratado adequadamente, fazendo com que o processo de
cura se prolongue e a lesdo acabe aumentando, podendo surgir uma lesdo cronica no local. [9].

Apesar disso, at¢ um determinado tamanho critico, a pele lesionada consegue passar
pelo processo de cicatrizagao sozinha, por este ser um 6rgao bastante vascularizado, possuindo
a capacidade de se recuperar sem a necessidade de auxilio externo. Contudo, acima deste, a
pele necessitara de assisténcia para restaurar suas fungdes e impedir o processo infeccioso,
podendo ocorrer através da utilizagao de enxertos ou curativos. Mesmo sendo uma das melhores
opgoes, o uso de autoenxertos sé ¢ possivel quando uma pequena area do corpo ¢ afetada, e €
por isso que especialistas vem estudando curativos que possam auxiliar no processo de
cicatrizacdo da pele. [1], [10].

Dentre a vasta gama de curativos encontrados hoje em dia, existem dois tipos que se
destacam devido ao seu uso mais corriqueiro: os curativos secos, como bandagens e gases, €
formulagdes farmacéuticas topicas, como pomadas antibacterianas, cremes cicatrizantes e
solugdes. Contudo, devido a diversos fatores, como uma vasta gama de lesdes distintas, a
necessidade de trocas constantes € uma baixa capacidade de revestir o ferimento, se tornou
necessario a utilizagao de outros materiais para essa funcgao. [11].

Biopolimeros naturais vem sendo bastante estudados para aplicagdes como curativos
devido a estes apresentarem caracteristicas apropriadas para esse fim, como biocompatibilidade
com os tecidos, serem de fontes renovaveis, proporcionar um ambiente umido, aptiddo para
reparagao dos tecidos lesionados estimulando a proliferagdao celular, além de possibilitar a
inclusao de farmacos na matriz e a sua libera¢ao controlada no local, aumentando sua eficacia
e apresentarem a possibilidade de serem biodegradaveis tanto no meio fisioldgico quanto no
meio ambiente. [3], [12]-[14].

Além disso, biopolimeros provenientes de fontes naturais apresentam a vantagem de
propiciar a cicatrizacdo de feridas e de conseguir simular a matriz extracelular mais
adequadamente. Dentre eles, o alginato de so6dio e a fibroina da seda vem apresentando
caracteristicas promissoras para uso como curativos de pele. [3], [12]-[14].

O alginato de s6dio ¢ um polimero de cadeia linear extraido das paredes celulares de
algas marinhas marrons. Ele ¢ utilizado em aplica¢des na engenharia de tecidos por apresentar

algumas caracteristicas tais como: ser atoxico ao organismo, biodegradavel, possuir uma boa
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capacidade de absor¢io de exsudato!, reduzir a infec¢iio bacteriana no local da lesdo e ser de
baixo custo. O alginato de so6dio ¢ muito utilizado em associagdo com outros polimeros, como
acido hialurdnico, colageno e quitosana, uma vez que este apresenta algumas desvantagens ao
utiliza-lo sozinho, como seus filmes apresentarem baixas propriedades mecanicas ou quando
em contato com a agua mostrarem ter uma rapida dissolugdo, caracteristicas que sdo
desvantajosas ao uso como curativos de pele. [3], [15]-[18].

A fibroina de seda ¢ uma proteina polimérica produzida pelo bicho da seda em forma
de fibras e ¢ um dos mais atraentes materiais para uso na area de biomateriais, devido a suas
propriedades como biocompatibilidade, biodegradagao lenta, alta resisténcia a tensdo, possui
uma flexibilidade ideal para algumas aplicagdes biomédicas, altamente estadveis termicamente,
produz reacao inflamatoria minima e de baixo custo. Como o alginato, também ¢ utilizada em
associacdo com outros polimeros, como quitosana, quitina e¢ Poli (&lcool vinilico) (PVA),
proporcionando, dentre outros, melhorias em suas propriedades mecanicas. [2], [3], [15], [19].

Uma das formas de melhorar estes curativos € associando os mesmos com farmacos, em
geral, antibidticos. No entanto, o uso de nanoparticulas de prata (AgNPs) vem se destacando
no uso como eficiente agente bactericida por ndo apresentar o fendmeno da resisténcia que
algumas bactérias apresentam em relagdo a antibidticos comuns. [20].

Na literatura, trabalhos abordando o tema ainda sdo escassos. Assim, esse trabalho tem
como objetivo a producdo e caracterizacdo de membranas de alginato de sédio e fibroina de
seda em variadas proporgdes, dopadas com nanoparticulas de prata visando o tratamento de

lesdes provocadas por queimaduras.

" Exsudato se refere a saida de liquidos organicos através das paredes e membranas
celulares, tanto de animais quanto de plantas, por lesdo ou por inflamagao. No caso de exsudagao

sanguinea por ferimento ha passagem de proteinas do plasma, leucdcitos, plaquetas e hemacias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

* Produzir e caracterizar membranas de alginato de sddio e fibroina da seda dopadas com
nanoparticulas de prata com intengdo que se possa ser aplicado no tratamento de queimaduras

de pele.

2.2 Objetivos Especificos

* Determinar a melhor porcentagem de nanoparticulas de prata entre 2,5 e 5% para as
membranas nas proporgdes de alginato de sddio e fibroina da seda estudadas.

» Estabelecer as propriedades fisico-quimicas das membranas produzidas utilizando
diversas técnicas.

» Realizar teste de viabilidade do material como curativo de pele: Testes bacteriostatico.

* Comparar o desempenho do material produzido com os de outros materiais ja

estabelecidos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Pele

A pele, a qual é considerada como o maior 6rgdo do corpo humano, compreendendo
uma area medindo em torno de 1,5 a 2 m?> em um jovem adulto possuindo estatura mediana,
constitui, juntamente com as unhas, pelos, glandulas sudoriparas e sebaceas, 16% do total de
seu peso corporal. A pele ¢ composta por apenas duas camadas: a epiderme e a derme. [21],
[22].

A epiderme, a camada mais externa e que fica exposta a acdes do ambiente, ¢ formada
por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado proveniente do ectoderma, uma camada
que reveste o embrido durante o seu desenvolvimento. A epiderme pode variar nas diferentes
regides do corpo, como por exemplo, a regido da palpebra, apresentando caracteristicas como
pele macia, pelos e pele delicados, enquanto que na regido das sobrancelhas os pelos se tornam
mais grossos ¢ a pele mais espessa. [21], [22].

Essa variacdo mantém-se em torno de 0,07 a 0,12 mm de espessura, denominada pele
fina, contudo, existem locais como solas dos pés e as palmas das maos em que ocorre um
espessamento localizado, variando entre 0,8 a 1,4 mm de espessura, denominada pele grossa,
podendo aumentar com uso mais frequente dessas regides. [21], [22].

A epiderme ¢ dividida em cinco zonas distintas morfologicamente, como mostra o
esquema da Figura 1: A zona mais interna, o estrato basal, ¢ responsavel pela divisdo celular
(mitose) e distribuicdo destas para as outras areas da epiderme; ap6s vem o estrato espinhoso,
responsavel pela coesdo das camadas da epiderme e resisténcia ao atrito. [21], [22].

O estrato granuloso vem a seguir ¢ ¢ encarregado de prolongar a vida das células
superficiais a essa regido, liberando granulos revestidos por membranas no espago extracelular,
atuando como uma barreira impermeabilizante contra os fluidos ricos em nutrientes que
aceleram sua morte; acima deste vem o estrato licido, presente apenas na pele grossa, onde
suas células achatadas possuem filamentos de queratina paralelamente orientados a superficie
da pele e de forma compacta; e por fim, estrato corneo, a zona superficial da pele, composta
por varias células achatadas sem nucleos ou organelas, preenchidas por queratina dentro de uma

matriz amorfa. [21], [22].
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Camadas da epiderme

—Estrato corneo
(Camada de células corneas

—LEstrato lucido

—¥strato granuloso

(Camada de células granulares)

Derme
>—Estrato espinhoso
(Camada de células escamosas)
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/_\/ SE— |—Estrato basal

(Camadas de células basais)

Figura 1: Modelo esquematico das camadas da epiderme. Fonte: Adaptado de Anatomia

papel e caneta [23].

Devido as diferentes caracteristicas referentes a cada camada que forma a epiderme, esta
acaba por possuir inumeras fungdes. Dentre elas, identificam-se: uma eficiente barreira contra
a entrada de bactérias no organismo, uma boa barreira contra a perda de agua e de calor do
corpo para o meio externo e a uma boa capacidade de absor¢do de determinados produtos
quimicos, como os fAirmacos, através de suas camadas. [21].

Diferente de sua vizinha epiderme, a derme, camada localizada logo abaixo desta, ¢
origindria do mesoderma e ¢ formada por um tecido conjuntivo ndo modelado e denso, o qual
¢ constituido, em sua maioria, por varias redes de fibras elasticas (elastinas) e fibras de colageno
do tipo I (fibrilas), ambas sintetizadas pelos fibrécitos que compdem a derme. Essa rede de
fibras elasticas e de colageno formam uma estrutura de sustentagdo para a epiderme e liga a
estrutura da pele a hipoderme. Também estao localizados na derme nervos e drgaos sensoriais,
além de inumeros vasos sanguineos e linfaticos, os quais sdo responsaveis pela nutricdo das
células da epiderme. [21], [22].

A espessura da camada da derme ¢ maior quando comparada com a da epiderme,
variando entre 0,6 mm, em regides de pele fina como as palpebras, € 3 mm, em regides de pele
grossa como na sola dos pés e nas palmas das maos. Normalmente essa camada ¢ mais espessa
em individuos masculinos do que em femininos e nas regides dorsais preferivelmente do que
nas ventrais. [22].

A derme ¢ formada por duas camadas: a camada papilar e a camada reticular. Como

podemos analisar pela Figura 2, a camada papilar esta localizada mais a superficie da derme e
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tem como fun¢do aumentar a area de contato entre a derme e a epiderme através de fibras de
ancoragem constituidas de colageno do tipo VII, o que resulta num aumento da resisténcia da
pele. Essa camada também se encarrega de atividades como nutri¢cao das células da epiderme e
regulagem da temperatura do corpo através de algas capilares, encontradas em toda a interface
epiderme-derme. J4 a camada reticular € responséavel por proporcionar resisténcia e elasticidade
a pele, devido a esta ser formada por uma rede de fibras grossas de coldgeno do tipo I
intimamente emaranhadas com fibras grossas elasticas, resultando nessa propriedade. [21],

[22].

Figura 2: Corte histolégico da pele exibindo as camadas da derme. Fonte: Yoshito (2011).

[24].

Devido as caracteristicas individuais de cada camada que forma a pele, o conjunto destas
determina certas fungdes para este 6rgao, como regulagem da temperatura do corpo, excre¢ao
pelas glandulas sudoriparas, percepcao de sensagdes do meio ambiente como tato e paladar,
absor¢do de raios ultravioletas provenientes do sol para sintetizar a vitamina D e, por fim,
funciona como a primeira linha de defesa do organismo contra lesdes, dessecag@o e invasao

bacteriana. [22].
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3.2 Lesoes

Uma lesdo ¢ definida como uma ruptura da continuidade da pele e pode ocorrer através
do ataque de patogenos, lesdes mecanicas do tecido, exposicdo ao calor intenso e a
determinadas substancias quimicas, podendo apresentar-se com tamanhos, formas e
profundidades diversos. Quando um agente provocador inflige na pele algum tipo de ferimento,
se inicia o processo inflamatdrio do local, passando pelas etapas de rubor, tumor, calor e dor.
[21], [25].

Primeiramente, os vasos sanguineos locais recebem mais sangue do que os nao atingidos
devido a mediadores bioquimicos da inflamacao liberados no local, dentre elas a serotonina, a
histamina e a bradicinina, que sdo responsaveis por dilatar os vasos e permitir um fluxo de
sangue maior, ocasionando na vermelhidao da area. Esses mediadores quimicos sdo produzidos
por células localizadas proximas aos vasos, as quais foram impulsionadas a produzi-los devido
a lesdo que ocorreu no local. [21], [25], [26].

Algum tempo depois, o sangue coagula e isola o ferimento através dos fios de fibrina
que ligam ambos os lados, permitindo, assim, que o plasma sanguineo flua dos vasos
sanguineos para a area, ocorrendo o inchago do local. Essa fase também ¢ conhecida como
hemostase. [21], [25].

Na fase da inflamag¢ao, do plasma, neutréfilos e os mondcitos surgem para fagocitar o
tecido lesado, as impurezas e bactérias que conseguiram penetrar nesse tempo, até a chegada
de outros leucocitos que usardo suas enzimas para ajudar a limpar o local. Nessa etapa, o liquido
que se forma ¢ denominado de exsudato. [25].

Terminado o processo de limpeza, fibroblastos sdo formados no local a partir de células
mesenquimais, onde irdo produzir os componentes que irdo compor a matriz extracelular. Estas
células sdo responsaveis por produzir no interior de seu corpo celular uma proteina
polissacaridea, que sera liberada na area, as quais irdo se agrupar para formar fibras de colageno.
Nessa etapa, o colageno tem a importante fun¢ao de atuar como rede de sustentacdo e rigidez
da cicatriz, onde seu desempenho ird depender do processo de hidroxilagao da lisina e prolina,
as quais durante a biossintese do colageno irdo estabilizar a tripla hélice do colageno,
denominado procoldgeno, e da oxigenac¢do das células. [26], [27].

Nessa fase, os fibroblastos irdo produzir e a0 mesmo degradar o colageno do local.
Inicialmente a taxa de sintese serd maior que a de degradagdo durante aproximadamente 4

semanas para depois comecar a cair até se igualar com a taxa de degradacao, dando inicio a fase
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de matura¢do ou remodelamento do colageno. A rede formada ira, aos poucos, unir as bordas
da lesdo, levando em torno de 14 dias. [25], [26].

Durante esse processo, ¢ formado o tecido de granulagdo, composto por elementos como
colageno, fibroblastos e novos vasos sanguineos formados durante o processo de angiogénese.
Esse tecido ¢ bastante delicado por apresentar muitos espagos vazios, além de possuir uma
coloragdo avermelhada. [28].

Apo6s o fechamento, inicia-se o processo de maturacao do colageno, onde ocorre um
realinhamento das fibras desse colageno, que tinham como caracteristicas iniciais apresentarem
uma orienta¢ao paralela a pele e ser de espessura fina, sendo agora dispostas ao longo das linhas
de tensdo e aumentando suas ligagdes cruzadas nas cadeias, aumentando sua resisténcia. O
processo de maturagao pode durar de meses a até anos, dependendo da gravidade da lesdo inicial
e dos fatores ja mencionados. [26], [28].

Os fibroblastos entdo se diferenciam em miofibroblastos, que sdo responsaveis pelo
fechamento da lesdo e logo apos sofrem apoptose, ou seja, a morte programada das células.
Agora, as células epiteliais superficiais deslocam-se por baixo do coagulo e iniciam o processo
de multiplicagdo, isolando superficialmente a cicatriz de tecido conjuntivo com tecido epitelial

da pele. Todo o processo resumido estd esquematizado na Figura 3. [25], [28].

Sangramento Inflamacido Proliferacio Remodelagem

Fibroblastos g = s
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Figura 3: Modelo esquematico dos estagios do processo de cura da pele. Fonte: Adaptado de

Wasatch Photonics [29].

As lesdes podem ser classificadas de acordo com a complexidade com que ocorrem
(feridas simples e complexas) e quanto ao tempo de cicatrizagao (feridas agudas e cronicas).
As feridas simples sdo aquelas que acometem o tecido de modo superficial e que nao
apresentam problemas durante seu processo de recuperagdo, passando pelos processos de

hemostase, inflamacao, proliferacdo celular e remodelagem tecidual. [21], [25].
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Ja as feridas complexas, sdo aquelas que acometem o tecido de modo mais profundo e
extenso, as quais acabam necessitando de determinados recursos para que os processos de
recuperagao da pele consigam ser efetivados, podendo representar uma ameaca ao membro em
que esta localizada e ao portador caso nao seja tratada, uma vez que processos inflamatorios
podem ocasionar febre e fraqueza ao paciente e sem o tratamento adequado, pode acabar
evoluindo para uma ferida cronica. [21], [25].

A classificagdo quanto ao tempo tem relacdo com o intervalo de tempo em que essas
lesdes conseguirao se recuperar totalmente. As feridas agudas conseguem terminar o processo
cicatricial em média em 15 dias, a depender de cada organismo. Contudo, quando esse processo
acaba se estendendo por mais de alguns meses, significa que o processo inflamatorio nao
consegue ser detido utilizando métodos convencionais devido ao seu formato e/ou localizagao,
deixando a ferida exposta a acao continua de bactérias. Nesse caso, a ferida aguda evolui para
uma ferida cronica, podendo também representar uma ameaga ao paciente, caso um tratamento
adequado nao seja ministrado a tempo. [21], [25].

Esse retardo na evolugdo do processo de cura da pele pode ser provocado por diversas
fatores, dentre eles aqueles que podem estar relacionados ao estado da lesdo, como o grau de
oxigenagdo que aquele local estd recebendo para que processos como a angiogénese €
proliferacdo de fibroblastos se desenvolvam de forma adequada, ou também associados ao grau
de infeccdo que se instaura no local que, caso ndo seja tratada, podem acabar formando um
biofilme bacteriano que acabam apresentando uma maior resisténcia ao tratamento utilizando
antibioticos, levando ao aumento da gravidade da lesdo. [30].

Outros fatores que também podem acabar dificultando a regeneracdo da pele seriam
aqueles relacionados ao proprio individuo, como o fator idade, uma vez que individuos mais
velhos acabam apresentando respostas do organismo um pouco mais lentas, o que acaba
provocando alteragdes caracteristicas nas fases da cicatrizagdo; alimentagdo, visto que
individuos que possuem uma alimentac¢ao mais saudavel possuem mais nutrientes em seu corpo
que impactardo positivamente na cicatriza¢ao; obesidade, a qual provoca diversas complicagdes
durante a cicatrizagdo, como a abertura de pontos provocado pelo aumento da tensao nas bordas
da lesdo, o que acaba provocando novo sangramento ¢ uma possivel nova infec¢ao e possuir
um menor fluxo de sangue e oxigénio no tecido adiposo subcutaneo; e por ultimo, a diabetes,
que afeta milhares de pessoas ao redor do mundo e afeta a cicatrizagdo de diversas formas,
como a presenca de substancias pro-inflamatdrias, que acabam sendo mais propensos a infec¢ao

e ao surgimento de uma infec¢ao cronica sistémica. [30].
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Por esses motivos, ferimentos provocados por queimaduras vém preocupando médicos
a muito tempo, uma vez que, caso ndo seja tratado corretamente, o processo de cura pode se
prolongar e a lesdo aumentar, podendo evoluir para um ferimento crénico, devido ao processo

bacteriano que ocorre junto com a inflamagao.

3.3 Queimaduras

As queimaduras sdo falhas na continuidade da pele, que produzem uma quantidade
grande de exsudato por ocasionar uma infec¢do bacteriana intensa, devido a exposi¢ao desta a
diversas fontes, como: térmicas, como ao fogo, vapores ou liquidos quentes; radioativas, como
micro-ondas, raios X ou luz ultravioleta; quimicas, como exposi¢ao a acidos ou bases fortes e
fontes elétricas ou devido a passagem de uma corrente elétrica pelo corpo. [9].

Dentre estas, as mais frequentes e, dependendo da extensdo atingida, pode inclusive
levar o paciente a 6bito caso ndo receba atendimento emergencial imediato, sdo as queimaduras
por fontes térmicas. Dentre as medidas necessarias de atendimento, sdo realizados um
atendimento pulmonar, caso a queimadura tenha atingido a regido do tronco, restauracao hidrica
¢ uma medida de controle microbiano no local afetado.[9].

Essas lesdes podem ser classificadas de duas maneiras: através da analise da
profundidade do tecido afetado e através da porcentagem da area total atingida do tecido,
também conhecida como TBSA (total body surface area — area total da superficie corporal). No
primeiro modo, as lesdes sdo diferenciadas em quatro graus de queimaduras: primeiro, segundo,

terceiro e quarto grau, como foi ilustrado na Figura 4. [9], [10], [31].
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Figura 4: Tipos de queimadura de pele. Fonte: Adaptado de Phoenix Society for Burn Survivors. [31].

As queimaduras de primeiro grau sdo aquelas que atingem apenas a epiderme, ou seja,
sao danos causados apenas na superficie da pele, e apresentam caracteristicas como dor,
vermelhiddo e secura no local. As queimaduras de segundo grau sdo aquelas que alcangam uma
profundidade um pouco maior, atingindo, além da epiderme, a camada superior da derme
(camada papilar), e as vezes a camada mais interna da derme (camada reticular), apresentando
como caracteristicas formacao de bolhas na pele, uma coloragao branca ou amarela do local e
aspecto umido. [9], [10].

As queimaduras de terceiro grau sdo aquelas que a extensdo do dano causado acaba
destruindo toda a epiderme e derme, atingindo a hipoderme, onde o local acaba apresentando
uma aparéncia enrugada e rigida, semelhante ao couro, e que durante o processo de cicatrizagao
desenvolve cicatrizes fibrosas. Por fim, as queimaduras de quarto grau sao aquelas que além de

atingir as camadas da pele, atingem também outros tecidos como musculos, tenddes e até 0ssos,
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apresentando uma coloragio enegrecida. E o tipo mais grave de queimadura, o qual apresenta
um tempo maior de tratamento e requer um processo de reabilitacdo posterior a longo prazo a
fim de evitar cicatrizes que incapacitam o membro ou outro tipo de morbidade que possa
acontecer. [9], [10].

No segundo modo de avaliar as lesdes por queimaduras, permite-se comparar a
gravidade do ferimento de uma crianga em relagao a um adulto, comparando a porcentagem da
area afetada e avaliando se esse dado apresenta algum risco de mortalidade para o individuo.
Porém esse modo de avaliagdao nao € muito observado em pesquisas. [9].

Dependendo do tamanho da lesdo e sua gravidade, a pele pode passar pelo processo de
cicatrizacdo sem precisar de auxilio externo, passando pelas etapas de hemostase (onde o
sangue coagula e isola o ferimento), inflamatdria (onde os leucécitos fagocitam o tecido lesado
e bactérias presentes, ¢ uma fase crucial para que ocorra a cicatrizagao pois caso a infestagao
de bactérias ndo seja controlada, o processo inflamatdrio ndo cessard, passando para as demais
fases), de proliferagdo (responsavel por unir as bordas da lesdo) e a ultima de remodelagao
(onde a cicatriz produz mais elastina e colageno durante um ano ou mais). [9].

Assim, ¢ de importancia vital que as lesdes sejam tratadas no inicio para que seu quadro
ndo se agrave e possa garantir possibilidade de regeneragdo do tecido sem perdas de funcdes
do 6rgdo. Nesse contexto, utiliza-se habitualmente curativos com o proposito de auxiliar no
processo de cicatrizagdo das feridas, ao servir de barreira contra infecgdes bacterianas, manter
a umidade e a oxigenacao do local e auxiliar na regeneracao dos tecidos da epiderme e derme.

[21].

3.4 Curativos

A pele tem como fungdo, dentre tantas, atuar como uma barreira protetora contra a
entrada de bactérias e virus e contra a exposi¢ao do organismo a ambientes nocivos. Contudo,
ela pode facilmente perder sua integridade devido a ag@o de varios agentes externos, como
queimaduras, ocasionando uma lesdao no local. Como esta ¢ bastante vascularizada, o defeito
causado na pele pode se regenerar sem auxilio até um tamanho critico. [1], [10], [12], [32].

Acima deste, para que o defeito passe pelo processo de cicatrizagdo sem a formagao
de uma cicatriz grave que provoque dificuldade motora posterior e desfiguracao estética, ¢
necessario o uso de um curativo no local para auxiliar na regeneracao e reparacao dos tecidos

que foram afetados. O curativo acaba atuando como uma barreira fisica, mas permeavel, a
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passagem de oxigénio e umidade e contra a entrada de microrganismos no sistema, além de
eliminar aqueles que ja se implantaram no local. [1], [10], [12], [32].

Para o tratamento de lesdes por queimaduras, os métodos convencionais fazem uso
de sulfadiazina de prata em creme, que € aplicada com o auxilio de algodao e gazes. Contudo,
este método possui algumas desvantagens como necessitar de substitui¢do no minimo uma
vez ao dia, chegando a mais de uma troca por dia dependendo do nivel de exsudato produzido,
aumentando a produg¢ao de lixo hospitalar. [33].

Também, durante as trocas, devido a aderéncia do material a pele, acaba provocando
dores, além de possivelmente haver uma retirada de parte do tecido recém formado,
provocando a reabertura do ferimento e um novo sangramento e, com isso, uma possivel nova
infeccao. Ha também a impossibilidade de molhar o local ao banhar-se e, em alguns casos,
necessitar de uma pessoa especializada para realizar as trocas diarias. [33].

Observando tais pontos negativos, pesquisas na drea comegaram a ser desenvolvidas
a fim de se obter melhores curativos que ndo necessitem de trocas regulares, ao possibilitar
que o material que o compde possa ser reabsorvido pelo organismo, auxiliando no processo
de cicatrizagdao, melhorando o conforto do paciente ao usa-lo, diminuindo a producado de
residuos hospitalares, o que pode provocar riscos tanto ao meio ambiente como para quem
vive nas redondezas e possibilitando a aplicagdo e absor¢do de farmacos no local. [34].

O uso de curativos interativos, ou seja, aqueles que estimulam o processo de
cicatrizagdo de ferimentos devido a estes serem capazes de remover o tecido lesionado,
manter uma umidade adequada no local (o que acaba minimizando a dor devido a umidade
proteger as terminagdes nervosas que foram expostas e acelerar o processo de angiogénese),
proteger o local da invasdo bacteriana e prevenir a formacdo e o crescimento de biofilmes
bacterianos, s3o mais vantajosos para serem utilizados para esse fim do que os convencionais.
Alguns materiais que podem ser utilizados como curativos passivos incluem hidrogéis, filmes
transparentes de poliuretano e alginato de sodio. [32], [35], [36].

Outra classe de curativos utilizados em queimaduras sdo os curativos bioativos, os
quais sao impregnados com substancias ativas que agem rapidamente no local como agentes
bactericidas ou antibidticos. Alguns componentes que podem ser utilizados para esse fim
incluem a prata, o mel e o azul de metileno. [10], [32], [36], [37].

O tratamento de queimaduras costuma ser complicado de resolver devido a grande
quantidade de exsudato produzido, o que, para alguns tipos de curativo, acaba apresentando
um grau de dificuldade de fixacdo e de conseguir uma formabilidade adequada. No caso de

lesdes por queimaduras que apresentem uma gravidade maior, como de segundo grau em
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diante, ¢ necessario também que o curativo utilizado apresente uma estrutura que mimetize a
estrutura observada na pele ou suporte e permita sua regeneragdo. [10], [32], [36], [37].

Com o passar do tempo, os curativos vém adquirindo cada vez mais fungdes, com a
finalidade de favorecer o maximo possivel as condigdes locais necessarias para permitir a
cicatrizacdo da lesdo sem que haja complicagdes decorrentes do processo, com o minimo de
cicatriz provocada e no menor tempo possivel. [10], [32], [38].

Nos ultimos anos, pesquisas nessa area utilizando biopolimeros de fontes naturais,
renovaveis e biodegradaveis vem ganhando forga, e dentre os varios materiais utilizados estao
o alginato de sodio, a fibroina de seda e as nanoparticulas de prata, normalmente em associa¢ao
com outros polimeros de fontes naturais ou sintéticas. Contudo, estudos onde o alginato de
sodio estd associado apenas a fibroina de seda, sdo mais escassos na literatura, incluindo os que

incorporam as nanoparticulas de prata na membrana. [10], [32], [38].

3.5 Alginato de sodio

O alginato ¢ um polissacarideo de cadeia linear que pode ser extraido através de fontes
bacterianas, como as Pseudomonas € Azotobacter, uma rota economicamente ainda pouco
viavel para que possa ser usada comercialmente, e a partir de algas marinhas marrons, a rota
mais usual de extracdo, e que sdo facilmente encontradas em regides costeiras, como a
Macrocystis pyrifera, Laminaria hyperborean € Ascophyllum nodosum. [15], [16].

As algas sao extraidas de seu habitat natural, pois o processo de cultivo dessas algas em
cativeiro ainda € caro. O alginato ¢ responsavel por determinadas propriedades das algas, como
flexibilidade e rigidez, além de assegurar que estas mantenham sua umidade quando expostas
ao sol no periodo de maré baixa. [15], [16].

O alginato ¢ composto por dois tipos diferentes de acido: o primeiro ¢ flexivel e de
cadeia linear, o f-D-manurénico e o segundo apresenta uma estrutura conformacional mais
rigida, o a-L-guluromnico. Esses acidos podem se encontrar ligados através de ligagdes
covalentes ao longo da cadeia do alginato de forma alternada ou por meio de blocos, os quais
podem estar agrupados em trés grupos diferentes: blocos MM, blocos GG e blocos GM. [15],
[16].

Os blocos MM, constituidos apenas por mondémeros do dcido manurdnico e que podem
assumir uma conformacao de hélice dupla, blocos GG, constituidos apenas por mondmeros do
acido guluronico e que podem assumir uma conformagao de hélice tripla quando sais de sédio

estdo presentes no meio ou hélice dupla quando sais de célcio estdo presentes no meio, e blocos
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GM, constituidos por mondémeros alternados dos dois tipos de &acidos, como pode ser

visualizado melhor através da estrutura do alginato representado na Figura 5. [15], [16].
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Figura S: Representacao da estrutura molecular do alginato de sddio. Fonte: Adaptado de

Boraso e colaboradores (2015). [39].

A sequéncia de ligagdes dos mondmeros, assim como a propor¢ao de cada um desses
acidos na cadeia acaba gerando propriedades fisicas diferentes para o alginato. Esses fatores
podem variar devido a época do ano em que ocorre a extragdo, a espécie de alga utilizada, da
idade das algas e do local onde ela se encontra.[15], [16].

O alginato vem sendo utilizado em aplicacdes biomédicas devido a este possuir
excelentes propriedades para uso na area, como nao toxicidade quando em contato com o meio
fisiologico, biocompatibilidade com uma variedade de células, ser biodegradavel, possui alto
carater hidrofilico para absor¢ao de exsudato (diminuindo as trocas de curativos), capacidade
ideal de transmissdao de vapor, promover hemostase (auxiliando na cicatrizagdo de lesoes),
mantém o ambiente imido, reduz o processo de infec¢ao bacteriana no local, ser de baixo custo,
conseguir formar membranas fortes devido a sua alta massa molecular e cadeia linear, e possuir
a capacidade de formar gel. [3], [15]-[18].

Devido a essas caracteristicas, esse material vem sendo utilizado como um biomaterial
para as mais diversas aplicagdes na drea de engenharia de tecidos, como na utilizagdo como
matriz de suporte para cultura de células, matriz de encapsulamento de proteinas e células vivas,
reparagao de cartilagem, como carreador de diversos agentes terap€uticos, como farmacos,
células transplantadas e proteinas que irdo auxiliar no processo de regeneracao do tecido

lesionado, devido a sua capacidade de gelificagcdo e na producgdo de curativos. [2], [40].
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Na 4rea de reparacao de tecidos, o alginato vem sendo muito utilizado como curativo
por auxiliar no processo de cicatrizagdo de feridas cronicas e de queimaduras, uma vez que esse
material ¢ capaz de fornecer um ambiente imido necessario para estimular a formagao do novo
tecido e diminuicao da dor no local, reduz o processo de infec¢do bacteriana, que também
auxilia em uma recuperacdo mais rapida e promover a hemostase, ou seja, a interrupgdo do
sangramento. [16], [17].

Curativos de alginato j& sdo vendidos comercialmente, contudo, quando composto
apenas pelo alginato, este apresenta algumas desvantagens, como acabar provocando o
ressecamento do local das lesdes quando a quantidade de exsudato ¢ reduzida durante o
tratamento da lesdo, por este ser altamente hidrofilico, e também, quando nesse estado, ser de
dificil remocgao e apresentar odor fétido. [41].

Como o alginato puro se dissolve facilmente em agua ou quando o meio se encontra em
condi¢des alcalinas ou neutras, utiliza-lo em processos de tratamento de lesdes onde o meio €
aquoso seria impossivel. Assim, este necessita passar por um tratamento anterior para contornar
essa situacdo, como reticuld-lo com ions calcio e assim obter uma cadeia mais rigida e com

menos pontos reativos que possam se ligar com a agua. [41].

3.6 Fibroina de seda

Um dos tipos de fibras naturais que existe em maior abundancia, a fibroina de seda ¢
produzida naturalmente por alguns artropodes, dentre eles o escorpido, a pulga, a aranha e o
bicho da seda, possuindo propriedades diferentes entre si por ocorrer uma mudanga na
sequéncia de aminodcidos entre suas cadeias. As sedas que sdo mais utilizadas pelos
pesquisadores sao as produzidas pelo bicho da seda e pelas aranhas, contudo, dentre eles as
mais utilizadas sdo as do bicho da seda (Bombyx mori) devido a sua maior producgdo e
dificuldade de criagdo das aranhas em ambientes confinados.[15].

A cadeia da fibroina da seda ¢ composta pela sequéncia de aminoacidos alanina, serina,
glicina e tirosina, Figura 6, que se estruturam de modo a formar uma estrutura semicristalina,
onde a regido cristalina ¢ responsavel pelas propriedades mecanicas de tensdo das fibras e a
regido amorfa é responsavel por suas propriedades fisicas, como reten¢do de umidade. [15],
[38].

Essa cadeia pode se enovelar sobre si mesma em trés diferentes tipos de estrutura
terciaria: folha-f, também denominada de seda II, ¢ a conformagdo que apresenta maior grau

de estabilidade devido a ligagdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias, a-hélice € um
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enovelamento que ocorre de forma aleatoria, que também podem ser denominados de seda I, as
quais sdo soluveis em agua, o que, para determinadas aplicagdes, como na producdo de

curativos dérmicos, ndo ¢ adequado. [15], [38].

Gly Giy

e ‘

'o 5 @ %r(‘“ t-h(r

' @ : 1 41 @ *
% Q r Ala £ 4 /Q\Q" i & N ?"

2 = p {\- b ——

9 c@ \C/U" 1 W .

5 % Ala Als ey
\‘1 C?J Ak Al
]aﬁ- ;

" Cly

Giy | Gy |
[+ v

Figura 6: Conformacgoes a-hélice, também denominada de seda I (esquerda), e folha-J,

também denominada de seda II (direita). Fonte: Bexiga (2014). [42].

Para isso, alguns métodos sdo propostos para induzir a transformacdo de conformacao
da fibroina seda I para seda II, dentre eles, o uso de altas temperaturas, alguns solventes
organicos ou ainda o uso de tensdo de cisalhamento. Contudo, filmes feitos apenas com fibroina
de seda que passaram por esse processo de mudanca de conformacdo se tornam muito
quebradicos quando estdo no estado seco. Nesse caso, ¢ necessaria a utilizagdo de um outro
polimero em conjunto com a fibroina para superar esse problema, como o alginato de
sodio.[38].

O uso da fibroina da seda para fins biomédicos data do século 19, uma vez que usavam
esse material em suturas, mas sua relevancia para essa area so6 foi estudada mais a fundo tempos
depois. Hoje em dia, esse material ¢ um dos mais atraentes e promissores na area de
biomateriais, devido a suas propriedades, como biocompatibilidade adequada, permeabilidade
ao vapor de agua e ao oxigénio, boa estabilidade, apresenta compatibilidade com o sangue, se
biodegrada lentamente, possui flexibilidade e elasticidade ideal para algumas aplicagdes
biomédicas. [2], [3], [15], [43].

Além disso, possui alta resisténcia a tensdo, altamente estdveis termicamente

(comegando apenas a se degradar quando atinge temperaturas acima de 150°C), promove o
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processo de cicatrizagdo de ferimentos ao auxiliar os fibroblastos e células epidérmicas a aderir,
disseminar e proliferar na superficie do material, quando em contato com o corpo produz uma
minima reagdo inflamatoria, apresenta resisténcia a microrganismos, permite a esterilizagao do

material e possui um baixo custo de obteng¢do. [2], [3], [15], [43].

3.7 Nanoparticulas de prata

Segundo a American Society of Testing and Materials (ASTM), nanoparticulas sdao
denominadas como particulas ultrafinas que possuem 2 ou 3 dimensdes com comprimento que
varia em torno de 1-100 nm. Essas particulas ultrafinas, as quais podem se encontrar em meio
a uma suspensao aquosa, apresentam propriedades melhoradas ou at¢ mesmo distintas de
quando este mesmo material se encontra em uma escala macro. [44]-[46].

Essa mudanga em suas propriedades se deve ao fato de o meio interagir de forma
diferente com as particulas, devido estas apresentarem uma razao superficie/volume maior do
que quando em escala macro, e isso induz a uma mudanca de suas propriedades fisicas,
quimicas ou eletronicas em virtude da superficie apresentar um defeito de descontinuidade do
material, ou seja, os atomos da superficie ndo apresentam todas as ligagdes necessarias para que
permanegam estaveis, o que faz com que a superficie apresente uma maior energia do que no
bulk (interior do material). [44]-[46].

Além do tamanho, outros fatores podem provocar mudancas em suas propriedades,
como o formato das particulas (como esféricas, prismaticas, dendriticas, bastdes, etc.), 0 modo
como elas estao distribuidas no meio, seu grau de cristalinidade ou a fase em que se encontra.
Alguns métodos podem ser utilizados em conjunto para se determinar as caracteristicas
morfologicas das nanoparticulas obtidas, como através da técnica de microscopia eletronica,
dentre elas a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia eletronica de
transmissao (MET). [34], [45], [47].

Por meio destas técnicas, obtém-se informagdes sobre como essas nanoparticulas estao
agregadas, seu tamanho médio e formato, e através de métodos espectroscopicos, dentre elas, a
espectroscopia RAMAN e a espectrofotometria no UV-Vis, as quais fazem o uso de uma
determinada caracteristica propria das nanoparticulas metdlicas, a banda de ressonancia
plasmonica de superficie (BRPS). [34], [45], [47].

Segundo Mie (1908), esse fenomeno pode ser explicado devido a interagdo de uma onda
eletromagnética polarizada com uma particula condutora, como Ti, Fe, Au, Ag e Zn, onde os

elétrons da camada de valéncia da particula absorvem essa energia em uma dada frequéncia e
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sdo excitados para a banda de condugdo, tornando-se elétrons livres que oscilam no sentido
contrario ao da onda incidente. [48]-[51].

Esse movimento oscilatorio de cargas constante acaba provocando o aparecimento de
um dipolo induzido e de um campo elétrico, o qual é responsavel por restaurar o equilibrio
provocado pela oscilagdo dos elétrons livres. A unido desses dois fenomenos acaba resultando
na formacao da banda de ressonancia plasmonica. [48]-[51].

Através da utilizacao dessas técnicas, além de se poder corroborar um forte indicio da
obten¢do de uma suspenc¢do de nanoparticulas metalicas e da determinacdo de seus fatores
morfolégicos, elas também sdo importantes para, através desses resultados, dependendo da
aplicabilidade das nanoparticulas, avaliar o nivel de toxicidade desses elementos a saude e ao
meio ambiente.[47].

Para as nanoparticulas de prata, seu nivel de toxicidade, quando utilizado em contato
com células de animais e humanas, depende de alguns fatores, dentre eles a morfologia
adquirida pelas particulas, a concentracdo presente na suspensdo e seu tamanho. Relatos
mostram que na antiguidade romanos e gregos utilizavam esse metal para tratamentos diversos,
devido a este apresentar um bom desempenho na acao contra uma variedade de bactérias e na
atuacao como antibiotico. [36], [52], [53].

Hoje em dia, a prata voltou a estar em destaque nas pesquisas relacionadas ao tratamento
de queimaduras, lesoes e ferimentos que apresentem infec¢do bacteriana em maior ou menor
grau devido a descoberta da resisténcia bacteriana a a¢cdo de alguns antibidticos e devido a
evolugdo da ciéncia no ramo da nanotecnologia, a qual possibilitou a modificacdo das
propriedades quimicas, Opticas e fisicas de um material através da modificacdo destes. [36],
[52], [53].

Esse metal vem sendo mais utilizado na area de biomateriais de duas maneiras: como
sais de prata em conjunto com compostos que quando em contato com os fluidos biologicos
produz a prata idnica no local (Ag"), e na forma de prata elementar, que pode ser representada
pelas nanoparticulas de prata e pela prata coloidal. [52].

As nanoparticulas de prata (AgNPs) vém sendo amplamente utilizadas para desenvolver
uma nova geracdo de curativos bactericidas potentes, devido a estas terem provado ser
resistentes a um amplo espectro de bactérias, dentre elas bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas como Escherichia coli (E. coli) e Staphylococcus aureus (S. aureus), além de bactérias
multirresistentes e hospitalares, as quais causam varias mortes por ano devido as infecgdes

hospitalares. [10], [54]-[57].
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Isso ocorre devido as AgNPs se ligarem as proteinas presentes na membrana bacteriana
e se difundirem através desta, conseguindo se ligar as suas organelas e proteinas, culminando
com a interrupgao da funcao das organelas, ocasionando um bloqueio da respiragdo celular,
mudando a morfologia da membrana e terminando na morte da bactéria. [10], [54]-[57].

Ademais, como durante o processo ocorre também a desnaturagdo do RNA e DNA
bacteriano, acaba também interrompendo o processo de multiplicagdo destas, cessando o
crescimento do biofilme. Devido ao processo de atuagdo das AgNPs, ¢ mais dificil que as
bactérias acabem desenvolvendo algum tipo de resisténcia a atuagdo dessas. A Figura 7
apresenta uma esquematizagdo do processo que levaria a morte da bactéria através da acdo nas

nanoparticulas de prata. [10], [54]-[57].
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Figura 7: Mecanismo de acdo das nanoparticulas de prata contra bactérias. Fonte: Adaptado

de Kasithevar e colaboradores (2017). [58].

Embora a prata venha sendo utilizada no tratamento de doengas inflamatérias a muitos
anos, devido ao uso mais corriqueiro na atualidade das nanoparticulas de prata em diversas
areas de consumo, como na area téxtil, embalagem de alimentos e produtos médicos, gracas a
descoberta de suas excelentes propriedades bacterianas, térmicas, Opticas e elétricas e
estabilidade quimica, muitos pesquisadores vem estudando ao longo dos anos seu impacto
quando em contato com a natureza, em relacao aos residuos contendo nanoparticulas de prata,
como seu impacto sobre a propria saude humana.[47], [S9]-[62].

Curativos utilizados no tratamento de ferimentos agudos e cronicos incorporados com

nanoparticulas de prata vem sendo objeto de estudo de alguns pesquisadores e, embora os testes
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in vitro indiquem que a depender da concentragdo utilizada estas podem apresentar efeitos
carcinogénicos, citotdxicos, inibem a proliferacdo celular e genotdxicas, muitos estudos in vivo
contrariam esses resultados. [34], [47], [59]-[62].

Estudos in vivo mostram resultados promissores como uma rapida cicatrizacdo de
feridas acometidas com infecg¢do bacteriana, proporciona uma melhor adesdo do material ao
local da lesdo e combate a atividade inflamatoria no local, impedindo que a lesdo acabe
apresentando um agravamento do seu estado inicial. Segundo a NORMA ASTM E-2180 [63],
a quantidade adequada de AgNPs para o organismo humano sem que ocasione perigo de que

ocorra intoxicacao seria de 120 pg. [34], [47], [59]-[62].
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

ApOs sofrer um trauma por queimadura, para que a pele repare essa lesdo e retome sua
integridade fisica, ¢ de fundamental importancia que esta passe por um bom processo de
cicatrizacdo. Uma vez ndo curada corretamente, o ferimento pode evoluir para uma ferida
cronica, a qual ndo responde corretamente aos tratamentos convencionais, o que acaba por
prejudicar a mobilidade do individuo, ou formar um queloide ou uma cicatriz hipertrofica,
devido ao crescimento excessivo de tecido cicatricial no local. [4].

Devido aos diversos problemas e sofrimento causados a pessoa que foi afetada e aos
custos relacionados a isso, diversas pesquisas vém sendo realizadas ao redor do mundo a fim
de aprimorar os curativos utilizados atualmente, reduzindo o tempo de cicatrizagao da pele, as
trocas diarias ou ainda reduzindo o impacto ambiental causado pelo acimulo de curativos
jogados no meio ambiente ao longo do tempo.

Nos tultimos anos, pesquisas nessa area utilizando biopolimeros de fontes naturais,
renovaveis e biodegradaveis vem ganhando forga, e dentre os varios materiais utilizados estao
o alginato de sé6dio, a fibroina de seda e as nanoparticulas de prata, normalmente em associagdo
com outros polimeros de fontes naturais ou sintéticas. Contudo, estudos onde o alginato de
sodio esta associado apenas a fibroina de seda, sdo mais escassos na literatura, incluindo os que
incorporam as nanoparticulas de prata na membrana. [10], [32], [38].

Alguns pesquisadores enfatizam as propriedades desses materiais para uso como
curativos para lesoes de queimaduras na forma de membranas. Kolev, Vassileva e Georgiev
(2017) relataram que o alginato de sddio ¢ muito utilizado no tratamento de queimaduras devido
ao seu carater homeostatico e que este apresenta uma efetividade maior quando na forma de um
material poroso do que em gel. Além também de possuir a capacidade de liberagao controlada
de farmacos, sintese de nanoparticulas e remogao de residuos, como os materiais estudados por
Rahimi e colaboradores (2019) e Kaygusuz e colaboradores (2017). [64]-[66].

Viérios pesquisadores vém unindo essas propriedades ideais do alginato de sodio para
curativos que auxiliem no processo de recuperagdes de lesdes com as de outros polimeros
naturais, o que vem apresentando bons resultados, como os obtidos por Yang e colaboradores
(2019). No trabalho desses pesquisadores, estes produziram arcabougos de alginato de sodio,
fibroina da seda e acido hialurénico que, ao ser usado em queimaduras de terceiro grau em
ratos, promoveram uma melhor reconstru¢do da pele, ao proporcionar uma maior deposicao de
colageno no local, além de favorecer um processo de cicatrizagdo mais rapido ao dar suporte a

adesdo e proliferacao de células de fibroblastos. [1].
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Em relacdo a fibroina de seda, como bem sabemos, seu uso na area médica ja ¢ relatado
a muito tempo, contudo, suas propriedades foram sendo melhor estudadas e descobertas tempos
depois. Hoje em dia, esse material ¢ um dos mais atraentes e promissores na area de biomateriais
para uso em diversas aplicagdes, como na construcao de arcaboucos de nanocomposito de
fibroina de seda/quitina/nanoparticulas de prata que foram utilizados no estudo de Mehrabani
e colaboradores (2018) devido a fibroina em associa¢do com a quitina acabar proporcionando
uma estrutura de elevada porosidade, elevada propriedade antimicrobiana e propriedades
mecanicas compativeis com o uso. [19].

A fibroina também vem sendo muito utilizada na area de curativos associada com outros
polimeros a fim de melhorar as propriedades de um determinado material que apresenta alguma
limitag¢do para uso como curativo, como os hidrogéis a base de alginato estudados por Ghalei e
colaboradores (2018). Os pesquisadores verificaram que mesmo possuindo propriedades
visadas para uso biomédico, como possibilitar o transporte de diversos agentes, como farmacos,
proteinas e aminodcidos, devido a sua estrutura de gel formar uma trama de cadeias
interpenetrantes, esta ndo permite adesdo celular e possui propriedades mecanicas baixas. A
fibroina foi entdo adicionada ao hidrogel por este conjunto apresentar semelhanga com as
estruturas do tecido humano, além de melhorar as propriedades mecanicas e interagdes células-
matriz do hidrogel. [2].

Gu e colaboradores (2013) também precisaram combinar fibroina de seda com quitosana
devido as membranas deste material puro apresentarem baixas propriedades mecanicas, gragas
a estrutura semicristalina, tornando-os frageis. A quitosana utilizada também precisou passar
por um processo de reticulagdo com alginato dialdeido (ADA), a fim de aumentar a durabilidade
do filme e sua estabilidade. A membrana obtida poderia assim atender aos requisitos para atuar
como um curativo para auxiliar na recuperagao da pele. [12].

Assim, devido ao alginato de sddio e a fibroina de seda apresentarem tais caracteristicas
promissoras para uso como curativos, como foi apresentado em varios estudos, alguns
pesquisadores estdo voltando seus olhos para a busca por materiais ecologicamente corretos
(eco-friendly) para substituir os atuais que sao utilizados de origem sintética. [67].

Algumas pesquisas foram iniciadas na area utilizando os dois polimeros, como no
trabalho de Moraes e colaboradores (2013), onde estes produziram blendas de alginato de sddio
com fibroina de seda e comprovaram que essa membrana possuia propriedades adequadas para
um curativo de alto desempenho no tratamento de queimaduras, como boa capacidade de

intumescimento, flexibilidade e capacidade de troca de vapor pela membrana. [67].
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Além disso, no ano seguinte, Moraes e colaboradores (2014) estudaram como os dois
elementos interagiam entre si na blenda e perceberam que, dependendo da porcentagem de cada
um na membrana, como os dois polimeros eram semimisciveis entre si, quando a solugdo de
alginato de sodio era produzida com dgua destilada acabava ocasionando uma separagao de fase
macroscopica, com formagao de fibrilas de FS, podendo ser observada num microscépio optico.
[38], [68].

Esse fato também foi observado por Lopes e colaboradores (2018) [68], mas quando a
solucdo era produzida com uma solu¢do de NaOH 0,1M, ocorria uma separagao de fase
microscopica, com formagdo de FS globulares, onde poderia ser estudada a possibilidade de
utilizar como carreador de farmacos ou nanoparticulas. [38], [68].

Interagdes entre sistemas de proteinas como a FS e polissacarideos como o ALG sdo
complexas e essa separacdo de fases entre esses materiais podem ser explicadas devido ambos
os polimeros serem carregados negativamente, ocasionando uma repulsao eletrostatica. Quando
esses polimeros estdo em solucdo aquosa, na separacao de fases a fibroina assume uma forma
de fibrila, ou seja, aumenta as interagdes entre FS-FS, predominando a estrutura de Silk II,
sendo mais estavel e com menos sitios ativos para interacao. Quando estes estdo em solugdo
alcalina com o NaOH, ainda ocorre repulsdo entre as cadeias mas diminuem as interagdes entre
FS-FS, predominando a estrutura de Silk I, sendo menos estdvel e com mais sitios ativos para
interacdo. [38], [68].

As nanoparticulas de prata sdo amplamente utilizadas na area de curativos devido a sua
atividade bactericida e bacteriostatica, uma vez que estas conseguem atuar até contra as
bactérias e fungos mais resistentes, diferente de alguns farmacos, o que acaba acelerando o
processo de cura do local da lesdo. [69].

Khatami e colaboradores (2018) estudaram bandagens de algodao impregnadas com
nanoparticulas de prata e 6xido de zinco sintetizadas através do café e da Prosophis fracta, uma
planta nativa da regido. As bandagens de algoddo foram impregnadas com uma suspensao
liquida contendo essas nanoparticulas, onde foram divididas em trés grupos: um contendo
apenas Ag, outro contendo apenas ZnO e o terceiro contendo uma mistura de Ag/ZnO, e tiveram
suas propriedades antimicrobianas estudadas in vitro, obtendo resultados melhores para as
bandagens com solugdo de nanoparticulas de prata. Os pesquisadores concluiram que ha um
potencial enorme na utilizagdo dessas bandagens no tratamento de feridas que sdo sensiveis a
infeccdes, devido a agdo antimicrobiana da prata, como feridas causadas por diabetes ou

queimaduras. [69].
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Além disso, alguns estudos, como no de Mohseni e colaboradores (2019), mostram que
as AgNPs auxiliam na re-epitelizacdo, no fechamento de ferimentos e na deposi¢ao de colageno
no local devido ao aumento na porcao de atomos na superficie e por motivo de estas possuirem
uma elevada area superficial. Ainda, quando comparada com a sulfadiazina de prata (SP), as
nanoparticulas de prata apresentaram uma maior biocompatibilidade com as células de
fibroblastos, o que acelerou o processo de angiogénese, re-epitelizacdo e remodelagdo do
tecido, cicatrizando mais rapido a lesao total infligida nos ratos do estudo. [36], [54], [56], [57].

Contudo, a taxa de adi¢dao de nanoparticulas de prata no sistema deve ser estudada com
cautela, uma vez que esta pode ser toxica para as células, como os fibroblastos, o que acaba
diminuindo a viabilidade celular no local e a biocompatibilidade do material, necessitando
encontrar um equilibrio entre as duas partes. [36], [54], [56], [57].

Na engenharia tecidual, a prata vem sendo incorporada em diversos meios, como
hidrogéis [55], curativos [54], [57] e arcabougos [19], [56]. No trabalho de NeSovi¢ e
colaboradores (2019), eles conseguiram fazer um hidrogel onde este liberaria uma quantidade
grande de nanoparticulas de prata num primeiro momento, com a intengao de prevenir infec¢des
bacterianas iniciais, € depois essa liberagao iria acontecer de maneira mais lenta, a fim de manter
o local da lesdo estéril por um periodo maior, favorecendo o processo de recuperagao do local.
[55], [56].

Outro exemplo de aplicagdo pode ser visto no trabalho de Balakrishnan e Thambusamy
(2019), onde estes observaram em seu estudo que a adicdo de AgNPs e riboflavina aos
arcaboucos de PVA / B-CD influenciam em sua taxa de degradagdo, além de proteger os
arcabougos da penetracdo de dgua. [55], [56].

Diante de todas as caracteristicas apresentados sobre os materiais que serdo utilizados e
das lacunas deixadas pelas poucas pesquisas voltadas para o estudo destes em conjunto, foi
construido um projeto de pesquisa de curativos no formato de membranas utilizando alginato

de sodio e fibroina de seda dopadas com nanoparticulas de prata.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Sintese das nanoparticulas de prata

Inicialmente, todas as vidrarias foram descontaminadas com dgua régia, pois
contaminantes podem ocasionar a aglomeracao das nanoparticulas, ja que atuam como sitios de
nucleacdo durante a sintese, ocasionando um aumento do diametro da particula, podendo sair
da faixa de Mie, o qual indica que nanoparticulas metalicas apresentam uma banda de
ressonancia plasmon na faixa de 380-420 nm. [34], [44].

A sintese das nanoparticulas de prata foi feita pelo método de redugao do nitrato de prata
através do acido ascorbico (6,0 x 10 M), utilizando-se o citrato de sodio (3,0 x 10~ M) como
estabilizador. Tipicamente, 8,0 mL de solu¢do aquosa de acido ascorbico e citrato de sodio foi
ajustada para pH 10,5 com NaOH 0,1 M. Em seguida, a essa solugdo, foi adicionado 0,08 mL
de AgNOs 0,1 M e o meio reacional foi posto em banho-maria a 30°C em agitagdao de 900 rpm
por 15 min. Nesse tempo, ocorreu a alteragao da cor da solucao de incolor para amarelo e depois

marrom amarelado. [70].

5.2 Preparacio das solugdes de alginato de sddio e fibroina de seda

5.2.1 Preparacio da solucio de alginato de sodio

A solucdo de alginato de sdédio (ALG) foi preparada dissolvendo-se uma massa de ALG
em um volume de uma solucao de hidréxido de sédio 0,1 M, para se obter uma concentragao
de ALG de 2% m/v. A massa de alginato foi adicionada ao volume apropriado da solucdo de
NaOH, sendo dissolvida ao maximo utilizando um bastdo de vidro, obtendo-se um gel
transparente, mas nao homogéneo e, ap6s a adi¢ao, foi deixado em repouso por dois dias para
a completa hidratagdo do alginato. Apos este tempo, a solucdo foi agitada em agitador

magnético da Kasvi por 40 minutos para garantir a completa homogeneizagao da solugao.

5.2.2 Preparacao da solucio de fibroina de seda

Inicialmente preparou-se uma solugdo ternaria 1:2:8 molar de cloreto de célcio, etanol e

agua destilada, a fim de solubilizar a fibroina na forma de po. Para isso, 68g de CaCl». 2 H-O
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foram dissolvidos em 66,7 mL de dgua destilada. Em seguida, adicionou-se 54 mL de etanol a
solucdo e 100 mL da solugdo resultante foi transferida para um sistema previamente montado
(figura 2), onde foi aquecida e estabilizada a 85°C, iniciando-se a agitacdo. A fibroina de seda
foi pesada para se obter uma concentragao de 5% m/v em relacao a solugdo ternaria, e comegou
a ser adicionada pausadamente, ficando com um tempo maximo em aquecimento, a partir do
momento de adic¢do inicial, de 1h30min, para evitar a degradacao desta.

A solugdo foi filtrada a vacuo, para remog¢ao de impurezas e fibroina nao dissolvida no
processo, € em seguida dialisada, com a finalidade de remogao do calcio presente na solugao,
uma vez que quando em contato com a solu¢do de alginato de sodio inicia o processo de
reticulagdo instantdnea. A troca da dgua destilada ocorreu a cada 24h durante um periodo de 3
dias e a solucao foi armazenada na geladeira, a fim de retardar o processo de gelificacdo. Apos
a dialise, foi determinada a concentracao da solugdo final de fibroina de seda por gravimetria,
ou seja, pesa-se um certo volume da solugdo dialisada final e evapora-se o solvente, em seguida
pesa-se o po restante e determina-se a percentagem m/v da solu¢do de FS. Fora obtido uma

solucao de concentracao 1% m/v de FS.

5.3 Preparaciao das Membranas de Alginato e Fibroina da Seda

As membranas de ALG/FS foram preparadas nas propor¢des em massa de 100:0, 90:10
e 75:25 de acordo com o trabalho de Moraes et al. (2014). [38]. Além disso, a todas essas
proporcoes, foram feitas também membranas com 2,5% e 5% de AgNPs, todas em trés
preparacgdes independentes.

Para as membranas sem AgNPs, volumes apropriados de solu¢des de ALG para preparar
as membranas (vide Tabela 1) foram colocadas em um béquer e, em seguida, foi adicionado 0,4
mL de glicerina que atua como plastificante nas membranas. Em seguida, a mistura foi agitada
em agitador magnético a 60 rpm durante 10 minutos. Ainda em agitacdo e depois de
homogeneizada a glicerina, um determinado volume de FS foi adicionado, onde a mistura foi
agitada em agitador magnético a 60 rpm durante 15 minutos. Apos a agitacdo, a solucdo foi
vertida em uma placa de Petri de poliestireno de 90 x 15 mm, coberta com filme plastico
perfurado e posto em estufa a 33°C de 5 a 7 dias.

Para as membranas contendo AgNPs, o procedimento foi o0 mesmo acrescentando uma
outra etapa de adi¢do das nanoparticulas a solu¢dao dos biopolimeros e agitando por mais 20

min a 30 rpm antes de verter a solugdo na placa de Petri.



Tabela 1: Volumes utilizados para cada propor¢ao das membranas.

SA/SF Volume SA | Volume fibroina | Volume AgNPs
100:0 25 mL 0 mL 0 mL
100:0 + 2,5% AgNps 25 mL 0 mL 0,625 mL
100:0 + 5% AgNps 25 mL 0 mL 1,25 mL
90:10 22,5 mL 5mL 0 mL
90:10 +2,5% AgNps | 22,5 mL SmL 0,6875 mL
90:10 + 5% AgNps 22,5 mL SmL 1,375 mL
75:25 18,75mL 12,5 mL 0 mL
75:25 +2,5% AgNps | 18,75mL 12,5 mL 0,7812 mL
75:25 + 5% AgNps 18,75mL 12,5 mL 1,5625 mL

Fonte: Autor (2022).

5.4 Estabilizacio das membranas
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Como tanto o alginato de sddio como a fibroina de seda sdo materiais soliveis quando

em contato com a dgua e o meio ao qual as membranas estardo em contato, a pele, € rica em

agua e o processo de cicatrizacao da pele também depende muito da presenca dessa substancia,

foi necessario utilizar uma solucao que fosse capaz de estabilizar os grupos funcionais do SA e

SF e deixa-las menos soluveis quando em contato com a agua. Nesse caso, foi utilizada a

solugdo adaptada de Paiva (2009) por De Moraes (2014), que consiste em uma solucdo de

H>SO4 0,1 M em etanol 50%, ou seja, foi produzida uma solugdo de etanol 50% em 4agua e

depois calculado o volume que seria necessario ser pipetado do acido sulfurico concentrado

para que ao ser adicionado a solugdo de etanol 50%, este tivesse a concentracdo desejada de 0,1

M. [38], [71].
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Apos a evaporacdo dos solventes na estufa, as membranas se encontravam aderidas ao
fundo das placas de petri, sendo soltas com o auxilio de uma espatula. Entdo em cada placa
foram pipetados 20 mL da solu¢do estabilizadora, volume suficiente para cobrir bem as
membranas, onde foram deixadas submersas por 24h, depois lavadas com agua destilada e
deixadas submersas em 20 mL de 4gua destilada por mais 24h para comprovacdo da

estabilizacdo das membranas.

5.5 Caracterizacao das amostras

5.5.1 Espectrofotometria no UV-VIS

Os espectros de absor¢ao na regido do UV-VIS da amostra de nanoparticulas de prata
produzidas foram medidos utilizando cubetas de quartzo no espectrofotdmetro da Perkin Elmer
modelo Lambda 45. Foi realizada uma varredura na regiao de 300-600 nm em temperatura

ambiente.

5.5.2 Microscopia eletronica de transmissao — MET

A andlise das nanoparticulas no MET foi obtida através de um microscopio JEOL
modelo 2100 operado em uma voltagem de 200 kV, através do gotejamento das nanoparticulas
em suspensao em uma tela de cobre recoberta por formva e uma camada de carbono, e posto na

estufa a 50°C para evaporacao do solvente.

5.5.3 Microscopia eletronica de varredura — MEV

A morfologia da superficie das membranas foi estudada utilizando um microscéopio
eletronico de varredura Jeol, modelo JSM 6390LV/LGS com uma tensao de aceleracao de 10-
20 kV, onde as membranas foram previamente metalizadas uma vez que polimeros ndo sao

condutores.
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5.5.4 Termogravimetria (TGA)

A andlise térmica dos polimeros na blenda foi avaliada através do equipamento
Shimadzu, Modelo: TGA-50, em uma faixa de temperatura de 25-500°C com uma taxa de

aquecimento de 10°C/min e utilizando uma atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.

5.5.5 Intumescimento

O grau de intumescimento (GI) foi determinado gravimetricamente onde amostras de
2,5 cm de diametro das membranas foram pesadas secas (wi) e em seguida foram imersas em
100 mL de agua destilada e pesadas nos tempos de 15, 30 e 60 minutos (wf). O intumescimento

(%) foi calculado através da Equacao 1.

Wf-
wi

GI = x 100 (1)

5.5.6 Transmissiao (TVA) e permeacio ao vapor de agua (PVA)

A transmissdo e permeabilidade ao vapor de agua (TVA) e (PVA) foram determinadas
de acordo com ASTM E 96M (2005), onde as amostras foram presas em um recipiente com

2 contendo o dessecante cloreto de célcio anidro em um

area de permeacdo de 12,85 cm
dessecador contendo solucao aquosa saturada de NaCl, a 75% de umidade relativa. As amostras
foram pesadas a cada 24 h, durante 5 dias. A TVA foi determinada através da Equagdo 2 e PVA
através da Equacao 3, sendo: Am a variacdo da massa em gramas, At o tempo em dias, A area
de teste, em m?; S a pressdo de saturagdio do vapor d’dgua (Pa) e R1-R2 a diferenga de umidade

relativa, em %.

Am
TVA=--(2)

TVA
PVA = S (R1-R2) 3)
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5.5.7 Teste in vitro com Bactérias

Foram ainda realizados testes da atividade microbiana através do método de Santos et
al. (2022) modificado. Culturas Overnight (35°C £2) em 5 mL de caldo Brian Heart Infusion
(BHI) foram ajustados para padrao 0,5 de Mac Farland, 100 pL foram inoculados em placas de
Petri contendo 4 mm Agar Muller-Hinton (pH 7,2-7,4) previamente solidificado e semeado
usando al¢a de Drigalsky, onde discos das membranas com 1 cm? (controle negativo) foram
postos sobre a superficie do meio contendo os microrganismos. O controle positivo foi utilizado
o antimicrobiano gentamicina 10ug/mL - 120ug/mL com atividade conhecida para cepas
padrao ATCC. A atividade antimicrobiana sera avaliada pela mensuragao dos halos de inibicao,

em milimetros.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Aparéncia fisica das membranas

As solugdes de alginato puro e das blendas produzidas neste trabalho possuiam um
aspecto transparente apenas ficando ligeiramente amarelado com a adicdo das nanoparticulas
de prata, intensificando a coloragao com o aumento da concentracao de nanoparticulas. Apos a
secagem das solugdes e producdo das membranas, desde as de alginato puro até as blendas e
dopadas com nanoparticulas, estas apresentaram uma aparéncia que variou do transparente até
um levemente leitoso amarelado com o aumento da fibroina e das nanoparticulas, além de
possuirem um aspecto liso, uniforme e serem bastante flexiveis, como mostra a Figura 8 a

seguir.

Figura 8: membranas de alginato de sodio (esquerda) e blenda 90/10 (direita).

Fonte: Autor (2022).

6.2 Caracterizacoes das nanoparticulas de prata

Ao produzir uma suspensdo de nanoparticulas de prata, esta apresenta uma cor
caracteristica que ¢ decorrente do tamanho das particulas que foram formadas durante o
procedimento. Esta cor pode variar desde o amarelo que indicam particulas na escala
nanométrica até chegar na cor prata na escala macroscopica quando had aglomeragdo dessas

particulas. Obviamente que suspensdes na cor amarela sdo as desejaveis ja que indicam
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particulas de prata em tamanhos nanométricos menores. A suspensao de nanoparticulas de prata
produzidas nesse trabalho, possuia uma coloragdo amarela amarronzada (vide Figura 9), o que

poderia indicar um possivel grau de aglomeragao das nanoparticulas. [72].
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Figura 9: A) Aspecto da suspensao de nanoparticulas de prata obtida. A) Espectro UV-Vis da
suspensao. Fonte: Autor (2022).

Para se obter mais informacgdes acerca dessa solucdo, foi feito o espectro UV-Vis da
suspensao de nanoparticulas obtida. Sendo assim, a suspensao foi diluida para que o0 maximo
de absorcao ndo ultrapassasse a faixa de linearidade da Lei de Beer-Lambert e o espectro obtido
¢ apresentado na Figura 9 B). Observa-se um espectro de banda tnica e relativamente larga,
com maximo de absor¢cdo em torno de 409 nm. Esta largura de banda sugere uma distribui¢cdo
de tamanhos de particulas maior.

Conforme a teoria de Mie, que diz que nanoparticulas que apresentam uma forte e tinica
banda com maximo de absor¢ao plasmodnica na faixa de 380 a 420 nm, sdo esperados quando
estas possuem diametros menores do que 40 nm e uma morfologia esférica, sup0s-se que a
suspensao obtida nesse trabalho também possuiria formato esférico e diametro médio dentro
dessa faixa. [72]-[76].

Essa teoria também foi utilizada por outros pesquisadores como Ranoszek-Soliwoda e
colaboradores (2019), Badi’ah e colaboradores (2019) e Farooqi e colaboradores (2018), onde

estes obtiveram as nanoparticulas por diferentes métodos, como através da utilizagao de extrato
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vegetal e utilizando microgéis preparados por polimerizagao por precipitacdo de radicais livres
como microrreatores para a sintese das nanoparticulas. Os pesquisadores obtiveram resultados
de maxima absor¢do dentro dessa mesma faixa, onde acabaram caracterizando suas
nanoparticulas como de formato esféricas pela teoria de Mie, sendo posteriormente
comprovadas por outras técnicas como por microscopia eletronica de varredura por transmissao
(MEVT) e microscopia eletronica de transmissdo (MET). [72]-[76].

Observa-se que a absor¢ao centrada em 409 nm ¢ um indicativo de que as AgNPs
sintetizada estavam em tamanho nanométrico. Assim, para particulas que possuirem diametros
maiores, a banda plasmonica tende a se deslocar para regides de menor energia e maior
comprimento de onda.

Assim, a fim de se avaliar se as nanoparticulas produzidas realmente possuiriam formato
esférico, o tamanho médio das nanoparticulas obtidas e como estavam distribuidas no meio, foi
realizado o estudo morfoldgico através da técnica de microscopia eletronica de transmissao
(MET). Observando-se a Figura 10, percebe-se que as nanoparticulas possuem tamanhos
variados e alguns conjuntos de aglomerados, o que pode ter sido resultado de um baixo processo
de estabilizacao do citrato de s6dio durante a sintese, o que pode ter acabado provocando um
crescimento descontrolado de algumas das particulas no meio. [77].

Ademais, estas apresentaram uma morfologia predominantemente esférica ou
semiesférica, como tinha sido pressuposto devido ao maximo de absor¢ao no UV-Vis estar

dentro da faixa de maxima absor¢ao de plasmon da Teoria de Mie para nanoparticulas esféricas.
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Figura 10: Imagens do MET das AgNPs em meio aquoso (acima) e grafico histograma do

diametro (nm) das AgNPs (abaixo). Fonte: Autor (2022).

A variacao de tamanhos de particulas também pdde ser observada pelo histograma de
distribuicdo de tamanho médio das particulas, onde dentro de um grupo de 300 nanoparticulas
analisadas via o programa Image J, estas apresentaram um didmetro minimo de 8,3 nm e
maximo de 93 nm, mostrando que houve uma polidispersividade devido a ampla distribuicao
de tamanho durante a sintese, mas apresentando uma densidade de particulas maior para
diametros menores. O tamanho médio obtido foi de 40 nm, dentro do esperado pela Teoria de
Mie, corroborando com o resultado obtido por UV-Vis.

Através dos dados coletados por intermédio das técnicas aqui utilizadas, pode-se afirmar
que a sintese das AgNPs pelo método da redugcdo com acido ascorbico e estabilizagdo com

citrato foi bem-sucedida.

6.3 Microscopia eletronica de varredura — MEV

As membranas produzidas foram submetidas a microscopia eletronica de varredura a
fim de avaliar sua morfologia, verificando e comparando o comportamento das membranas

puras e ao dopa-las com nanoparticulas de prata em diferentes concentragdes.
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A sequéncia de imagens da Figura 11- a, b e ¢ mostram a morfologia da membrana de
alginato puro (ALG 100:0) em diferentes magnificagdes. Percebe-se que esta se apresenta com
uma superficie homogénea e densa, levemente rugosa, rugosidade essa que pode ser atribuida
a presenca ¢ acao da glicerina, a qual pode acabar provocando uma ligeira lixiviagao da
superficie, como foi constatado no trabalho de Moraes e colaboradores (2014), onde estes ao
produzir blendas de fibroina de seda e alginato de sddio com e sem glicerina, observaram-nas

no MEV, e apenas as membranas que possuiam glicerina apresentaram essa rugosidade. [38].

X10,000 1pm

Figura 11: Micrografias das membranas produzidas de alginato puro em diferentes

magnifica¢des. Fonte: Autor (2022).

A sequéncia de imagens da Figura 12- a, b e ¢ mostram a membrana de alginato com
adicdo de 2,5% de AgNPs (100:0 2,5%) também em diferentes magnificagdes. E possivel

verificar uma possivel presenca de nanoparticulas de prata na superficie € um pouco abaixo
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dela em pequenas aglomeracdes esféricas, o que poderia indicar que a incorporagdo das

nanoparticulas misturando diretamente na solu¢ao pode ser viavel para o alginato. [78].

10kV  X10,000 1pm

Figura 12: Micrografias das membranas produzidas: a, b e c- ALG 2,5% AgNPs. Fonte:
Autor (2022).

A presencga das nanoparticulas aglomeradas esféricas também foi verificada no trabalho
de Luyt e Mokhena (2017), onde estes fizeram nanofibras da blenda de alginato de sodio e
polietileno 6xido sendo posteriormente imersas em uma solu¢do de quitosana-AgNPs 1% por
5 minutos. Ao observar no MEV, verificaram particulas esféricas na superficie das nanofibras
cobertas com uma camada fina de quitosana, a qual atribuiram essas esferas a prata aglomerada.
[78].

As imagens da sequéncia da Figura 13- a, b e c representam a membrana 90/10
(ALG/SF) pura, onde pode-se verificar que ha uma pequena separagao de fases microscopica,

melhor verificado em maiores magnificacdes, aparentando terem um formato aproximadamente
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esférico, como também foi verificado no trabalho de Moraes e colaboradores (2014), onde estes
constataram que para blendas em que o volume de FS seja menor do que 25%, a separacdo de

fases microscopica ocorre de forma globular e para maiores volumes formam fibrilas. [38].

-
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Figura 13: Micrografias das membranas produzidas: a, b e c- 90/10 puro. Fonte: Autor

(2022).

Isso ocorre devido a solugdo alcalina do ALG acabar diminuindo as interacdes entre a
fibroina consigo mesma, onde as interagcdoes FS-FS acabavam ocasionando uma separagdo de
fase macroscopica, mas ndo diminuia a repulsdo entre os grupamentos do alginato e da fibroina,
0 que acabava promovendo uma separacgao de fases microscopica. [38].

Nesse trabalho também indica que a presenga da glicerina na blenda acaba promovendo
uma melhor interagdo intermolecular entre a fibroina e o alginato. No caso da membrana de

90/10 deste trabalho, a formacdo da separagdo de fases ndo ocorreu de forma mais intensa
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devido a baixa concentracdo de fibroina presente na solugdo, uma vez que a solugao de fibroina
obtida foi de apenas 1%. [38].

Na sequéncia de imagens da Figura 14- a, b e ¢ estdo representadas membranas 90/10
(ALG/FS) dopadas com 2,5% de nanoparticulas de prata (90:10 2,5%), onde pode-se observar
melhor a separagdo de fases globular e um leve aumento da rugosidade da superficie, a qual
poderia ser atribuida a presenca das AgNPs, as quais poderiam se acomodar nas regides de
microdominio formados pela separacdo de fase e promover interagdes interfaciais entre as

nanoparticulas e as cadeias da fibroina.

15kV  X5,000 5pm

15kV  X10,000 1pm

Figura 14: Micrografias das membranas produzidas: a, b e c- 90/10 2,5% AgNPs. Fonte:
Autor (2022).

Essa ocorréncia também foi observada nos trabalhos de Wang e colaboradores (2014) e
Lin e colaboradores (2015), em que o primeiro utilizou 6xido de grafeno e o segundo quantum

dots em uma solucdo de fibroina de seda, onde tanto o 6xido quanto os quantum dots se
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distribuiram uniformemente no dominio amorfo da fibroina e acabaram criando uma forga entre
eles, como ligagdes de hidrogénio entre os grupos polares amino da fibroina e os grupos
funcionais do 6xido de grafeno e o grupo -COO" dos quantum dots, que acabaram promovendo
uma estrutura cristalina no material. [79], [80].

Observando as imagens da Figura 15- a, b e ¢ que representam as membranas 90/10
(ALG/FS) dopadas com 5% de AgNPs, percebe-se que houve um aumento da rugosidade da
superficie da membrana e do grau de aglomeragdo com o aumento da concentracao de
nanoparticulas no sistema, aumento que também foi verificado em outros estudos como em Li
e colaboradores (2017), Patil e colaboradores (2018) e Lan e colaboradores (2020). [3], [81],
[82].

20kV

Figura 15: Micrografias das membranas produzidas: a, b e c- 90/10 5% AgNPs. Fonte: Autor
(2022).
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Estes pesquisadores também citaram que esse aumento na rugosidade poderia aumentar
a capacidade de adsor¢do de proteinas na superficie do material e melhorar a proliferagao
celular, ou seja, poderia acelerar o processo de cura da pele através da adsorcao de células na
superficie do material e multiplicagdo para fechamento da lesao. [3], [81], [82].

As membranas 75/25 puras sdo representadas na sequéncia da Figura 16- a, b e c. Nota-
se que houve uma mudanca no formato da separagcdo de fases entre ALG/FS, passando de
globular para o formato de fibrilas, podendo ter acontecido devido a maior porcentagem de
fibroina nessa membrana, o que acabou sendo o contrario do que foi encontrado por Moraes e

colaboradores (2014) em seu trabalho. [38].

PR
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Figura 16: Micrografias das membranas produzidas: a, b e c- 75/25 puro. Fonte: Autor

(2022).

Para a mesma porcentagem utilizada para essa membrana, ainda foram visualizados os

glébulos ao invés das fibrilas pelos pesquisadores, contudo, a concentracdo da solugdo de
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fibroina de seda obtida por Moraes foi de 2% enquanto a obtida nesse trabalho foi de 1%, entao
poder-se-ia supor que devido a necessidade de adicionar um volume maior da solucdo de
fibroina na blenda, acabou alterando o pH da solucdo alcalina do alginato, ocasionando na
mudanca de conformagdo de Seda I que possui mais sitios ativos para interacdes, para a
conformac¢do Seda I, com menos sitios ativos, onde a fibroina acaba gerando mais interagdes
FS-FS que tinham sido diminuidas anteriormente. [38].

Lopes, Moraes ¢ Beppu (2018) propuseram uma outra explicagdo, uma vez que
obtiveram o mesmo resultado, onde estes presumiram que o evento poderia ocorrer devido a
propria presenca do alginato, pois este ¢ um componente hidrofilico, que acabaria estimulando
as interagoes entre a fibroina. [68].

A sequéncia a, b, ¢, d, e, f da Figura 17 representam as membranas 75/25 (ALG/SF)
dopadas com 2,5 (75:25 2,5%) e 5% (75:25 5%) de nanoparticulas de prata respectivamente.
Percebe-se que ndo ¢ mais possivel verificar com tanta clareza a separacao de fases, apenas um
aumento da rugosidade da superficie, como foi verificado anteriormente para as membranas
90/10 2,5 e 5%, fato que poderia ser atribuido a mesma explicacdo, onde as nanoparticulas
poderiam ter a tendéncia a se aglomerar nas regioes de microdominio entre as fases e formariam
interagdes interfaciais entre os polimeros da blenda, fazendo com que a rugosidade superficial

aumentasse com o aumento da presenca das nanoparticulas no sistema.

£
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15kV  X2,500

15kV  X5,000 5pm

Figura 17: Micrografias das membranas produzidas: a, b e c- 75/25 2,5% AgNPs e d, e, f-
75/25 5% AgNPs. Fonte: Autor (2022).

6.4 Termogravimetria (TGA)

As propriedades térmicas das blendas foram avaliadas por TGA a fim de se determinar
o efeito das AgNPs inseridas nas diversas membranas. Como o objetivo do trabalho ¢ a
aplica¢dao das membranas como curativo de pele, o foco principal se daria em relagdo a primeira
etapa de perda de massa, uma vez que a temperatura das membranas em contato com as lesdes
nao ultrapassaria 50 °C, contudo, também foram estudadas as demais etapas de perda de massa
para melhor entendimento do efeito causado pela adi¢do das ananoparticulas de prata na
membrana.

Observando o grafico de TGA e DTG referente as membranas de alginato puro e

dopadas com nanoparticulas na Figura 18, existe uma perda de massa inicial na regidao de 40-
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100 °C referente a perda de umidade da membrana, o que se pode observar no grafico, inclusive
com mais intensidade no DTG da membrana pura, a qual teve uma perda de massa de 38,8%,

vide Tabela 2, uma vez que estas estavam armazenadas em um ambiente com maior umidade.

Tabela 2: Porcentagens de perda de massa relativas a cada faixa de temperatura para a

membrana de alginato pura e dopadas.

Composicao da Perda de massa Perda de massa
Membrana 40-100 °C 160-300 °C
ALG puro 38,8 % 26,7%
ALG 2,5% AgNPs 3,5% 41,8%
ALG 5% AgNPs 9% 47,1%

Fonte: Autor (2022).

Ja a segunda perda de massa que se inicia na faixa de 160-300°C e tende a finalizar na
faixa de 320-500 °C, se refere a degradagao principal das cadeias do polimero, ocorrendo o
rompimento das ligagdes C-H formando residuos carbdnicos, além da perda de agua interna.

Contudo, para 0 ALG 5% a temperatura de inicio ¢ levemente deslocada para menores
temperaturas, sendo melhor visualizado pelo seu DTGA, assim como teve uma maior
porcentagem de perda de massa dessa faixa, o que poderia indicar que a interagao das AgNPs
com o ALG diminui um pouco a estabilidade térmica do polimero. [20].

Além disso, notou-se que para as membranas de alginato puro, a adicdo de
nanoparticulas no sistema acabou provocando uma maior degradacao da cadeia do ALG quando
comparado a este sem AgNPs, aumentando a porcentagem de perda de massa com o aumento
da dopagem de nanoparticulas, o que pode acabar refor¢ando que as interagdes formadas
somente entre os grupamentos do alginato com as nanoparticulas acaba diminuindo sua
estabilidade térmica.

Segundo o trabalho de Lima (2018) e Eghbalifam e colaboradores (2015), esse
fenomeno ocorreria devido as cargas das nanoparticulas acabarem interagindo e
desorganizando a matriz do alginato, afastando suas cadeias, evento semelhante com o que
ocorre quando se adiciona um plastificante ao sistema, fazendo com que o calor absorvido pelo

material acabe se distribuindo com uma maior facilidade e rapidez pelo interior do alginato e
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seja iniciado a degradacdo de suas cadeias a uma menor temperatura, uma vez que ha menos
barreiras a serem vencidas. [83], [84].

Além disso, para a membrana com 5% de AgNPs, ocorre ainda uma terceira perda de
massa, que pode ser associada com a decomposi¢do do material em 6xido de sodio, liberando
CO2, a qual segundo outros estudos como de Ramontja (2016) e a Eivazzadeh-Keihan e
colaboradores (2020) ocorreria na faixa de 550 até quase 820 °C. Essa antecipagdo pode ter
ocorrido devido as interacdes das AgNPs com o alginato, onde uma maior porcentagem de
nanoparticulas no sistema acaba provocando uma maior desorganizagdo da cadeia de alginato,
diminuindo assim a energia necessaria para que se inicie a degradacao e com isso diminuindo

sua estabilidade térmica a altas temperaturas. [20], [85].
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Figura 18: A) Grafico TGA e DTGA das membranas ALG puro. B) Grafico TGA e DTGA
das membranas ALG 2,5% AgNPs. C) Grafico TGA e DTGA das membranas ALG 5%
AgNPs. Fonte: Autor (2022).

Indo para o estudo das blendas de 90/10 (ALG/FS) pura e dopadas com nanoparticulas,
onde os graficos podem ser visualizados através da Figura 19, a primeira perda de massa ocorre
na mesma faixa de perda de umidade como aconteceu com o alginato puro, entre 40-100 °C,
assim como a segunda perda de massa, referente a degradacao da cadeia do alginato, ocorre na
faixa de 160- 300 °C. Diferente do que ocorreu no ALG puro, ndo houve deslocamento do inicio
da temperatura de degradacdo das cadeias com a dopagem de 5% de AgNPs. As porcentagens

de perda de massa estdo relatadas na Tabela 3.

Tabela 3: Porcentagens de perda de massa relativas a cada faixa de temperatura para as

membranas 90/10 pura e dopadas.

Composicao da Perda de massa Perda de massa Perda de massa
Membrana 40-100 °C 160-300 °C 270-320 °C
90/10 puro 1,3% 35,1% 11,5 %

90/10 2,5% AgNPs 2% 41,3 % 32%
90/10 5% AgNPs 6,6 % 34,2 % 9,5%

Fonte: Autor (2022).
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Isso pode indicar que a blenda se mantém mais estavel a adi¢cdo das nanoparticulas em
relagdo a sua temperatura do que o polimero puro devido as AgNPs acabarem interagindo em
uma maior quantidade com os grupamentos da fibroina do que com os do alginato, onde estas
poderiam acabar formando por exemplo ligagdes de hidrogénio com os grupos polares amino
da fibroina, como foi mostrado por outros pesquisadores anteriormente.

Ainda, na blenda ¢ observado, para todas as concentragdes, uma terceira perda de massa
logo ap6s a segunda, na faixa de 270-320 °C, a qual seria, segundo a literatura, referente a
degradacao da fibroina de seda presente no material, contudo levemente deslocada para a
esquerda, como também foi verificado no estudo de Moraes e colaboradores (2014). [38].

Nesse trabalho os pesquisadores sugeriram que esse deslocamento da temperatura de
degradacao da FS para menores temperaturas poderia indicar que a interagdo entre os dois
polimeros ¢ mais fraca, talvez devido as suas cargas negativas acabarem provocando repulsao
entre as cadeias, causando uma separa¢do de fases, como j& observado anteriormente pelas
imagens de MEV através do aparecimento da separagcdo de fases microscopica de forma
globular para as membranas de 90/10 e como fibrilas paras as membranas de 75/25. [38].

Para a etapa de degradacdo da fibroina na blenda, percebe-se que a presenga das
nanoparticulas acabou aumentando a estabilidade térmica da FS uma vez que ocorreu uma
menor porcentagem de perda de massa quando comparada a blenda pura. Isso pode ter
acontecido devido a interacdo que surgiu entre FS-AgNPs, onde pode ter ocasionado um
aumento no grau de organizacao das moléculas, necessitando de uma maior energia para que

ocorra sua degradacao.
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Figura 19: A) A) Grafico TGA e DTGA das membranas 90/10 puro. B) Grafico TGA e
DTGA das membranas 90/10 2,5% AgNPs. C) Grafico TGA e DTGA das membranas 90/10
5% AgNPs. Fonte: Autor (2022).

Por ultimo, as blendas 75/25 (ALG/FS), Figura 20, tiveram o mesmo comportamento
das 90/10 em relacdo as perdas de massa nas mesmas faixas de temperatura, vide Tabela 4,
apenas diferenciando na perda de massa na regido da fibroina por apresentar uma banda mais
larga de 270-340 °C, devido a maior presenga de fibroina nessa blenda e um menor percentual

de perda de massa em cada um dos pontos, o que pode indicar uma maior estabilidade da blenda
devido a maior presenga de fibroina.

60
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Tabela 4: Porcentagens de perda de massa relativas a cada faixa de temperatura para as

membranas 75/25 pura e dopadas.

Composicdo da Perda de massa Perda de massa Perda de massa

Membrana 40-100 °C 160-300 °C 270-320 °C
75/25 puro 1,5 % 37,7 % 7,9 %
75/25 2,5% AgNPs 1,2% 37,1% 8,4 %
75/25 5% AgNPs 45,6 % 18,9 % 2,8%

Fonte: Autor (2022).

Em relagdo a adicdo de AgNPs, notou-se que na faixa de degradacao do alginato, houve
uma leve diminuicdo na percentagem de perda de massa, o que pode indicar uma maior

estabilidade da membrana.
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Figura 20: A) Grafico TGA das membranas 75/25 puro e dopadas com 2,5 e 5% de AgNPs.
B) Grafico DTGA das membranas 75/25 puro e dopadas com 2,5 e 5% de AgNPs. Fonte:

Autor (2022).

6.5 Teste de intumescimento

A capacidade de um material de conseguir absorver uma alta taxa de fluidos permite

informar se este pode ser utilizado como matéria-prima para uso na area de curativos, uma vez

que essa caracteristica permite uma aceleragdo no processo de regeneragdo da pele ao absorver

o exsudato produzido no local e promover a livre circulagao de células, nutrientes e remog¢ao

de residuos. [3].

A Tabela 5 apresenta as médias dos resultados obtidos mais ou menos o desvio padrdo

(SD) para as membranas das blendas puras e dopadas com nanoparticulas de prata, realizado

em triplicata, para o teste de intumescimento, nos tempos de 15, 30 e 60 minutos em contato

com agua destilada.
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Tabela 5: Resultado do ensaio de intumescimento das blendas.

Composicao da Meédia (%) + SD Média (%)+ SD Média (%)+ SD
Membrana (15 min) (30 min) (60 min)
90/10 puro 120+ 4 124+ 4 132+4

90/10 2,5% AgNPs 97 +3 97+3 100£3

90/10 5% AgNPs 1061 1071 109+1

75/25 puro 74 +1 74 +2 79+2

75/25 2,5% AgNPs 80+ 1 82+1 89+1

Fonte: Autor (2022).

A blenda de 90/10 pura teve uma percentagem de absor¢ao de fluido maior do que a de
75/25, o que ja era esperado, uma vez que o alginato de sédio possui uma capacidade de
absorcao de fluidos maior devido a presenca de grupos carboxila e hidroxila em sua estrutura,
0 que permite a formacao de ligagdes de hidrogénio com as moléculas de agua, tornando-o
altamente hidrofilico. [38].

A fibroina de seda, diferentemente, tem sua estrutura formada por aminoacidos
hidrofébicos, que tende a interagir entre si, ocasionando o dobramento da fibroina, como pdde
ser verificado nas imagens do MEV para a membrana 75/25, onde esta acabou formando uma
separacao de fases em forma de fibrilas ao invés de globular. Assim, quanto maior a
porcentagem de FS na membrana, menor sera sua capacidade de absor¢ao de fluidos. [38].

O resultado obtido para o grau de intumescimento para as membranas puras se mostrou
menor do que o que foi obtido por Moraes e colaboradores (2014). Isso pode ter ocorrido devido
ter acontecido um maior grau de reticulagdo das membranas nesse trabalho durante o processo
de estabilizacdo com a solucao de H>SO4 0,1 M em etanol 50%, fazendo com que menos
grupamentos hidrofilicos -OH do alginato estivessem livres para interagirem com a agua. [38],
[81].

O grau de reticulacao do material pode sofrer influéncia de véarios fatores, como pelo
tempo do procedimento, onde um maior tempo acaba aumentando o grau de reticulagdo, a
natureza do reticulante, caso ele tenha uma maior ou menor capacidade de reticulagdo de
determinada substincia, e pela concentracdo utilizada desse reticulante, onde uma maior

concentracgao resultaria em um maior grau de reticulagado. [38], [81].
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A capacidade de intumescimento do material reflete diretamente no poder plastificante,
ou seja, de promover a mobilidade das cadeias poliméricas, que a propria 4gua terd no material.
Um menor grau de intumescimento significaria um menor grau de retencao de dgua por suas
cadeias, provocando um menor afastamento da rede e consequentemente uma menor
mobilidade desta, o que pode ter acontecido para as membranas das blendas sem dopagem com
nanoparticulas. [67].

Em relagao as membranas 90/10 dopadas com AgNPs, verificou-se que houve uma
ligeira queda na porcentagem de absorc¢ao de 4gua comparado com a membrana sem dopagem,
aumentando novamente com o aumento na concentracao de nanoparticulas no meio. Isso pode
ter acontecido devido as AgNPs possivelmente se acomodarem nos microdominios e promover
interacOes interfaciais entre os polimeros, restringindo os sitios reativos, diminuindo a
capacidade de absor¢ao de agua. [86].

Por outro lado, uma maior dopagem acaba também aumentando a rede polimérica ao
afastar as cadeias dos polimeros, desorganizando suas matrizes e consecutivamente os espacos
livres que ja existiam na rede devido a separagao de fases microscopica, facilitando novamente
a capacidade de absorcao de fluidos mesmo havendo a acdo das AgNPs como promotor de
interagdes interfaciais entre os polimeros. [86].

Esse aumento na rede polimérica também pode explicar um maior grau de
intumescimento para as membranas 75/25 dopadas, uma vez que para a blenda pura a maior
adicao de fibroina no sistema pode ter acabado alterando o pH da solucao alcalina do alginato,
ocasionando na mudanga de conformagdo de Seda I anteriormente obtida pela fibroina, que
possui mais sitios ativos para interagdes, para a conformacao Seda II, mais estavel e com menos
sitios ativos, uma vez que a fibroina acaba gerando mais interacdes FS-FS, o que diminuiu a
absor¢ao de agua na blenda pura.

Contudo, ao dopar a membrana com AgNPs, as nanoparticulas ao interagirem com 0s
polimeros presentes podem ter provocado também um afastamento de sua rede polimérica,

expondo mais sitios ativos disponiveis para interacao.

6.6 Teste de transmissiao de vapor de agua (TVA) e de permeabilidade (PVA)

Determinar a taxa de transmissao de vapor de agua de um curativo ¢ significativo uma
vez que informa se este se encontra na zona adequada de controle de perda de dgua e permeagao
de gases que possam ajudar no processo de cicatrizagdo ideal da lesdo. Um curativo ndo pode

permitir uma alta taxa de transmissao, uma vez que isso acaba ocasionando na perda rapida de
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umidade, provocando dor uma vez que vai acabar expondo as terminacdes nervosas lesionadas
e produzir cicatrizes, € também nao pode ter uma baixa taxa de transmissdo, uma vez que vai
acumular exsudato no local, diminuindo a fixa¢gdo do curativo no local, aumentando a chance
de infecgdo e consequentemente retardando o processo de cura da pele. [3].

A fim de focalizar os testes para as membranas que apresentaram os melhores resultados
em relacdo aos testes anteriores, foram realizados e determinados os testes de taxas de
transmissdo de vapor d’agua e de permeagdo ao vapor das membranas puras e dopadas com 5%
de AgNPs (vide Figura 21 e Tabela 6) e seus resultados indicam que estas estdo na faixa de
curativos comerciais como o curativo a base de hidrogel da Bard®, o qual possui valores de
TVA na faixa de 50+19 g/m?d, e o curativo Hidrocoldide Dermiflex® da Johnson & Johnson®,
o qual possui valores de TVA na faixa de 76+5 g/m?*d o que torna as membranas aqui preparadas
boas candidatas a curativos de pele. [34].

Os valores apresentados na Tabela 6 sdo médias mais ou menos desvio padrao (SD) de

trés experimentos independentes.

Figura 21: Teste de TVA e PVA para as membranas. Fonte: Autor.
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Tabela 6: Resultados de transmissao e permeagdo de vapor d’agua para as membranas.

Composicdo da TVA (g/dia.m?) PVA x 10% (g./m?

Membrana média + SD dia.Pa) média + SD
90/10 puro 105 + 26 2,0+0,5
90/10 5% AgNPs 6716 1,3+£0,1
75/25 puro 288+ 8 43+0,1
75/25 5% AgNPs 149+ 11 3,0£0,2

Fonte: Autor (2022).

Pacheco e colaboradores (2020) em seu trabalho também verificaram a capacidade de
manuseio de fluidos, semelhante aos dados de PV A obtidos nesse trabalho, de uma membrana
multicamada composta por fibroina de seda, quitosana e alginato, obtendo resultados na faixa
de 2.39 a 2.55 g/10 cm® /24 h, estando dentro de uma faixa 6tima de drenagem de fluidos
sugerida por diversos autores, onde estes indicam que a drenagem de cerca de 50% de exsudato
produzido por determinada lesdo durante o dia e que possua um tamanho de 10 cm? seria de
2,5g. [87].

Nesse trabalho, Pacheco ainda exibe os resultados obtidos por outros pesquisadores que
foram mais altos do que os seus, como os de Zhang e colaboradores (2017) para filmes de
fibroina de seda onde encontraram resultados de 8.81 g/10 cm? /24 h e Estevam e colaboradores
(2012) para filmes de quitosana 2% (w/w), onde encontraram resultados na faixa de 6.67 g/ 10
cm? /24 h de manuseio de fluidos. [87].

Os resultados elevados obtidos por esses pesquisadores podem ter sido influenciados
pelo grau de reticulacdo que ocorreu para esses filmes, onde um menor ou nenhum grau
significam uma alta capacidade de permeacdo de vapores através do material, contudo isso
também acaba influenciando em uma rapida degradagao do curativo quando em contato com a
lesdo, uma vez que ambos alginato e fibroina de seda sao soluveis em agua. [87].

Assim, como os resultados obtidos no presente trabalho se encontram proximos dessa
faixa ideal, principalmente para as membranas 75/25 puras e dopadas com nanoparticulas de
prata, estes seriam materiais promissores para utilizagdo na area de curativos. [87].

Houve também uma diferen¢a nos valores de TVA e PV A entre as membranas de 90/10
e 75/25, onde aquelas com uma maior adi¢dao de fibroina obtiveram melhores resultados de

permeagdo de vapores de agua. Esse efeito também foi obtido por Moraes e colaboradores
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(2013) onde estes trabalharam com membranas de alginato de sodio reforcadas com fibroina de
seda em forma de fibras em propor¢des de 20, 40 e 60%. [67].

As membranas contendo apenas 20% de fibroina obtiveram os menores resultados de
transmissao, aumentando os resultados com o aumento de FS na membrana, ao contrario dos
resultados que obtiveram para os testes de intumescimento, como foram verificados no presente
trabalho. [67].

Em relacdo as membranas contendo 20% de FS, Moraes explicou que devido a fibroina
ter um grau de permeacdo de vapores menor do que o do alginato, sua presenca acabou
diminuindo a area de permeagdo da matriz do mesmo, resultando em uma menor permeacao,
contudo, & medida que aumenta a propor¢ao de fibroina na membrana, comegam a surgir
também pequenos vazios que acabam permitindo a passagem de vapores de agua através da
membrana, intensificando os valores de TVA ¢ PVA. [67].

Resultado este que pode estar ocorrendo para as membranas 75/25 que também
acabaram apresentando uma mudanca no formato da separacdo de fases entre ALG/FS,
passando de globular para o formato de fibrilas, onde podem ter surgido também pequenos
vazios ao longo da membrana fazendo com que a 4gua passe com uma maior facilidade. [67].

Foi verificado também que a adi¢do das nanoparticulas de prata fez os valores de TVA
e PVA sofrer um ligeiro decaimento, mas ainda se mantendo em niveis aceitaveis para uso
como curativos. Isso pode ocorrer devido as AgNPs se acomodarem na separacdo de fases,
promovendo interagdes interfaciais entre os polimeros, atuando como nos que restringem o0s
sitios reativos e dificultando a passagem de gases através da membrana devido a maior
quantidade de barreiras presentes. [34].

Esse ocorrido também foi verificado no trabalho de Silva, onde ao adicionar AgNPs em
suas membranas de Polihidroxibutirato, também observou que ocorreu uma diminui¢do nos
valores da permeacao de vapores de agua, onde este sugeriu que essa diminui¢do pode ter sido
provocada pela presenga de nanoparticulas de prata nos vazios ou intersticios das amostras.
[34].

Lima (2018) em seu trabalho também obteve resultados semelhantes ao adicionar
nanoparticulas de prata ao alginato de sdédio puro e com sorbitol. A permeacao de vapores de
agua das amostras de ALG + AgNPs e ALG + AgNPs + sorbitol foram maiores do que a
permeacdo do alginato puro, mas foram menores do que as amostras de ALG + sorbitol, assim
como foram menores do que as amostras ALG + TiNPs e ALG + TiNPs + sorbitol. [83].

Lima explicou que isso pode estar relacionado ao volume ocupado pelas nanoparticulas

de prata, uma vez que estas possuem um volume cerca de 9x maior do que as TiNPs e que
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durante a formagao dos filmes, devido a esse maior volume, acabam provocando uma maior
quantidade de intera¢des do alginato com sua superficie e compactando a matriz ao redor,
diminuindo os poros que seriam gerados pelo aprisionamento de ar durante o processo de
agitacdo da solugdo para homogeneizagao, o que acaba somando ao que foi explicado por Silva

anteriormente. [83].

6.7 Awvaliacao da atividade microbiana

Testes de suscetibilidade microbiana pelo método de difusdo em 4gar Mueller-Hinton
(CLSI, 2005) e determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foram realizados para
as amostras das blendas puras e dopadas com nanoparticulas de prata, realizadas em triplicata
para cada microrganismo em ambas as etapas para cepas padroes de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli derivada ATCC 25922 com a avaliagdo pelo método de
SANTOS et al. (2022) modificado. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela mensuracao
dos halos de inibigdo, em milimetros. A Tabela 7 exibe os resultados obtidos para esse

experimento neste trabalho.

Tabela 7: Resultados do teste de atividade microbiana para as membranas puras ¢ dopadas

estudadas.
Composiciao da S. aureus E. coli
Membrana
ALG puro 0 0
ALG 2,5% AgNPs 08£1 08x1
ALG 5% AgNPs 08+1 101
90/10 puro 0 0
90/10 2,5% AgNPs 08+1 08x1
90/10 5% AgNPs 10£1 101
75/25 puro 0 0
75125 2,5% AgNPs 10£1 08x1
75/25 5% AgNPs 10£1 10+ 1

Fonte: Autor (2022).
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Através dos resultados analisados através da Tabela 7, verificou-se que as membranas
dopadas com AgNPs obtiveram uma maior inibi¢do do crescimento das bactérias
staphylococcus aureus € escherichia coli ao redor das amostras, formando um halo de inibicao,
quando comparados com as blendas puras. Além disso, o halo de inibi¢ao pode ter aumentado
com o aumento da dopagem de nanoparticulas na membrana, onde membranas com uma
porcentagem maior de nanoparticulas pode acabar liberando-as em maior quantidade no sistema
durante o processo de incubagao, aumentando sua eficiéncia quanto a um agente bactericida no
meio.

Além disso, estudos mostram que uma maior presenca da fibroina de seda na membrana
pode acabar ajudando a aumentar o grau de inibicdo para a cepa de bactérias staphylococcus
aureus. Esse resultado foi encontrado no trabalho de Rodrigues e colaboradores (2019), onde
estes sintetizaram Nanoestruturas de Fibroina de Seda (NTFS) e estudaram a atividade
antimicrobiana destas contra algumas culturas de bactérias, incluindo as que foram estudadas
neste trabalho. [88].

Apos a realizacao dos testes, os pesquisadores verificaram que ndo houve concentracao
inibitoria minima para as cepas utilizadas, contudo para a S. aureus pode ter ocorrido um certo
grau de inibi¢do quando estes incorporaram um maior volume de NTFS no sistema. Isso pode
ocorrer devido a estrutura da parede celular dessa bactéria ser relativamente mais simples do
que as demais, formada por liga¢des cruzadas entre camadas de peptideoglicanos, resultando
em uma parede celular mais forte, a qual acabou necessitando de um maior volume das
nanoestruturas sintetizadas para ocasionar algum dano, fato que poderia ter ocorrido também
no presente trabalho. [88].

Contudo, foi verificado no presente trabalho, e no tempo estudado, que dentro da
margem de erro do teste ndo houve variagdes significativas nos resultados de inibi¢ao
bacteriana em relagdo a porcentagem utilizada de nanoparticulas de prata ou quanto ao aumento
da proporcao de fibroina de seda presente como verificado no trabalho anterior.

Talvez as interagdes entre as AgNPs e os polimeros presentes possam acabar retardando
a liberagdo destas no meio, o que poderia explicar o motivo pelo qual as membranas com maior
porcentagem de prata acabar tendo uma inibi¢do semelhante as membranas com menor
dopagem.

Ainda assim, através desses resultados, pode-se sugerir que as nanoparticulas foram
incorporadas ao material com sucesso através da metodologia utilizada e que a liberacao da
prata do material para o meio de cultura ocorreu como esperado € que este apresentou um

resultado eficiente para a inibig¢ao bacteriostatica na superficie dos filmes, podendo ser um bom
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candidato para ser utilizado na area de curativos, atuando no controle de infec¢des no local da

lesdo e acelerando o processo de cicatrizag@o do local.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo despertou o interesse da autora em estudar a atividade microbiana das
membranas frente a bactérias que mais comumente acometem a pele e causam infecgdes
bacterianas no local, como a S. pygrnes, e verificar se a agdo das nanoparticulas de prata nesse
meio teria um maior impacto no processo de inibicdo bacteriana do que ocorreu para as
bactérias estudadas no presente trabalho.

Também realizar testes mecanicos de tragao nas amostras, utilizando a norma ASTM
D882 (2002) — que ¢ o método padrao para testes de propriedades de tracdo em membranas
finas de plastico, usando uma maquina eletromecanica Instron com capacidade maxima de 30
kN. Além também de verificar se teria a possibilidade deste material vir a se tornar um produto

que possa ser distribuido comercialmente no futuro.
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8 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, pdde-se observar que mesmo com a adi¢do das
nanoparticulas de prata ainda houve separagao de fases microscopica, de forma globular para
baixas porcentagens de fibroina e em forma de fibrilas maiores, como tinha sido esperado e
constatado na literatura anteriormente.

Também se percebeu que a glicerina além de agir como plastificante também promove
a lixiviagao da superficie das membranas, deixando-as mais rugosas, o que auxilia na adesao
de proteinas e células. A rugosidade também aumentou com a presenca das AgNPs, onde elas
podem ter se inserido nos microdominios formados entre a separagdo de fases dos polimeros e
formando ligacdes de hidrogénio entre estes.

Além disso, foi verificado pelo TGA que para a membrana de ALG, a adigao de AgNPs
pode ter diminuido sua estabilidade térmica, uma vez que para 5% teve a temperatura de inicio
da degradac@o do polimero levemente deslocada para menores temperaturas, como uma maior
porcentagem de perda de massa. Fato que ndo ocorreu nas blendas, que se mantiveram estaveis
com a adicao das AgNPs.

Também pdde-se observar que para uma maior porcentagem de fibroina, houve uma
menor perda de massa, podendo indicar uma maior estabilidade da blenda e, com a adicdo de
AgNPs, notou-se que na faixa de degradacdo do alginato, houve uma leve diminui¢do na
percentagem de perda de massa, o que pode indicar uma maior estabilidade da membrana.

Através do teste de intumescimento verificou-se que a adicdo de uma menor
porcentagem das AgNPs para as membranas 90/10 provocou uma queda no grau de
intumescimento possivelmente devido as nanoparticulas atuarem como nos entre os polimeros,
restringindo os sitios reativos, enquanto que uma maior porcentagem provoca um aumento no
grau de intumescimento possivelmente devido a maior quantidade de nanoparticulas
provocarem um afastamento da sua rede polimérica ao interagir com esses polimeros, expondo
os sitios ativos disponiveis para interagdo com a agua.

Por meio dos testes de TVA e PVA verificou-se que estas estdo na faixa de curativos
comerciais como o curativo a base de hidrogel da Bard® e o curativo Hidrocol6ide Dermiflex®
da Johnson & Johnson®. Além de o teste de atividade microbiana mostrar que as nanoparticulas
foram incorporadas ao material com sucesso e que sua liberagdo no meio de cultura ocorreu
como esperado, apresentando um resultado eficiente para a inibi¢cao bacteriostatica na superficie

dos filmes.
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Conclui-se assim que as membranas produzidas baseadas em ALG e FS e dopadas com
AgNPs tém potencial para ser utilizadas como material aplicavel em curativo de pele dadas as
caracteristicas fisico-quimica apresentadas. Destaque especial com as dopadas com a
percentagem maior de AgNPs utilizadas neste estudo, que além de ter propriedade de
intumescimento adequada, TVA e PVA na faixa propria de curativos comerciais ja em uso e
estabilidade térmica apropriada, apresentaram atividade bacteriostatica adequada para uso na
area. Com isso, desenvolveu-se um material promissor para o uso em tratamento, por exemplo,

de feridas de pele provocada por queimaduras.
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