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RESUMO

MARCONDES, P. Cobertura com potencial para tratamento de ferida de queimadura a
partir de membrana de poli (vinil alcool), dendrimero de poliglicerol, extrato de
Cinnamomum Zeylanicum, e nanoparticulas de prata. Tese de Doutorado. Universidade
Federal de Itajuba (UNIFEI), Itajubd/MG, 2023.

Neste trabalho, estudou-se a sintese verde de nanoparticulas de prata (NPsAg) usando extrato
vegetal de Cinnamomum zeylanicum (extrato-Cz) como agente redutor. A sintese verde das
NPsAg foi realizada na presenga da matriz polimérica de poli (vinil dlcool) (PVA) e dendrimero
de poliglicerol (DPG). O extrato-Cz foi preparado pela técnica ultrassonica e caracterizado por
espectroscopia UV-visivel (UV-vis), espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), visando avaliar a composi¢do quimica. O espectro UV-vis confirmou a
presenga de cinamaldeido. O FTIR confirmou a presenga de ligagdes carbonila (C=0) de
aldeido, alcool (O-H) e glicosidica (C-O-C). A analise termogravimétrica (TGA) do extrato-Cz
confirmou a presen¢a de compostos termicamente estdveis no extrato vegetal. A sintese verde
de NPsAg foi realizada usando diferentes quantidades (5, 10 e 20 mL) de extrato-Cz. A banda
de ressonancia de plasmon de superficie (RPS), no espectro de UV-vis, confirmou a formagao
das NPsAg nas sinteses verdes estudadas. Os filmes PVA/DPG-NPsAg foram obtidos pela
técnica de vazado (evaporagdo do solvente) sobre moldes de teflon. As membranas foram
obtidas a partir dos filmes ap0s a reticulagdo do PVA com acido citrico, visando a uma maior
estabilidade dimensional. As membranas foram caracterizadas por FTIR, TGA, difracdo de
raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e atividade antimicrobiana. A
caracterizacdo por FTIR e TGA mostraram diferengas entre os sistemas PVA/DPG-NPsAg sem
curar (filmes) e curados (membranas). O padrdo de DRX confirmou a presenga de prata
metalica, com média de tamanho dos cristalitos, calculados por Scherrer, de 13,64 nm, 16,63
nm e 20,27 nm para NPsAg preparadas com 5 mL, 10 mL e 20 mL de extrato-Cz,
respectivamente. Para estudar o mecanismo de liberagdo das NPsAg, foi utilizado o modelo
cinético de Korsmeyer-Peppas e Higuchi. Os resultados sugeriram que a liberagdo de NPsAg
se ajustou ao modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. Os resultados antimicrobianos revelaram
que o sistema PVA/DPG-NPsAg5 foi o que apresentou melhor comportamento antibacteriano

contra Escherichia coli.

Palavras-chave: Cinnamomum zeylanicum, sintese verde, nanoparticulas de prata poli (alcool
vinilico), dendrimero de poliglicerol



ABSTRACT

MARCONDES, P. Coverage with potential for burn wound treatment from poly (vinyl
alcohol) membrane, polyglycerol dendrimer, Cinnamomum zeylanicum extract, and
silver nanoparticles. Doctoral thesis. Federal University of Itajuba (UNIFEI), Itajubd/MG,
2023.

In the present article, the green synthesis of silver nanoparticles (NPsAg) was studied using
plant extract of Cinnamomum zeylanicum (Cz-extract) as the reducing agent. The green
synthesis of NPsAg was performed in the presence of the polymer matrix of poly (vinyl alcohol)
(PVA) and polyglycerol dendrimer (DPG). The Cz-extract was prepared by ultrasonic
technique and characterized by UV-visible spectroscopy (UV-vis), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), aiming to evaluate the chemical composition. The UV-vis spectrum
confirmed the presence of cinnamaldehyde. FTIR confirmed the presence of carbonyl (C=0)
aldehyde, alcohol (O-H) and glycosidic (C-O-C) bonds. The thermogravimetric analysis (TGA)
of the Cz-extract confirmed the presence of thermally stable compounds in the plant extract.
The green synthesis of NPsAg was performed using different amounts (5, 10 and 20 mL) of
Cz-extract. The surface plasmon resonance (SPR) band in the UV-vis spectrum confirmed the
formation of NPsAg in the green syntheses studied. The PVA/DPG-NPsAg films were obtained
by the pouring technique (solvent evaporation) on Teflon molds. The membranes were obtained
from the films after crosslinking PVA with citric acid, aiming at greater dimensional stability.
Membranes were characterized by FTIR, TGA, X-ray diffraction (XRD), scanning electron
microscopy (SEM) and antimicrobial activity. FTIR and TGA characterization showed
differences between uncured (films) and cured (membranes) PVA/DPG-NPsAg systems. The
XRD pattern confirmed the presence of metallic silver, with an average crystallite size,
calculated by Scherrer, of 13.64 nm, 16.63 nm and 20.27 nm for AgNPs prepared with 5 mL,
10 mL and 20 mL of extract-Cz, respectively. To study the release mechanism of NPsAg, the
Korsmeyer-Peppas and Higuchi kinetic model was used. The results suggested that the NPsAg
release fit the Korsmeyer-Peppas kinetic model. The antimicrobial results revealed that the
PVA/DPG-NPsAgS5 system was the one that presented the best antibacterial behavior against

Escherichia coli.

Keywords: Cinnamomum zelanicum, green synthesis, poly(glycerol) dendrimer, poly(vinyl

alcohol), silver nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A pele e suas estruturas anexas, tais como pelos, unhas e glandulas, formam uma
estrutura que reveste todo o organismo, separando o meio interno dos fatores extrinsecos. Ela
tem uma estrutura com camadas distintas: a exterior, chamada epiderme, composta por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado. Abaixo desta, constituida por tecido conjuntivo, esta
a derme, rica em proteinas de matriz extracelular, facilitando a difusdo de nutrientes; abaixo da
derme, esta a hipoderme. Esta tltima, também chamada de tela subcutanea, é considerada um
orgdo endocrino e tem as fungdes de armazenar reserva energética, proteger contra choques,
formar uma manta térmica e modelar o corpo, por ser muito rica em tecido adiposo (LOWE;
ANDERSON, 2015; BERNARDO et al., 2019).

Viarios fatores podem prejudicar a integridade deste grande o6rgdo que ¢ a pele,
resultando em descontinuidade dos tecidos, desenvolvendo feridas. Os fatores que resultam os
varios tipos de lesdes de pele sdo diversos: pressao, traumas mecanicos, quimicos, fisicos e
isquémicos, a inten¢do no caso de cirurgias, e constituem sério problema de satude publica e de
abrangéncia mundial em razdo do numero de pessoas com alteracdes na integridade da pele.
(FELIX et al., 2019)

De acordo com OLIVEIRA et al. (2016), no Brasil, aproximadamente 3% da populagao

do pais tém algum tipo de lesdo de pele. Estima-se que o nlimero de ocorréncias de queimaduras

no Brasil chegue a aproximadamente um milhdo de casos por ano.

As lesdes por queimadura representam uns dos maiores traumas a que um ser humano
pode estar exposto; sendo uma lesdo intensa, ela tem grande impacto desde o ponto de vista
fisico, fisiologico e psicoldgico. (ROCHA et al., 2020).

A lesdo ¢ acompanhada de uma resposta metabdlica e inflamatdria que se amplifica com
o tecido queimado. E ainda uma das principais causas de morte e invalidez no mundo. As
queimaduras sao acompanhadas de dor intensa e geralmente prolongada, gerando sofrimento
para o paciente, a familia e a comunidade (LEE et al., 2008).

Existe um grande niamero de fatores que podem acarretar a ocorréncia de queimaduras,
tais como substancias quentes (liquidos ou so6lidos), radiacdo, radioatividade, eletricidade,
friccdo ou contato com produtos quimicos. (SOUSA et al., 2021). A queimadura pode destruir
algumas ou todas as cé€lulas da pele ou de outros tecidos. LIANGPENG et al. (2014) afirmam
que elas podem ser influenciadas por temperatura de agente externo, tempo de exposi¢ao, tipo

de agente e seu calor especifico. Esses fatores determinam a classificagdo do grau de
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profundidade da lesdo e a area de superficie corporal queimada. Sendo assim, as queimaduras
podem ser classificadas em relagdo ao mecanismo de lesdo, grau, profundidade, area corporal
atingida, regido ou parte do corpo afetada e sua extensao.

De maneira geral, as queimaduras sdo classificadas como de primeiro, segundo e
terceiro grau. (ZEBALLOS, 2022). As queimaduras de primeiro grau sdo de espessura parcial
superficial; portanto, elas atingem s6 a epiderme, resultando em uma simples resposta
inflamatéria. Geralmente, sdo causadas pela exposicao ao sol ou contato nao prolongado com
substancias quentes. Caracterizam-se por uma rapida cicatriza¢do, sem manifesta¢des visuais
de mudancas de coloracdo, espessura ou textura da pele e normalmente ndo tém repercussoes
sistémicas. As queimaduras de segundo grau sdo de espessura parcial profunda; portanto,
decorrentes de uma lesdo que ultrapassa a epiderme e atinge a derme. Porém, essa queimadura
ndo evolui para destrui¢do da pele. Suas principais caracteristicas sdo: manutencdo da
sensibilidade tatil (preservacdo de nociceptores); presenca da umidade (aumento local da
permeabilidade vascular), cicatrizacdo espontanea se ndo houver complicagdes. Ja as
queimaduras de terceiro grau sdo de espessura total, ha lesdo de todos os elementos da pele
(epiderme, derme, tecido celular subcutaneo). Na queimadura de terceiro grau, ha destruicao de
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas receptoras para dor e da coagulagao do plexo
vascular. Portanto, as feridas ndo se regeneram, necessitando de algum tipo de cobertura
cutanea, usualmente enxerto cutdneo (LIANGPENG et al., 2014; MOUSAVI et al., 2019).

Perante a complexidade e as particularidades no atendimento a vitima de queimaduras,
tanto para o cuidado clinico, melhor prognostico e diminui¢do da mortalidade, bem como o
grande numero de casos deste acidente, uma abordagem inicial metodica e bem estruturada sdo
primordiais. Desse modo, faz-se necessario que o enfermeiro, bem como sua equipe, seja
capacitado para planejar e implementar ag¢des efetivas para uma melhor assisténcia imediata e
a longo prazo dessa condi¢do, visando a agdes que podem melhorar o prognostico e a qualidade
de vida desse paciente. (SOUZA et al., 2021)

CANTARELLI-KANTORSKI et al. (2014) demonstram que, nas condutas no
atendimento de individuos queimados, 49,3% corresponderam a realizagdo de curativos e
administragcdo de medicamentos, como analgésicos e vacina antitetanica.

Em se tratando de condutas, individuos que apresentam lesdes de pele necessitam de
assisténcia de enfermagem para um tratamento adequado, podendo prevenir agravos. A

Sistematizacdo da Assisténcia de Enfermagem (SAE) se apresenta como uma forma de
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organizar a assisténcia de enfermagem, promovendo intervencdo de acordo com as reais
necessidades do paciente e, assim, sua rapida recuperagio. (FELIX et al., 2019).

A utilizacao dos diagnoésticos de enfermagem no cuidado ao paciente com ulceras ¢
importante para uma avaliacdo continua do tratamento instituido, pois essa etapa do Processo
de Enfermagem (PE) direcionara a assisténcia, para acompanhamento da evolucao da ferida e
a resposta do paciente com o tratamento. (OLIVEIRA et al., 2014). Os diagndsticos de
enfermagem (DE) relacionados as lesdes de pele sdo importantes por ser uma etapa dinamica,
sistematica, organizada e complexa do PE, significando uma fase que envolve avaliagdo critica
e tomada de decisdo. Entre os PE’s, destaca-se a North American Nursing Diagnoses
Association International (NANDA), a mais reconhecida e difundida no mundo e no Brasil.
(FELIX et al., 2019).

Desde a segunda metade do século 20, os curativos usados no tratamento de
queimaduras sdo preparados a base de prata, devido a seu elevado poder séptico. O uso de prata
no tratamento de feridas permitiu reduzir a taxa de sepse, bem como reducao da mortalidade,
causadas por feridas derivadas de queimadura. A sulfadiazina de prata, desenvolvida por
Charles Fox, na década de 1960, tornou-se a base da terapia antimicrobiana topica devido ao
elevado controle de infecgdes. Atualmente, os curativos a base de prata tém evoluido,
encontrando-se, no mercado, uma grande variedade de matrizes poliméricas embebidas com
prata em suas mais variadas formas, ionizada, micronizada ou nanocristalina (PEREIMA, 2013;
LEE et al., 2008).

A utilizagdo da sulfadiazina de prata a 1% como terapia topica no tratamento
queimadura ¢ muito indicada devido as propriedades bacteriostaticas. Atualmente, estdo
disponiveis coberturas modernas, efetivas € menos trauméaticas no momento da troca, mas tém
altos custos financeiros, além de serem menos conhecidas pelos profissionais de satide. Ainda
assim, os curativos com sulfadiazina de prata a 1% e o acetato de retinol sdo os mais utilizados.
(CANTARELLI-KANTORSKI et al., 2014)

De acordo com a Cartilha do Ministério da Saude para tratamento de emergéncia das
queimaduras (2012), a orientacdo ¢ que o curativo deve ser feito de forma oclusiva e em quatro
camadas: atadura de morim ou de tecido sintético (rayon), contendo o principio ativo
(sulfadiazina de prata a 1%), gaze absorvente/gaze queimado, algodao hidrofilo e atadura de
crepom.

O tratamento das queimaduras de segundo grau se baseia na reepiteliza¢do do tecido

(cicatrizagdo). Portanto, o principio basico ¢ ndo agredir o tecido, permitindo um ambiente
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adequado para a cicatrizagdo. Esse ambiente deve ter as seguintes caracteristicas: estéril, imido
e protegido do contato com o meio externo para a restauracao do tecido. Simultaneamente a
resposta fisiologica durante o processo de reepitelizagdo, ¢ de elevada importancia o controle
de microrganismos no leito da ferida, pois a presenga e proliferagdo de bactérias e fungos
retardam o processo de cicatrizacdo. O protocolo no atendimento de queimaduras sugere que,
apos os cuidados gerais, a atencao deve ser voltada ao tratamento topico da ferida, seguido de
aplicagdo de curativos e a aplicagdo de antimicrobiano tépico (MOUSAVI et al., 2019).

Os curativos usados no tratamento de queimaduras de segundo grau sdo os mais
diversos, dependendo da disponibilidade tecnoldgica e economica de cada pais. A prata, como
agente antimicrobiano, ¢ utilizada desde a antiguidade e, no tratamento de queimaduras, ¢
amplamente utilizada desde o século passado. No tratamento de queimaduras, a prata foi
inicialmente usada em forma de solugdo de nitrato de prata 0,5%, logo na forma de creme no
composto de sulfadiazina de prata.

A diferenciacao da utilizagdo de uma matriz polimérica embebida com prata esta dada
pelo fato de a prata ja estar incorporada no curativo e nao ser usada como um sal ou composto
aplicado independentemente. Isso permite uma atividade bactericida mais duradoura no leito
da ferida, menor toxicidade para as células lesadas e maior capacidade de recuperagao.
Atualmente, existe, no mercado, uma grande variedade de curativos para o tratamento de
queimaduras de segundo grau, usando a prata como antimicrobiano.

Conhece-se que os ions de prata e as nanoparticulas sdo eficientes contra um grande
espectro de bactérias, fungos e virus, incluindo varias bactérias resistentes a antibioticos.
Finalmente, os curativos a base de polimero contendo prata sdo altamente eficientes, pois
promovem um ambiente favoravel para a cicatrizacdo e um amplo espectro antimicrobiano, tem
baixa toxicidade, ag¢do rapida, ndo provocam irritacdo ou sensibilizagdo e ndo promovem
aderéncias, sendo efetivo mesmo na presenca de importante quantidade de exsudato
(ROUTRAY et al., 2018).

O tratamento com sulfadiazina de prata ¢ o mais difundido e utilizado, provavelmente
por sua ampla utiliza¢do, por seu preco e sua acessibilidade. Entretanto, com o desenvolvimento
de novas pesquisas e tecnologias, recursos mais modernos poderiam ser utilizados. (SOUZA et
al.,2021)

A sintese verde de nanoparticulas de prata tem sido uma rota de sintese, simples e
economicamente vidvel, amplamente abordada na literatura cientifica (IRAVANI, 2011;

INGALE, 2013).
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O grupo de pesquisa onde esta inserida esta Tese desenvolve, h4 anos, nanoparticulas
de prata a partir da sintese verde, utilizando como agentes redutores diversos extratos vegetais
e polissacarideos, tais como: sulfato de condroitina (RIBEIRO, 2016); Cinnamomum
zeylanicum (HELOU, 2018) e, Pelargonium zonale (FRIEND, 2019).

Os polimeros utilizados como matrizes poliméricas nestes trabalhos foram poli (n-
isopropilacrilamida) (PNIPAm), poli (vinil 4lcool) (PVA) e celulose (CE). Todos os materiais
desenvolvidos t€m sido caracterizados por técnicas fisico-quimicas, microbioldgicas e ensaios
de citotoxicidade.

O presente trabalho representa um avangco na pesquisa em relagdo ao uso de
Cinnamomum zeylanicum ¢ matriz polimérica de poli (vinil alcool). (HELOU, 2018).
Primeiramente, porque estuda o efeito do extrato vegetal na sintese verde das nanoparticulas de
prata (NPsAg). Também porque estuda o efeito do dendrimero de poliglicerol na flexibilidade
da matriz polimérica de poli (vinil alcool). Permite-se, assim, a obten¢do de membranas
antimicrobianas e flexiveis para serem aplicadas como curativos, especialmente em
queimaduras, onde a membrana deve permanecer na pele até a proxima troca do curativo.

Nesse sentido, o diferencial do presente trabalho em relagao a trabalhos anteriores ¢ que,
além do poder antimicrobiano, trés caracteristicas das membranas serdo modificadas: (1)
reticulacdo das cadeias poliméricas, visando impedir a dissolucdo da membrana na corrente
sanguinea; (2) flexibilidade das membranas, permitindo estas se moldarem a pele sem machucar
o tecido novo que estd em formacao; (3) aumento do teor de intumescimento para absorver o
exsudato.

Portanto, a presente proposta de Tese de Doutorado tem como objetivo principal a
sintese verde de nanoparticulas de prata usando como extrato vegetal Cinnamomum zelanicum.
Também o desenvolvimento e a caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica de uma
membrana polimérica a base de poli (vinil &lcool) e dendrimero de poliglicerol contendo as

nanoparticulas de prata, preparadas por sintese verde.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Queimaduras

As queimaduras s3o consideradas lesdes altamente agressivas por causarem alteracdes
ndo apenas fisicas, mas também psicoldgicas. O individuo ¢ afetado por distarbios fisicos, como
alteragdes metabolicas, perda de volume de liquidos, maior risco para infec¢ao, dor, além dos
estressores psicologicos, como separacao da familia, deformidades corporais, € submissdo aos
cuidados (SANTOS et al., 2009). Ademais, queimaduras podem ocasionar disturbios do
sistema imunoldgico do paciente, o que acarreta repercussdes sistémicas importantes para o
quadro clinico geral.

A queimadura compromete a integridade funcional da pele, responsavel pela
homeostase hidroeletrolitica, pelo controle da temperatura interna, pela flexibilidade e
lubrificagdo da superficie corporal. Muitas de tais fungdes se devem a multiplicidade de
camadas presentes nesse 0rgao, com diferentes fungdes para grupos celulares especificos, como
as cé€lulas neurais responsaveis pela percepcao de temperatura, tato e propriocep¢ao. Como a
pele € um 6rgdo de protecao e isolamento entre ambiente e organismo, configura-se, assim, a
principal barreira fisica de protecdo contra agentes fisicos, quimicos ou biologicos externos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Portanto, a magnitude do comprometimento dessas
fungdes depende da extensdo e profundidade da queimadura e impacta diretamente na decisdo
terapéutica (SHERIDAN, 2003).

A avaliagdo e a consequente classificacdo das queimaduras perpassam tanto a regido
corporal atingida quanto a idade do individuo afetado, tecidos atingidos, eventual lesdo
inalatoria ou politrauma associado. Sao utilizadas, para tanto, escalas de avaliagdo, como a
“regra dos nove” de Wallace e Pulaski, que utiliza como referéncia o tamanho da palma da mao
para definir o equivalente a 1% de superficie corporal queimada (MINISTERIO DA SAUDE,
2012).

A queimadura caracteriza-se pela a¢do direta ou indireta dos efeitos da variagdo extrema
de calor sobre o corpo humano, como o contato com chamas, liquidos aquecidos, frio extremo,
substancia quimicas e radiacdo, e sdo classificadas de acordo com a profundidade em
queimaduras de primeiro, segundo e terceiro grau.

SANTOS et al. (2009) caracterizam os graus das queimaduras de acordo com a

profundidade da lesdo térmica na pele. Assim, definem:
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Queimaduras de 1° grau: sdo aquelas que atingem a epiderme, que ¢ a camada mais
externa da pele, sendo uma lesdo umida com edema e muito dolorosa. Um exemplo comum
desse tipo ¢ a lesdo por raios solares. O atendimento ¢ ambulatorial e consiste apenas em
controlar a dor e nos cuidados locais da area queimada. Sua resolucdo se da em
aproximadamente cinco e sete dias.

Queimaduras de 2° grau:

a) Superficiais: Sao também chamadas de queimaduras de espessura parcial,
caracterizando-se pela formagdo de bolhas, eritemas e dor acentuada, atingindo a epiderme e
por¢do da derme. As bolhas, quando rompidas, podem deixar a mostra uma superficie rosa e
umida. Um exemplo comum deste tipo € a lesdo por liquido aquecido.

b) Profundas: As queimaduras de espessura parcial profundas envolvem a
destruicao de quase toda a derme, apresentando coloracdo mais palida ¢ menos dolorosas,
acarretando maior repercussdo sistémica, embora possam evoluir para reparagdo apos trés
semanas. Em alguns casos, apresenta ulceragdo recorrente e forte tendéncia a cicatrizagdo
hipertréfica e contraturas. Um exemplo comum deste tipo ¢ a lesdo por imersdo em liquidos
superaquecidos ou chama direta.

Queimaduras de 3° grau: este ¢ o grau mais grave e acomete a totalidade das camadas
da pele e outros tecidos, como subcutaneo, musculos e ossos, havendo a redugdo da elasticidade

tecidual, tornando-se rigida, pode apresentar vasos sanguineos trombosados.

2.1.1 Processo de Cicatrizacao

Apds uma lesdo, um conjunto de eventos bioquimicos se estabelece para reparar o dano,
promovendo a cicatrizagdo. Nao € possivel acelerar tal processo, justamente pela complexidade
das vias existentes no organismo para esse fim. Porém, a manipulacao de elementos parciais
dessa via ou o cuidado global que evite os fatores agravantes permite um tempo 6timo de
ativacdo das cascatas de coagulagdo e cicatrizagdo, com consequentes resultados positivos para
o desfecho clinico do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Esses varios fatores que influenciam no processo de cicatrizacdo podem ser divididos
em:

- Fatores locais: relacionados ao ambiente e as técnicas as quais foi submetido o paciente; dentre
eles, os principais se encontram: isquemia, infec¢do, técnica cirurgica, corpo estranho e edema

ou pressao tecidual elevada.
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- Fatores sistémicos: os principais sdo diabetes mellitus, deficiéncias vitaminicas,
hipotiroidismo, doengas hereditarias (sindrome de Ehler-Danlos), alteragdes da coagulagdo,
idade, trauma grave, queimaduras, sepse, insuficiéncia hepatica e renal, insuficiéncia
respiratoria, tabagismo, radioterapia, desnutricao e o uso de corticosteroides, drogas.

O processo de cicatriza¢do estd reclassificado em trés fases bem distintas, de acordo
com CAMPOS et al.2007:
a) Inflamagdo: Inicia-se logo apds a lesdo através da liberagdo de substancias
vasoconstritoras pelas membranas celulares. As plaquetas tém papel fundamental na
cicatrizagdo, pois estimulam a cascata da coagulacdo. Broughton et al. (2006) afirmam que essa
cascata ¢ iniciada e granulos sdo liberados das plaquetas, as quais contém fator de crescimento
de transformagdo beta - TGAF-B e, também, fator de crescimento derivado das plaquetas
[PDGF], fator de crescimento derivado dos fibroblastos [FGF], fator de crescimento epidérmico
[EGF], prostaglandinas e tromboxanas, que atraem neutrofilos a ferida. Dessa forma, o coagulo
¢ formado por coldgeno, plaquetas e trombina e a resposta inflamatoria se inicia com
vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia (migragdo de
neutrofilos para a ferida). As primeiras células a chegarem a ferida 24 horas apds a lesdo sdo os
neutrofilos atraidos por substancias quimiotdticas liberadas por plaquetas. Neutrofilos
produzem radicais livres que auxiliam na destrui¢do bacteriana e sdo gradativamente
substituidos por macrofagos. Os macrofagos migram para a ferida apds 48 - 96 horas da lesao,

e sdo as principais células antes de os fibroblastos migrarem e iniciarem a replicacao.

b) Proliferacdo: Tem inicio ao redor do 4° dia apos a lesdo e se estende até o término da
segunda semana, sendo dividida em quatro etapas: epitelizacdo, angiogénese, formagao de
tecido de granulacdo e deposicao de colageno. Segundo Campos et al., (2007), se a membrana
basal estiver intacta, as células epiteliais migram em dire¢do superior, € as camadas normais da
epiderme sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as células epiteliais das
bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a barreira protetora. Por fim,
a fase proliferativa ¢ finalizada a partir da formacdo de tecido de granulagdo. Os fibroblastos
dos tecidos vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado
de quiescéncia. O fator de crescimento mais importante na proliferagdo e ativagdo dos

fibroblastos ¢ o PDGF (BROUGHTON et al., 2006).
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c) Remodelagdo: Esta é a fase mais importante clinicamente, pois ha a deposi¢do de
colageno de maneira organizada. O coldgeno inicial (colageno tipo III) é reabsorvido e um
colageno mais espesso ¢ produzido e organizado ao longo das linhas de tensdo, refletindo no
aumento da forca ténsil da ferida. A cicatrizagdo tem sucesso quando ha equilibrio entre a

sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga, havendo sucesso quando a deposi¢ao ¢ maior.

2.2 Técnicas e Curativos utilizados em queimaduras

Oliveira et al. (2016) afirmam que o atendimento ao paciente queimado ¢ tarefa delicada
e especifica. Os cuidados direcionados a esse paciente envolvem toda a equipe de saude e nao
se restringem somente a cuidados emergenciais, mas exigem também um tratamento
direcionado, demorado e muito importante para a reabilitagdo completa, com a menor
quantidade de sequelas possivel.

Visando a rapidez na recuperacdo ¢ melhores resultados com relagdo ao paciente
queimado, deve-se analisar qual técnica de tratamento é mais adequada para o caso em questao,
de forma que haja otimizacgdo referente a restauracdo tecidual, reducdo da dor e da infecgao,
além do melhor aspecto estético da ferida.

Existem varios tipos de coberturas no tratamento da queimadura. Pode-se utilizar a
sulfadiazina de prata associada ou nao ao nitrato de cério, hidrocoloides, hidrogel, 4cidos graxos
essenciais (AGE), gazes nao aderentes, membranas sintéticas e bioldgicas, matriz de
regeneragdo dérmica (PERIPATO et al., 2017).

Nesse contexto, desde a Idade Antiga, ha relatos da utilizacdo da prata como agente
antimicrobiano com fung¢do de desinfec¢do. Para o caso das queimaduras, héd varios produtos
com base em prata sendo a solucdo de nitrato de prata 0,5%, seguindo os cremes com
sulfadiazina de prata, e os curativos com gaze, rayon ou membranas de celulose, com prata
ionizada, micronizada ou nanocristalina os mais utilizados. Também ha evidéncias de que os
gregos utilizavam a prata, mais especificamente as moedas de prata, para a conservacao de
liquidos. Somente apos o século XVII, a prata teve sua utilizagdo no tratamento de feridas e
doengas tipo infecciosas enquanto agente antimicrobiano. Essa utilizacdo tornou-se mais
frequente durante a Segunda Guerra Mundial, quando seu uso era voltado para o tratamento de
queimaduras e cicatrizacdo de feridas. Sua utilizacdo inicial ocorreu na sua forma sélida e na

forma de sais. (PEREIMA et al., 2013).
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Atualmente, o sal de prata na forma AgNOs3 ¢ o mais usado em queimaduras. (GRASSI
et al., 2021). Porém, existem inimeras desvantagens em sua utilizacdo. Uma delas ¢ de que a
concentracdo deve ser abaixo de 1% por ser toxica a ferida. Além disso, sdo necessarias mais
de 12 aplicacdes ao dia, o que torna o tratamento mais trabalhoso, além de retardar a
cicatrizagao.

Outra forma de compostos de prata muito utilizada, a partir de 1960, ¢ a sulfadiazina de
prata (Ag-SD), um creme com a¢ao antibiotica e antimicrobiana utilizado no tratamento de
queimaduras (REGO, 2020). Além disso, Pereima et al. (2013) afirmam que a agdo desse creme
também ¢ eficaz contra varios tipos de bactérias e fungos, pois age na parede celular destes,
enfraquecendo-as e rompendo-as.

O cenario atual conta com diversos compostos a base de prata, com a¢do duradoura,
menor tempo de recuperagdo ¢ menor toxicidade para as células lesionadas em decorréncia da
queimadura. Régo (2020) afirma que grande mudanca ocorreu no fato da incorporacao da prata
ao curativo ¢ ndo mais sob a forma de solucao ou creme. Os ions de prata se mostraram muito
eficientes contra bactérias, fungos e micrébios mais resistentes e, nessa forma, mostram-se

como o melhor modo de prevenir infecgdes.

2.2.1 Nanoparticulas de prata

Os avangos tecnologicos tém exigido cada vez mais pesquisas que aperfeicoem a
utilizacdo dos mais diversos materiais. A busca pelo controle das propriedades dos materiais e
sua manipulac¢do deu origem a nanociéncia e a nanotecnologia.

A nanotecnologia pode ser conceituada como uma aplicagdo da nanociéncia que estuda
materiais em escala atdbmica, em estruturas menores que 10nm. Dessa forma, também pode ser
entendida como uma ciéncia com aplicagdes na area téxtil, engenharia, agricultura, eletronica,
entre outras.

Para Santos (2015), a nanociéncia ¢ multidisciplinar, envolvendo varias outras ciéncias,
tais como fisica, quimica, biologia, engenharia e matematica. A aplicacdo da nanociéncia
compreende a manipulacao de atomos, moléculas ou grupos de moléculas de forma individual,
para geracdo e desenvolvimento de materiais € novos dispositivos com amplas e diferentes
propriedades. Dessa forma, conhecer e compreender a matéria em dimensdes nano permite a
inovagao através da criacdo e da modelagem de sistemas e aparelhos com novas fungdes.

A nanotecnologia ¢ a tecnologia a escala molecular. Pode-se questionar se essa

disciplina ndo existe ja com o bem antigo nome de quimica. Porém, a nanotecnologia, em
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contraste com a quimica, procura construir novas moléculas e novos materiais juntando os seus
constituintes, atomo a atomo, com uma individualidade e uma precisdo que nao se consegue
quando se trabalha com uma multidao de moléculas. Essa tecnologia tem, de fato, bastante de
quimica, mas também fisica, biologia, medicina, engenharia eletrotécnica, mecanica, biomédica
e quimica de materiais. E interdisciplinar, uma das marcas da ciéncia moderna, ¢ as diferentes
interfaces sdo ricas de relevantes problemas cientificos e oportunidades de geragdo de novas
tecnologias (DISNER; CESTARI, 2016).

Nesse contexto, a nanotecnologia tem assumido um papel significativo para a inovagao
industrial, pois as nanoparticulas possuem propriedades mecanicas, Oticas e quimicas
especificas e de grande aplicabilidade para os setores quimico, téxtil, automotivo, citando
apenas alguns exemplos. Alguns produtos finais que resultam da nanotecnologia incluem
tecidos que nao molham polimeros resistentes tanto quanto o ago € o aluminio, peliculas para
vidros e cosméticos cujas particulas penetram nos poros da pele, entre outros.

Assim, como ja foi dito anteriormente, as nanoparticulas possuem aplicagdo em diversas
areas, dentre as quais:

- Industria Farmacéutica e Médica: Desenvolvimento de medicamentos, materiais de
regeneragao de ossos, de controle de colesterol e glicose;

- Industria Eletronica: No desenvolvimento de equipamentos mais eficientes e com
maior velocidade de processamento;

- Industria Automobilistica: Na fabricacdo de materiais mais leves, duraveis, baratos e
ndo inflamaveis;

- Indtstria Quimica: Na producdo de ferramentas de corte mais resistentes, catalisadores
mais eficientes;

- Meio ambiente: Desenvolvimento de membranas capazes de remover contaminantes
da agua, dessalinizadores e descontaminantes da 4gua, detectores de vazamentos e de agentes

toxicos, monitoramento de solos, entre outros.

Dentre os metais usados na preparacdo das nanoparticulas, os metais de transi¢ao sao os
ideais devido as suas inumeras propriedades. Nesse cendrio, as nanoparticulas de prata, também
chamadas de AgNPs, sdo as mais utilizadas devido as suas inimeras aplicagdes, tanto do ponta
de vista comercial quanto industrial. Esse fato ¢ devido as caracteristicas de estabilidade
quimica, maleabilidade e flexibilidade, baixo custo de producao, elevada condutividade térmica

e elétrica.



26

Além disso, a prata ¢ um mineral encontrado na natureza utilizado ha centenas de anos
como antisséptico. Estudos recentes demonstram que essa propriedade atua em mais de 600
organismos patogénicos e, através de seu uso em nanoparticulas, ocorre a potencializagao desse
agente antisséptico.

Dessa forma, as nanoparticulas de prata sao utilizadas no desenvolvimento de elementos
antibacterianos, anti-inflamatdrios, antimicrobianos e regeneradores. Possuem, também, ampla
utilizagao na medicina em materiais especificos para recobrimento de lesdes cutaneas na area
farmacéutica e de cosméticos.

As nanoparticulas de prata sdo altamente eficientes com uma ampla faixa de
microrganismos, sendo utilizada como agentes antibacterianos/antifingicos em uma variada
gama de aplicagdes que inclui: desinfetantes, meias, almofadas, chinelos, mascaras, toalhas
umidas, detergente, sabonete, shampoo, pasta de dente, filtros de ar, revestimentos de
refrigeradores, aspiradores, maquinas de lavar, recipientes de armazenamento de alimentos,
telefones celulares e at¢ mesmo em preservativos (PACHECO; BUZEA et al., 2020).

Porém, o mecanismo de agdao das nanoparticulas de prata é complexo e controverso.
Benedito e/ al. (2017) afirmam que esse tipo de nanoparticula possui afinidade com enxofre e
fosforo que estdo presentes na membrana celular. Dessa forma, o ataque a membrana celular
dos microrganismos impede a divisdo celular, pois causa danos no processo de respiracao da
célula.

Varios estudos relatam que a carga positiva do ion Ag®, cedido pelas NPsAg, apos
atravessarem a parede celular dos microrganismos, ¢ essencial para a sua atividade
antimicrobiana, por meio da atragdo eletrostatica entre a membrana celular dos microrganismos
(negativamente  carregadas) e as  nanoparticulas  (positivamente  carregadas).
Consequentemente, as NPsAg afetam a permeabilidade seletiva da membrana e a respiragdo,
aumentando-as, promovendo a lise celular. (BENEDITO et al. 2017)

Além disso, outro fato relevante ¢ que as nanoparticulas de prata conseguem invadir o
interior das células, sendo nocivas as proteinas. Consequentemente, dificulta os processos de
Replicagdo do DNA e Transcricdo do DNA, levando a morte a célula do microrganismo.

A figura 1 mostra como ocorre a interagdo entre o ion de prata (Ag") e a célula da

bactéria.
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Figura 1: Agao das nanoparticulas de prata em uma bactéria
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Fonte: Methanogens and Nano-Silver, disponivel em http://methanenanosilver.weebly.com/ -
Adaptado por BENEDITO et al. (2017)

Outra forma de agdo das nanoparticulas de prata é o ataque a superficie da membrana.

Por ser uma particula menor, ha uma superficie maior de contato com o microrganismo, sendo
assim mais eficaz no combate a este.

A tabela a seguir mostra a relagdo entre o tamanho da nanoparticula de prata e a

reducdo dos microrganismos em contato:

Tabela 1. - Relagdo entre o tamanho de nanoparticulas de prata e a redugdo de
microrganismos em contato.

TAMANHO DA TAXA DE REDUCAO DOS
PARTICULA (nm) MICROORGANISMOS (%)
30 99,9
70 99,4
150 97,7
300 97,5

(Fonte: BERNI ef al, 2008)
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2.2.2 Principais usos das Nanoparticulas de Prata

- Nanoparticula de Prata como antitumoral

Os tumores representam um dos maiores desafios da Medicina. As nanoparticulas de
prata tém sido utilizadas no desenvolvimento de equipamentos para o diagnostico e tratamento
do cancer, com o objetivo de aprimorar os métodos de detecgdo de tumores e aumentar a

eficacia dos medicamentos utilizados.

- Nanoparticulas de Prata com funcio Antiviral, Antibacteriana e Antiflingica

A acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata ocorre devido a sua oxidagdo ¢ a
liberagdo do ion positivo de prata, ocasionando a chamada lise celular ou pelo impedimento da
replicacdo de DNA. As nanoparticulas também podem danificar as bactérias diretamente por
penetragao na parede celular e membrana celular.

As nanoparticulas de prata também apresentam consideravel atividade antifingica
contra géneros como Aspergillus, Candida e Fusarium, sendo também eficazes contra as
leveduras isoladas de mastites bovinas e contra varios fungos fitopatogénicos.

Os antibidticos a base de nanoparticulas de prata sdo mais eficientes que os antibidticos
comuns, sao capazes de destruir bactérias do tipo Gram-positivas e Gram-negativas e inibir a
resisténcia microbiana.

Também sdo utilizadas em medicamentos e produtos odontoldgicos, de prevengdo a
infecgdes, proteses e dispositivos médicos.

As nanoparticulas também apresentam resultado positivo contra varios tipos de virus,
incluindo os virus HINT (Influenza), Hepatite B, HSV (Herpes Simplex Virus). Dessa forma,
através da interagdo direta com as glicoproteinas da superficie viral, as nanoparticulas de prata
tém acesso ao interior da célula e exercem a sua atividade antiviral através de interacdes com o

DNA e RNA viral.

- Nanoparticulas de Prata com func¢io anti-inflamatoria

Na cicatrizacdo de um ferimento, ocorre uma sequéncia de situagdes que tém inicio na
coagulagdo, prosseguida pela inflamacao, proliferacdo e remodelagdo do tecido. Portanto, a
inflamacao € um processo que faz parte da cicatrizacdo, embora ndo necessariamente restrito a
ela, podendo ocorrer em outras situagdes. As nanoparticulas de prata auxiliam no controle da
cascata inflamatoria local, reduzindo os sinais flogisticos como um todo.

- Nanoparticulas de Prata como regeneradoras
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A utilizag¢do de nanoparticulas de prata na reparacao de pele e do tecido dsseo tem como
objetivo principal acelerar o processo de cicatrizagdo e recuperar a fungdo motora. Essa eficicia

se deve a potente agao antimicrobiana e anti-inflamatoria das nanoparticulas.

- Nanoparticulas de Prata como catalisadores

A catdlise ¢ uma area chave no desenvolvimento de produtos quimicos e a utilizagao de
nanoparticulas de prata como catalisadores tem atraido imensa ateng¢ao nos ultimos anos, pois
estes podem ser seletivos, eficientes e reciclaveis, preenchendo os requisitos de uma catalise
verde. Por esse motivo, o desenvolvimento de novos métodos de sintese de nanoparticulas de
prata e a sua aplicacdo catalitica em novas reagdes € um campo de pesquisa amplo.

Estudos mostraram que as nanoparticulas de prata catalisam eficazmente algumas
reacgoes redox, como a oxida¢ao do mondxido de carbono, a oxidagao do estireno para epoxidos
e aldeidos, a oxidagdo do ciclo-hexano, a ciclo-hexanol, a redugdo do p-nitrofenol, a p-
aminofenol, a redu¢do do mercurio (II) a merctrio elementar na presenga de peroxido de

hidrogénio e a oxidagdo do etanol.

2.2.3 Toxicidade ambiental das Nanoparticulas de Prata

O recente aumento na produ¢ao de produtos e matérias a base de nanoparticulas de prata
exige uma maior investigacdo sobre seu potencial de toxicidade e efeitos adversos para a saude
apods a exposicao a esse material.

Alguns estudos mostram que as nanoparticulas de prata podem matar células do figado
e do cérebro de ratos, pois, por serem finissimas particulas, podem romper a membrana das
células e provocar danos. Logo, ¢ necessario o conhecimento sobre a toxicidade,
disponibilidade e degradagao destes nanomateriais (TRIPATHI et al., 2017).

Além disso, as nanoparticulas de prata podem ser absorvidas pela pele através do uso
constante e equipamentos, cosméticos, roupas, entre outros produtos. Além disso, podem
chegar a corrente sanguinea através de cortes e pela ingestdo de alimentos ou contaminagao dos
mesmos por embalagens que utilizam esta nanoparticula em sua composigao.

Por fim, Soares (2014) afirma que “a produ¢do de nanoparticulas em grande escala ¢ a
eliminacdo inadequada de residuos podem levar a sua acumulagdo na natureza e
consequentemente elevar a exposi¢do humana. Para aumentar a complexidade desse problema,
a maioria dos nanomateriais metalicos parece ndo ser biodegradavel e permanecer na natureza

e tecidos durante anos.”
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2.3 Sintese verde de nanoparticulas de prata

As nanoparticulas podem ser sintetizadas por métodos fisicos, quimicos e bioldgicos.
Os métodos fisicos e quimicos requerem alto aporte energético, geralmente envolvendo o uso
de substancias toxicas com geracdo de subprodutos nocivos. Ja a sintese biologica de
nanoparticulas de prata oferece vantagens pelo rapido e alto rendimento em relagao aos métodos
convencionais. A sintese verde, método que utiliza extratos vegetais, envolve reagdes quimicas
dos fitocompostos presentes no extrato com o nitrato de prata. (DE BRITO et al., 2022)

Diante do cenéario atual voltado para a preservacao ambiental e a reducdo de todas as
formas de contaminantes e residuos, os métodos de sintese ambientalmente corretos, também
chamados de Sintese Verde, vém sendo cada vez mais difundidos.

Essa sintese verde tem como vantagem principal a ndo utilizagdo de agentes quimicos
toxicos. Sendo assim, os agentes redutores usados na sintese sdo extraidos de plantas e
promovem a estabilizacdo das nanoparticulas (HEBBALULU, 2013).

De forma resumida, a sintese verde promove a reducdo do metal utilizando agentes
redutores de baixa ou nula toxicidade, como substituintes a regentes quimicos, tornando-se uma
alternativa sustentavel (VANIN, 2021).

Além disso, a produgdo de nanoparticulas a partir de plantas vem ganhando importancia
nos ultimos anos devido a sua natureza livre de solventes e menor toxicidade. Outro fato
positivo € que sua producao € mais rapida, o que também € rentdvel, pois a maioria dos outros
métodos € cara e toxica.

Segundo Pereima et al. (2013), a sintese verde envolve trés principais etapas, que devem
ser avaliadas com base nas perspectivas da quimica sustentavel:

— Selecao do meio a ser utilizado como solvente;

— Sele¢ao de um agente redutor ecologicamente “correto”;

— Sele¢do de substancias ndo toxicas que serdo utilizadas na estabilizacdo das NPsAg
sintetizadas.

Pereima et al. (2013) ainda afirmam, em seus estudos, que a sintese de nanoparticulas
de prata a partir de plantas, tem recebido alvo de muitos estudos, principalmente na area de
sintese de materiais devido a:

— ocorrer com rapidez;

— ndo ser patogénico;

— ser ecologico;
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— ser barato.

Rai (2013) afirma que varias partes das plantas (flores, sementes, frutos, caules e raizes)
podem ser utilizadas na sintese de nanoparticulas metalicas com diferentes formas e distribuigao
de tamanho. Além disso, podem ser utilizadas partes da planta morta e também sua biomassa

scca.

2.4 Liberagdo controlada de farmacos a partir de membranas
poliméricas

Ma et al. (2009), em seus estudos, afirmam que a tecnologia controlada de liberagdo de
farmacos tem como objetivos principais melhorar a acdo farmacoldgica e reduzir os efeitos
colaterais.

Figueiredo et al. (2008) apontam que a tecnologia de liberacao controlada de farmacos
representa uma das fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares
e pode contribuir muito para o avanco da saude humana.

Dentre os sistemas de liberag¢do do tipo polimérico, existem varias formas:

- Difusdo: ¢ a forma mais usual. Pode ser realizada de duas maneiras:

a) O farmaco, que ¢ o agente bioativo, forma uma camada interna envolto em uma
barreira de difusdo;

b) O Agente ativo € dissolvido em um polimero e ocorre a difusdo do farmaco e ha
liberacao dependendo da escolha do polimero.

- Quimica: ocorre por um processo bioerosdao de polimeros, onde ocorre transformacgdo do
material insoltivel no meio aquoso em soluvel, ocasionando a absor¢do dos residuos pelo
organismo.

Freitas (2019) afirma que os sistemas poliméricos sao formas de liberacao de farmacos
muito utilizadas porque possibilitam a liberacdo gradual e direcional do ativo, além de serem
biologicamente degradaveis.

Bucci (2003) classifica os polimeros biologicamente degradaveis em trés categorias:

- Polimeros Naturais: demoram certo tempo para degradar, porém sao muito utilizados na
liberacao de farmacos. Exemplos: Colageno, Quitosana e Celulose.

- Polimeros Naturais Modificados: possuem como caracteristica principal a degrada¢do mais
rapida que os polimeros naturais. Exemplo: Gelatina modificada através de um formaldeido,

Quitosana modificada por tirosinase.
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- Polimeros Sintéticos: os mais usados sdo polietileno, poliacrilico, polietilenoglicol,

poliésteres, poli (vinil 4lcool), poliacrilamidas.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral da presente Tese de Doutorado ¢ a sintese verde de nanoparticulas de
prata (NPsAg) usando extrato de Cinnamomum zeylanicum. Desenvolve-se, assim, um curativo
antimicrobiano, contendo as NPsAg dispersas na matriz polimérica de poli (vinil alcool) (PVA)
e dendrimero de poliglicerol (DPG). Para atingir este objetivo, serdo seguidos os seguintes

objetivos especificos.

3.1 Objetivos especificos

e Obter o extrato vegetal de Cinnamomum zeylanicum (extrato-Cz) e realizar a
caraterizagdo espectroscopia por ultravioleta visivel (UV-vis) e espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e analise termogravimétrica (TGA).

e Realizar sintese verde das nanoparticulas de prata (NPsAg) na presenga do sistema
polimérico PVA e DPG, mudando a concentragdo do extrato-Cz.

e Preparar os filmes e as membranas PVA/DPG-NPsAg.

e Realizar a caracterizagdo fisico-quimica da membrana PVA/DPG-NPsAg, seguindo as
seguintes técnicas: espectroscopia UV-vis e FTIR, difracdo de raios X (DRX), anélise
termogravimétrica (TGA), analise por microscopia eletronica de varredura (MEV).

e Realizar o estudo “in vitro” da cinética de liberacao de NPsAg em meio aquoso.

e Realizar a caracterizagdo microbiologica “in vitro” do sistema PVA/DPG-NPsAg.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Para a preparagdo das membranas a base de poli (vinil dlcool) e dendrimero de
poliglicerol contendo nanoparticulas de prata (PVA/DPG-NPsAg), obtidas por sintese verde,
foram utilizados os seguintes materiais: poli(alcool vinilico) PVA granulado, Sigma-Aldrich
Brasil Ltda, 98-99 % hidrolisado e massa molar de 72000 g/mol; dendrimero de poliglicerol
(DPQG), sintetizado no laboratério (QUEIROZ et. al., 2006); acido citrico anidro (CsHsO7)
Quimisul; nitrato de prata (AgNO3) fornecido pela Merck (99,8%); Cinnamomum zeylanicum,

canela em po, de origem comercial.

Figura 2: Materiais utilizados

Solugdo PVA
(4 % em peso) Dendrimero de
_J, Poliglicerol

-

4.2 Preparagdo da membrana PVA/DPG-NPsAg

A preparacdo da membrana de poli (vinil dlcool) /dendrimero de poliglicerol contendo
nanoparticulas de prata (PVA/DPG-NPsAg) foi realizada em trés etapas: (1) obtengdo do
extrato de Cinnamomum zeylanicum (nome comercial: canela), (2) sintese verde das
nanoparticulas de prata (NPsAg) na solugdo aquosa de poli (vinil dlcool) (PVA) 4% (em peso)
e dendrimero de poliglicerol (DPG), (3) reagdo de curado das membranas de PVA/DPG-NPsAg

com acido citrico.
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A sintese verde ou biossintese ¢ um método sintético que permite a obtengdo de NPsAg
por meio de organismos biologicos. Neste estudo, foi utilizada a casca seca e triturada a p6 de
Cinnamomum zeylanicum (canela). O extrato de canela contém substincias com grupos
quimicos funcionais (aldeidos & élcoois), que atuam como agentes redutores, sendo que os
polissacarideos, presentes no extrato vegetal, estabilizam as nanoparticulas. Portanto, os ions
metélicos (Ag") sdo reduzidos para a sua forma metalica (Ag®), de forma rapida e em condi¢des
normais de temperatura e pressdo. Os estabilizantes recobrem a superficie das nanoparticulas
formadas, evitando a agregac¢do, mantendo-as afastadas umas das outras e dispersas no meio
(SHARMA, 2009).

A preparagdo do extrato vegetal de Cinnamomum zeylanicum foi realizada segundo
trabalhos anteriores (HELOU, 2018). O procedimento seguido ¢ descrito a seguir: preparou-se
uma dispersdo de extrato vegetal de Cinnamomum zelanicum (Cz) em éagua destilada,
concentragdo 2% (em peso). A dispersdo foi mantida sob forte agitacdo, em ultrassom com
temperatura (60 °C) durante 60 min. Deixou-se repousar por 24 horas e decantou-se. A solugdo

decantada foi filtrada a gravidade, como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3: Solucao do extrato-Cz sendo filtrada a gravidade
| ‘ I’
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A biossintese das NPsAg foi realizada a partir da reducdo de ions Ag" em meio aquoso,
utilizando como agente redutor o extrato de Cinnamomum zeylanicum, espécie vegetal que
contém moléculas com agao redox, capazes de reduzir ions prata permitindo a sintese de prata
nanocristalina. A sintese verde das nanoparticulas de prata foi realizada na presenca de poli
(vinil alcool) PVA e dendrimero de poliglicerol (DPG). Dentro da formulacdo do curativo, que
este trabalho visa desenvolver, o sistema polimérico (PVA e DPQG) utilizado tem a fun¢ao de
agir como matriz ou veiculo de transporte as NPsAg.

Para realizar a sintese verde, além do extrato-Cz, foi necessario preparar as seguintes
solugdes:

e Poli (4lcool vinilico) 4% (em peso). A massa de PVA foi pesada. Apos adicionar dgua
destilada, o sistema foi mantido por agitacdo vigorosa por 1 h a 80 °C. Apoés, deixou-se
agitando por 24h a temperatura ambiente;

e Nitrato de prata (AgNO3) 1 mol/L.

Finalmente, foram preparados 3 sistemas de reag@o sob agitagdo magnética, protegidos
da luz solar a temperatura ambiente (24 °C). A concentragdo de AgNOs foi mantida constante
igual a 3,70 *10” M, a composicio dos sistemas ¢ descrita na Tabela 2, a reagio foi mantida

24h em todos os sistemas.

Tabela 2. Composi¢do das membranas de PVA/DPG-NPsAg

: PVA 4% DPG Extrato-Cz (mL)
SINTESE Membranas (mL) (g) /Concentracao (% V)
A PVA/DPG-NPsAg5 20,00 2,00 5,00/ 18,52
B PVA/DPG-NPsAgl0 20,00 2,00 10,00 /31,25
C PVA/DPG-NPsAg20 20,00 2,00 20,00/ 47,62

Apos a sintese verde (Figura 4), foram preparados filmes usando a técnica de vazamento
(em moldes de teflon) (Figura 5). Essa técnica consiste em despejar (vazar) a solugdo sobre o
molde até completa evaporagdo de solvente a temperatura ambiente (24 °C), como pode ser

observado na Figura 5.
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Figura 4: Sistemas A, B e C nas concentrac¢oes descritas na Tabela 2, apods a sintese verde.

=

A reagdo de cura ¢ uma reagdo de reticulagdo entre as cadeias poliméricas de PVA. O
agente de cura ¢ o acido citrico. Os grupos quimicos de acido carboxilico reagem;
especificamente, o carbono da carbonila (C=0) ¢ nucleofilicamente atacado pelo grupo OH do
PVA, formando se uma ligacao éster (CUADRO, 2015).

Neste trabalho, chamam-se membranas os filmes que foram curados com acido citrico.
O procedimento de cura foi realizado adicionado acido citrico, na concentragdo de 10% (em

peso) em respeito a matriz de PVA, na solucdo apo6s finalizada a sintese verde. Portanto, a
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adicdo e a dissolucdo do agente de cura sdo realizadas antes da formagao dos filmes, pela técnica
de vazamento, sobre os moldes de teflon. Apos a secagem do solvente e a formacao dos filmes
(Figura 6), estes sdo levados a estufa, na temperatura de 100°C, durante 1h, para completar a

reacao de curado.

Figura 6: Filmes antes de serem levados a estufa para processo de cura

Os filmes e as membranas (filmes curados) foram caracterizados usando diferentes

técnicas fisico-quimicas e microbiologicas de analises.
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4.4 Técnicas de Caracterizacao

4.4.1 Espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV-vis)

A espectroscopia UV-vis ¢ uma técnica espectroscopica simples e disponivel em muitos
laboratorios. Essa técnica de analise instrumental se fundamenta na absor¢ao de radiacdo, na
regido do ultravioleta visivel, associada a transicdo eletronica entre orbitais moleculares

(SKOOG et al., 2006).

E utilizada para a analise de compostos organicos e inorganicos, e acontece através da
incidéncia de um feixe de luz na amostra, que, por sua vez, separa a luz refletida de acordo com
o comprimento de onda, medindo a quantidade de luz recebida, conforme a Lei de Beer. Os
espectros de UV-vis, portanto, permitem identificar grupos quimicos presentes na molécula, a
partir do comprimento de onda (A) de maxima absor¢ao. Essa técnica espectroscopica também
¢ importante na caracterizagdo de nanoparticulas, a partir da identificagdo da banda de
ressondncia plasmonica de superficie (RPS) (AMENDOLA ef al., 2010). A banda de méxima
intensidade de absorcdo de radiacdo UV-vis se relaciona com a concentragdo por meio da lei
de Lambert-Beer, permitindo utilizar essa técnica na quantificacdo das substancias que
absorvem radiagdo eletromagnética, nas regides visivel e ultravioleta do espectro (SKOOG et

al., 2006).
Portanto, a espectroscopia UV-vis foi utilizada neste trabalho com os seguintes fins:

a) Caracterizar os grupos funcionais presentes no extrato vegetal Cinnamomum

zeylanicum,

b) Confirmar a sintese verde “in situ” das nanoparticulas de prata pelo extrato de
Cinnamomum zeylanicum, na presenga dos polimeros (PVA e DPQG), através da andlise da

banda de ressonancia de plasmon de superficie (RPS);
c) Estudar a liberagcao de NPsAg.

O equipamento utilizado para os itens a) e b) foi um espectrofotdometro Ultravioleta-
visivel Varian Cary 50 Scan. O espectro UV-vis das amostras foi realizado tomando aliquotas
de 0,4mL do extrato vegetal e da sintese verde apos 24h de reacdo e, diluindo em 3mL de dgua

destilada, o branco utilizado foi agua destilada.
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Para o estudo da liberagdo de NPsAg, foi utilizado o equipamento espectrofotometro

ultravioleta visivel Instrutherm UV-1000A.

4.4.2 Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR foi realizada usando um Espectrometro Shimadzu, modelo IR Tracer
100, na regido de 6004000 cm™!, com resolucdo de 4 cm™'. Os espectros foram obtidos por
refletancia, utilizando-se um acessorio de Reflexao Total Atenuada (ATR), constituido por um
cristal misto de Diamante/ZnSe. Todos os espectros foram obtidos a temperatura ambiente com
amostras em forma de filme.

A estrutura quimica das membranas de PVA/DPG-NPsAg curadas e sem curar foram
investigadas a partir dos espectros de FTIR, apresentados na forma de graficos que
correlacionam % transmitancia (eixo das ordenadas) por niimero de onda (cm™) (eixo das

abscissas).

4.4.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

Para avaliar o comportamento térmico das membranas de PVA/DPG-NPsAg curadas e
sem curar, assim como suas principais temperaturas de degradacao térmica e perdas de massa,
foi utilizada a técnica de andlise termogravimétrica (TGA). A analise termogravimétrica foi
realizada no equipamento TGA-50 Shimadzu. Para a realizagdo do TGA, foi utilizada uma
massa de amostra de aproximadamente 12 mg e taxa de aquecimento constante de 20 °C/min,

na faixa de temperatura de 25-800 °C, em atmosfera de nitrogénio sob um fluxo de 50 mm/min.

4.4.4 Estudo de liberagdo “in vitro” das NPsAg

O estudo de liberagao “in vitro” das NPsAg foi estudado em 4gua destilada a 25 °C.
Para realizar o estudo, os filmes foram imersos no interior de tubos de ensaio contendo 5 mL
de dgua destilada, sendo cuidadosamente aderidos na parede do tubo. Os tubos de ensaio foram
colocados em banho térmico, mantendo a temperatura a 25 °C. Os sistemas foram mantidos
sem agitacdo. Em intervalos de tempo, os tubos foram retirados do banho e colocados no
espectrofotometro UV-vis para a medida da absorbancia a 440 nm e temperatura ambiente (25

°C).
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O estudo cinético da liberagdo de NPsAg foi realizado ajustando os dados aos modelos
de Korsmeyer-Peppas (SIEPMANN et al., 2008) e Higuchi (SIEPMANN et al., 2011). O
modelo Korsmeyer-Peppas (Eq. 1) considera que a difusdo das NPsAg pode seguir um
transporte Fickiano ou ndo Fickiano (caso II). J& o modelo de Higuchi (Eq. 2) assume que a
difusdo ¢ controlada pela erosdo da matriz polimérica, ou seja, o intumescimento da matriz
polimérica ¢ quem controla a liberagdo das NPsAg. Para o modelo de Higuchi, as NPsAg
liberadas devem formar uma camada na superficie da matriz polimérica, evitando a entrada de
agua e, portanto, impedindo a liberacio das NPsAg, o que acarreta a diminuicdo da
concentragdo de NPsAg no meio ao longo do tempo. A formulagdo matematica dos modelos de

difusdao Korsmeyer-Peppas (Eq. 1) e Higuchi (Eq.2) sdo apresentadas a seguir:

Mg ()

Qt=KH * t0.5 (2)

Onde M¢yM., ¢ a fragcdo de NPsAg liberada no tempo t, kxp € a constante de velocidade para o
modelo de Korsmeyer-Peppas, e “n” € o expoente que caracteriza os diferentes mecanismos de
difusdo, ky € a constante de velocidade do modelo de Higuchi e Q; representa a quantidade de

principio ativo liberado no tempo t.

4.4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para o estudo da morfologia dos materiais, utilizou-se a técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV), no equipamento Superscan SSX-550 (Shimadzu Corporation),
com um feixe de elétrons de 15 kV e acoplado a um analisador de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). Antes das anélises, as amostras foram secas a vacuo e metalizadas com ouro

em equipamento IC-50 ion coater (Shimadzu).

4.4.7. Difragdo de raios-X

Difracao de raios-X (DRX) foi realizada na superficie dos filmes com o objetivo de
confirmar a sintese verde de NPsAg e identificar o tamanho do cristalito a partir da equacao de
Scherrer (ALWANA, et al., 2021). Os espectros DRX foram coletados em temperatura
ambiente (25 °C), usando uma fonte de radiacdo Cu Ka (A= 1,5417 A), no equipamento X'Pert

PRO, Malvern Panalytical, operando a 40 kV e 40 mA. Os difractogramas foram coletados em
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uma faixa 26 entre 5° ¢ 90° (26) com um tamanho de passo de 0,02° e velocidade de varredura

de 2 seg/passo.

4.4.8. Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana “in vitro” do sistema PVA/DPG-NPsAg foi testada contra
Escherichia coli (E.coli) pelo método de disco-difusdo em dgar (BALOUIRI et al., 2016). A
bactéria E. coli foi cultivada em caldo nutriente para preparar solugdes estoque de 100 pg/mL.
Primeiramente, o disco de papel filtro (6 mm de diametro) foi esterilizado em uma camara de
fluxo de ar laminar por exposi¢do a uma lampada UV-C (30 min, distancia da lampada 60 cm).
Um agar soft-top (1,0% em peso, 20 mL) foi derretido, resfriado a 55 °C e inoculado com
culturas de bactérias durante a noite (18 h) (200 uL), depois agitado suavemente e derramado
sobre a base de agar, nutriente previamente solidificado em placa de Petri estéril. O nimero de
bactérias na camada de agar soft-top nutriente foi definido como 1,5x10% CFU mL™!. Apés a
solidificagdo dos discos de difusdo em agar soft-top, amostras de 10 pL da solugdo de reagdo
PVA/DPG-AgNPs foram colocadas em sua superficie. As larguras das zonas de inibi¢do ao
redor do disco foram medidas apds incubagao a 37 °C por 24 horas. Cada ensaio foi realizado

em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do extrato vegetal de Cinnamomum
zeylanicum

O espectro UV-vis do extrato aquoso de Cinnamomum zeylanicum (extrato-Cz) ¢
mostrado na Figura 7. O espectro UV-vis do extrato-Cz mostra uma banda de absor¢ado centrada
em ~281 nm e um ombro ~300 nm. Com a finalidade de distinguir a banda representada pelo
ombro ~ 300nm, foi realizada a deconvolug¢io do espectro, usando o software Oringin® 8.5. A
banda centrada em 281 nm pode ser atribuida a transigao eletronica n=>n* dos grupos carbonila

do cinamaldeido (RIND et al., 2011; SINGH et al., 2007).
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Figura 7: Espectro UV-vis do extrato-Cz
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A extracdo dos componentes ativos (fitoquimicos e metabolitos secundarios) do
Cinnamomum zeylanicum foi realizada em meio aquoso, assistida por ultrassom. A técnica de
ultrassom ¢ uma técnica dindmica (com movimento) e eficiente, que permite extrair metabolitos
secundarios de matrizes vegetais (SILVA ef al., 2017). Portanto, pode-se assinar a banda de
absorbancia proxima a 300 nm a transi¢@o eletronica n>n* de fenol, flavonoides ou outros
metabolitos secundarios presentes na casca de Cinnamomum zeylanicum (KUMARA et al.,

2019).

O espectro FTIR do extrato-Cz (previamente seco em estufa) ¢ mostrado na Figura 8. O
espectro FTIR foi realizado para identificar os grupos funcionais dos componentes ativos

presentes no extrato-Cz.
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Figura 8: Espectro FTIR do extrato-Cz
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A banda vibracional proxima a 3282 cm™! ¢ atribuida ao estiramento da ligagio O-H dos
grupos alcoois e fendis. A banda em 2927 cm™! confirma a presenca de estiramento -CHa. As
bandas de 1649 cm™ e 1606 cm™ foram assinadas, em correspondéncia com a literatura, a
vibragdo de estiramento das ligagdes C=0 e C=C respectivamente (LIUA et al., 2021). A banda
de vibragdo em 1439 cm™ ¢ atribuida a flexdo da ligagio C-H. J4 a banda vibracional em 1035
cm’! corresponde a vibragio de estiramento C-O-C, sugerindo, portanto, a presenca do grupo

glicosideos (GHOSH et al., 2015).

O comportamento térmico do extrato-Cz, (previamente seco na estufa) foi estudado por
meio da analise termogravimétrica (TGA) e sua derivada (DTGA), entre 23°C e 600°C. As
curvas de TGA e DTGA para o extrato-Cz sao mostradas na Figura 9. A curva DTGA sugere

que a degradagdo térmica do extrato Cz ocorre em quatro estagios.
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Figura 9: Curva TGA/DTGA do extrato-Cz
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A primeira decomposicao (7% de perda de massa, curva TGA) foi na faixa de
temperatura de 25 °C a 115 °C. Atribui-se essa perda de massa a remog¢ao da umidade. O
segundo estagio de decomposi¢ao (9% de perda de massa, curva TGA) foi observada entre 115
e 220°C, o que se atribui a eliminagao dos 6leos essenciais volateis presentes no extrato-Cz. O
terceiro estagio (19% de perda de peso, curva TGA) se observa entre 220 e 330°C. Essa massa
pode ser atribuida a decomposi¢do térmica de carboidratos e proteinas. A porcentagem de perda

de massa neste estagio foi comparavel com os resultados da literatura (BACH et al., 2017).

O quarto estagio de degradagdo, observado entre 330 e 600 °C, pode ser atribuido a
presenca de substincias de elevada estabilidade térmica. O fato de o extrato vegetal conter
substancia de elevada estabilidade térmica confirma a extragdo de metabdlitos secundarios do
do Cinnamomum zelanicum e, portanto, a eficiéncia do processo de extra¢do usando a energia
de ultrassom. Nessa etapa, observa-se uma perda de 50% de massa, que se atribui a degradacao
térmica da cadeia principal de macromoléculas extraiveis. Estas, provavelmente, sejam de

natureza lipidica. A massa residual observada até 600 °C, pela curva TGA, ¢ em torno de 15%.
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5.2 Sintese verde e preparagao dos filmes PVA/DPG-NPsAg

Os grupos funcionais presentes no extrato-Cz, como aldeido e alcoois, identificados pela
espectroscopia UV-vis (Figura 7) e FTIR (Figura 8), podem reduzir os ions de prata (Ag") a
nanocristais. As nanoparticulas de prata (NPsAg) formadas por reducdo quimica sao
estabilizadas pelas macromoléculas biologicas (metabdlitos secundarios do extrato Cz) e pelo
sistema polimérico PVA/DPG utilizado.

A Figura 10 mostra o esquema de sintese verde de NPsAg devido a presenca de
cinamaldeido no extrato-Cz. As NPsAg sdo estabilizadas estericamente em grande parte pelo
sistema polimérico presente na sintese verde “in situ”, poli (vinil dlcool) (PVA) e dendrimero

de poliglicerol (DPG).

Figura 10: Esquema de sintese verde de NPsAg com extrato-Cz (Fonte: préprio autor)
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A sintese verde de NPsAg “in situ” ”, na presenga de PVA e DPG, usando como agente

redutor extrato-Cz (Figura 10) foi demonstrada pela espectroscopia UV-vis, por meio da banda
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de ressonancia de plasmon de superficie (RPS) (WU et. al., 2015), como mostram as Figuras

11,12 e 13.

Figura 11: Espectro UV-vis da solugdo da sintese verde de PVA/DPG-NPsAg 5
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Figura 12: Espectro UV-vis da solugdo da sintese verde de PVA/DPG-NPsAg 10
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Figura 13: Espectro UV-vis da solugdo da sintese verde de PVA/DPG-NPsAg 20
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A Figura 14 resume o comportamento da banda RPS com a concentracdo do extrato.
Observa-se que um aumento entre 18 e 31 % (em volume) do extrato aumenta a absorbancia e,
portanto, a concentragdo de NPsAg, ocasionando também a diminui¢do do comprimento de
onda da banda RPS. Conhece-se da literatura que o decréscimo da banda RPS esta associado a
um menor tamanho das nanoparticulas (IDER et al., 2016). Conclui-se, portanto que, nesta
faixa, o aumento da concentragdo do extrato-Cz favorece a sintese e a estabilizagdo das NPsAg

formadas e, portanto, o menor tamanho.
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Figura 14: Comportamento da banda RPS com a concentragao de extrato-Cz
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Um aumento maior da concentragdo do extrato continua favorecendo a sintese verde de
NPsAg, aumenta a absorbancia e consequentemente a concentragdo, segundo a lei de Lambert-
Beer. Porém, esse aumento da concentragdo ja nao consegue estabilizacdo efetiva, observando-
se um aumento no nimero de onda da banda RPS, o que consequentemente esta relacionado ao
aumento do tamanho das NPsAg (MLALILA et al., 2017; WU et al., 2015).

A diferenga entre os trés sistemas de sintese verde estudados pode ser analisada melhor
por meio normalizagdo da absorbancia (eixo y) da banda RPS, conforme mostra o grafico da
Figura 15. A normalizacao foi realizada dividindo cada ponto da curva das Figuras 11, 12 e 13

pelo maximo valor de absorbancia de cada curva.
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Figura 15: Normalizacdao das curvas UV-vis das Figuras 11, 12 e 13
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As curvas de absorbancia normalizadas mostram que o sistema com maior concentragao
de extrato-Cz ¢ o mais homogéneo (menor largura da banda), em relacdo ao tamanho das
NPsAg. Isso confirma as propriedades sinérgicas de estabilizacdo e reducdo do extrato aquoso
de Cinnamomum para a formagao de AgNPs na matriz de PVA/DPG.

As solucdes das sinteses foram depositadas sobre teflon até completa evaporagdo do
solvente (4gua) a temperatura ambiente (25 °C). A Figura 16 mostra a aparéncia fisica dos
filmes das amostras apos a evaporacdo da dgua. Foram observadas diferengas macroscopicas
significativas entre elas enquanto a homogeneidade, estabilidade dimensional, textura e
flexibilidade. O filme obtido a partir da sintese A tem uma aparéncia heterogénea, observa-se
segregacdo macroscopica do extrato vegetal na matriz do PVP/DPG. Essa amostra apresentou

estabilidade dimensional (foi retirada do teflon sem dificuldade), sendo altamente flexivel.
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Figura 16: Filmes de PVP/DPG-NPsAg ap6s evaporacio do solvente
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No filme obtido a partir da sintese B, também ha segregagao do extrato vegetal, mas em
dimensdes menores e estas se distribuem através da matriz. A textura deste filme € pegajosa,
apresentando menor estabilidade dimensional e elevada flexibilidade. O filme da amostra da
sintese C nao tem nenhuma estabilidade dimensional. Ele ¢ deformado, sendo moldavel ao
contato com as maos, enquanto a sua aparéncia ¢ semelhante ao filme da sintese B. O extrato
também ¢€ segregado macroscopicamente e se distribui através da matriz polimérica.

Para a obtencdo das membranas PVA/DPG-NPsAg, os filmes obtidos apds a evaporacao
da 4gua foram levados a estufa na temperatura de 100 °C, durante 1h, para, assim, completar a
reacdo de curado. A Figura 17 mostra as membranas PVA/DPG-NPsAg apos a reacdo de

curado.

Figura 17: Imagens das membranas de PVP/DPG-NPsAg, ap6s a reagdo de curado dos filmes.
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PVP/DPG-NPsAg 5 PVP/DPG-NPsAg 10

A reagdo de cura representa o entrecruzamento das cadeias do sistema polimérico devido
a reacdo de esterificacdo entre os grupos - OH do sistema polimérico e os grupos acidos, do
agente entrecruzante (agente de cura, 4cido citrico). A estabilidade dimensional das membranas
PVP/DPG-NPsAg 10 e PVP/DPG-NPsAg 20 foi mudada consideravelmente apos a reagao de
cura, como se observa na Figura 17. Estas foram as membranas com melhor aparéncia e

melhores propriedades fisicas.
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5.2 Caracterizacao dos filmes e das membranas de PVP/DPG-NPsAg

5.2.1 Analises da estrutura molecular (FTIR)

A estrutura molecular do material obtido na reagdo de sintese verde (filmes) ¢
comparada com a estrutura molecular da membrana preparada apds a reacdo de curado. A
Figura 18 mostra, de forma comparativa, a analise de espectroscopia FTIR do filme obtido na

sintese A, apoOs evaporacao da agua e da membrana PVA/DPG-NPsAg 5 (filme curado).

Figura 18: Espectro FTIR comparativo do filme e da membrana PVP/DPG-NPsAg 5.

100 |0l

90 \\
© X'\
o 80 |
cC \
<0 "\ N
S ;e v(C-0)
g II . ; AN
E 70 Q
= P ©
filme PVA/DPG-NPsAg 5 !
L] — membrana curada t :
w(C=0) C(0)0)
v(C(0)-0) (c-0)
50 M 1 M 1 M 1 //// M 1 M 1
4000 3600 3200 2800 1600 1200 800

Numero de onda (cm™)

Na Tabela 3, sdo mostradas as atribui¢des das bandas dos espectros FTIR do filme e da
membrana curada de PVA/DPG-NPsAg5. Duas novas bandas aparecem na membrana,
confirmando a reagdo de entrecruzamento. Essas bandas s3ao referentes a vibracdo de
estiramento da ligagdo (C=0) de éster em 1714 cm’!, diferente da banda C=0 de 4cido citrico
que aparece em 1743 cm’! (HELOU, 2018). E a banda C(0)-O em 1200 cm, também
correspondente a formacao da ligagdo éster formada entre o 4cido citrico e 0 PVA ou DPG A
reticulacdo de PVA com écidos organicos, ¢ relatada na literatura em Rynkowska et al., 2019.

A Figura 19 apresenta o esquema de reacdo para o sistema PVA e 4cido citrico, estudado em

nosso trabalho.



Tabela 3. Assinalamento das bandas dos espectros FTIR apresentados na Figura 18
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Numero de Assinalamento Nuimero de Assinalamento
onda (cm™) Filme onda (cm™) Membrana
3330 Estiramento O-H hidroxilas 3300 Estiramento O-H hidroxilas
2941 Estiramento (C-H) de CH» 2941 Estiramento C-H de CH>
Ausente 1714 Estiramento de C=0
1642 Deformagao angular C-H 1645 Deformagao angular C-H
1409 Deformagao angular O-H 1400 Deformagao angular O-H
1362 1324
Ausente 1200 Estiramento C(O)-O
1038 Estiramento de C-O 1038 Estiramento de C-O

Figura 19: Reacao de curado do acido citrico e as macromoléculas PVA e DPG. (Fonte: préprio

autor)
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Os espectros FTIR das membranas PVA/DPG-NPsAg, obtidas na sintese B e C, foram

semelhantes aos discutidos para a sintese A. Eles sdo apresentados comparativamente a sintese

A (PVA/DPG-NPsAg5) na Figura 20.
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Figura 20: Espectro FTIR comparativo das membranas de PVP/DPG-NPsAg.
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Na medida em que os filmes de PVA/DPG-NPsAg sdo curados, segundo a reacao de
reticulagdo proposto no esquema da Figura 19, a concentragdo de hidroxilas deve diminuir
proporcionalmente a extensdo da reagdo de cura. Para obter informac¢do quantitativa sobre a
extensao da reacdo de cura nos sistemas estudados, foi determinada, por FTIR, a concentragao
de grupos OH nos sistemas de reagdo A, B e C. A concentra¢do de grupos OH € proporcional
a intensidade da banda de vibragio relativa ao estiramento da ligagio OH (3300 cm™). Para
determinar a concentracdo de OH, toma-se como referéncia a banda de vibragao de estiramento
da ligagio CH em 2941 cm™'. Os resultados obtidos a partir do espectro FTIR da Figura 20 s3o
mostrados na Tabela 4.

A partir dos resultados obtidos e apresentados na Tabela 4, pode-se observar que ndo
existem diferencas significativas na concentracdo de OH entre as diferentes sinteses. Portanto,

a razao de intensidade entre as bandas OH/CH nao fornece informagao suficiente da reacao de

curado.
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Tabela 4. Determinagao da razdo de intensidade entre as bandas de vibracao de estiramento

das ligacoes OH e CH.
Banda OH Banda CH
NE Razao de
Membrana curada q Intensidade | N° onda Intensidade | intensidade
onda
(%) (cm™) (%) Ton/Icn

(cm™)
PVA/DPG-NPsAg5 3332 16,23 2941 5,41 3,00
PVA/DPG-NPsAgl10 3360 14,78 2941 5,31 2,78
PVA/DPG-NPsAg20 3380 13,00 2941 4,89 2,66

Porém, uma caracteristica a destacar na reacao de curado ¢ que a banda de OH se desloca
a menor frequéncia de vibragdo (nimero de onda), na medida em que aumenta a concentragao
do extrato-Cz. A frequéncia de vibragdo ¢ diretamente proporcional a forga da ligagdo, segundo
a equagdo de Hooke (SMITH, 2011). Portanto, ¢ evidente que a for¢a da ligagio OH ¢
modificada nas membranas. Foi concluido que o sistema com maior concentracao de extrato-
Cz apresentou maior concentragdo de AgNPs e, portanto, requer maior estabilizag¢do. Por isso,
os resultados mostram que o grupo funcional -OH de PVA e PGLD também participam da
estabilizacao das AgNPs produzidos. De acordo com a literatura, a interacao metal-OH diminui

o numero de onda das vibragdes de estiramento O-H (SALAZAR-SALINAS et al., 2014).

5.2.2 Analises do comportamento térmico (TGA)

As Figuras 21,23 e 25 (Tabelas 5, 7, 9, respectivamente) mostram o perfil de degradacao
térmica para os filmes PVA/DPG-NPsAg “sistemas ndo curados” e as Figuras 22, 24 e 26
(Tabelas 6, 8 e 10, respectivamente) mostram o perfil de degradagdo das membranas
PVA/DPG-NPsAg “filmes curados”, das amostras PVA/DPG-NPsAg 5, PVA/DPG-NPsAg 10
e PVA/DPG-NPsAg 20, respectivamente. As curvas de TGA representam a estabilidade
térmica na faixa de temperatura de 25 a 755 °C / 800 °C. As curvas de DTGA referem-se as
maximas perdas de massa dos componentes. Nas tabelas, destacam-se os principais eventos
térmicos e as porcentagens de perdas de massa, ambos os dados sdo retirados das curvas TGA
e DTGA.

O perfil de degradacao dos filmes PVA/DPG-NPsAg (sistemas sem curar) ¢ semelhante
nas trés amostras. Primeiramente, acontece a perda de umidade (~60°C), substancias presentes
no extrato vegetal e acido citrico (~100°C). Destaca-se, aqui, que o extrato-Cz também perde

massa a temperaturas maiores, pois ele contém polissacaridos, macromoléculas de maior
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estabilidade térmica (ver Figura 9). Seguidamente, observa-se uma perda maior, com
temperatura maxima de perda em torno de 300°C, que se atribui a degradagdo dos polimeros
PVA, DPG e polissacaridos presentes no extrato. O residuo ¢ atribuido as nanoparticulas de

prata que nao degradam e aos produtos ciclicos dos polimeros estabilizados até 800 °C.

Figura 21: Perfil TGA/DTGA do filme PVA/DPG- NPsAg 5 a 20 °C/min
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Tabela 5. Principais eventos térmicos e perdas de massa do filme PVA/DPG-NPsAg5
Filme PVA/DPG-NPsAg5

Faixa de Temp. de Temp. de médxima  Perda de massa Atribuigdo
degradagdo (°C)* perda (°C)** (%o)**
25,00 a 77,00 64,00 4,00 Umidade
77,00 a 183,48 77,37 15,40 Extrato-Cz + Ac. Citrico
183,48 a 386,63 302,81 68,37 PVA + DPG
386,63 a 755,00 perda continua 6,71 PVA + DPG
Residuo a 755 - 5,48 Ag+x
TOTAL 100

X, material polimérico reticulado com estabilidade térmica em 800 °C



Figura 22: Perfil TGA/DTGA da membrana PVA/DPG- NPsAg 5 a 20°C/min
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Tabela 6. Principais eventos térmicos e perdas de massa da membrana PVA/DPG-NPsAg 5
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Membrana PVA/DPG-NpsAg 5

Faixa de Temp. de
degradacao (°C)*
25,00 a 72,08
72,08 a 120,53
120,53 a 184,40
184,40 a 274,70
274,70 a 318,76
318,76 a 384,00
384,83 a 492,75
492,75 a 800
Residuo a 800
TOTAL

Temp. de maxima
perda (°C)**
59,41
99,00
141,00
262,00
293,00
continua
412,00

continua

Perda de massa
(Yo)**
1,12
2,96
6,78
19,90
17,79
15,67
21,05
1,4
13,33
100

Atribuicao

Umidade
Extrato-Cz + Ac. Citrico
Extrato-Cz + Ac. Citrico

PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
Ag+x

X, material polimérico reticulado com estabilidade térmica em 800 °C



57

Figura 23: Perfil TGA/DTGA do filme PVA/DPG-NPsAg 10 a 20 °C/min.
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Tabela 7. Principais eventos térmicos e perdas de massa do filme PVA/DPG-NPsAg 10

Filme PVA/DPG-NPsAg 10

Faixa de Temp. de Temp. de médxima  Perda de massa Atribuigdo
degradagdo (°C)* perda (°C)** (Yo)**
25,00 a 74,83 65,75 4,03 Umidade
74,83 a 178,35 100,98 14,79 Extrato-Cz + Ac. Citrico
178,35 a 339,13 303,61 60,52 PVA + DPG
339,13 a 387,58 354,27 8,31 PVA + DPG
387,58 a 800,00 continua 6,88 PVA + DPG
Residuo 5,47 Ag+x
TOTAL 100

X, material polimérico reticulado com estabilidade térmica em 800 °C



Figura 24: Perfil TGA/DTGA da membrana PVA/DPG- NpsAgl10 a 20°C/min
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Tabela 8. Principais eventos térmicos e perdas de massa da membrana PVA/DPG-NPsAg 10

Membrana PVA/DPG-NPsAg 10

Faixa de Temp. de
degradacdo (°C)*
25,00 a 75,38
75,38 a 134,84
134,84 a 187,71
187,71 a 275,81
275,81 a 322,06
322,06 a 372,72
372,72 a 478,44
478,44 a 800,00
residuo

TOTAL

Temp. de médxima  Perda de massa

perda (°C)** (%0)**
59,41 2,12
96,86 5,94
143,10 5,42
257,64 20,75
291,50 17,36
continua 12,71
408,23 17,48
continuo 7,16
11,06
100

Atribuicao

Umidade
Extrato-Cz + Ac. Citrico
Extrato-Cz + Ac. Citrico

PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
Ag+x

X, material polimérico reticulado com estabilidade térmica em 800 °C
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Figura 25: Perfil TGA/DTGA do filme PVA/DPG- NPsAg20 a 20°C/min
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Tabela 9. Principais eventos térmicos e perdas de massa do filme PVA/DPG-NPsAg 20

Filme PVA/DPG-NPsAg 20

Faixa de Temp. de
degradacao (°C)*
25,00 a 74,23
74,23 a 157,78
157,78 a 281,13
281,13 a 340,81
340,81 a 410,44
410,44 a 722
Residuo
TOTAL

Temp. de méxima

perda (°C)**

59,81
93,88
264,47
302,26
356,22

continuo

Perda de massa

Dk
4,38
11,55
28,18
35,57
7,39
5,26
7,67

100

Atribuicao

Umidade
Extrato-Cz + Ac. Citrico
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
Ag+x

X, material polimérico reticulado com estabilidade térmica em 800 °C
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Figura 26: Perfil TGA/DTGA da membrana PVA/DPG-NPsAg 20 a 20 °C/min
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Tabela 10. Principais eventos térmicos e perdas de massa da membrana PVA/DPG-NPsAg 20

Membrana PVA/DPG-NPsAg 20

Faixa de Temp. de
degradacao (°C)*

105,00 a 184,40
184,40 a 274,70
274,71 a 327,57
327,57 a 382,63
382,63 2 499,36
499,36 a 800
Residuo

TOTAL

Temp. de maxima

perda (°C)**

148,88
248,00
296,46
349,32
397,77

continuo

Perda de massa

(%)

12,82
25,40
16,52
13,56
15,66
4,55
11,49
100

Atribuicao

Umidade
Extrato-Cz + Ac. Citrico
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
PVA + DPG
Ag+x

X, material polimérico reticulado com estabilidade térmica em 800°C
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O perfil de degradacdo das membranas PVA/DPG-NPsAg (filmes curados) também ¢
semelhante nas 3 amostras. As curvas TGA e DTGA sao apresentadas nas Figuras 22, 24 e 26.
A degradagdo da cadeia principal do polimero, quando reticulada, mostra um perfil de
degradacao diferente, fazendo-se mais evidentes as etapas de degradacao que devem se iniciar
primeiramente com a perda dos grupos laterais da cadeia principal no caso do PVA —OH, e dos
bragos do DPG. Em seguida, a ligagdo C-C da cadeia principal e bragos. Fica, nas amostras
curadas, um residuo maior, o que sugere a formagao de maior nimero de compostos ciclicos
estaveis durante a degradacao. Rynkowska et al. (2019) relatam um efeito semelhante em

membranas a base de PVA curadas com diferentes teores de acido succinico.

A Figura 27 mostra comparativamente a estabilidade térmica das membranas (filmes
curados) em relagdo aos filmes (sistemas ndo curados), para as trés amostras estudadas. Nas
trés amostras estudadas, observa-se uma maior estabilidade térmica apds a reagdo de
entrecruzamento. Isso ¢ esperado que acontega, pois a reticulagdo estabiliza a rede polimérica,
novas ligacdes sdo formadas entre as cadeias. Essas ligacdes fornecem estabilidade dimensional
e o material requer uma maior energia térmica para quebrar as novas ligacdes formadas e

degradar as cadeias poliméricas.

FIGURA 27: Curvas TGA comparativa dos filmes “sistemas sem curar” e das membranas
“filmes curados” (a) PVA/DPG- NPsAg 5, (b) PVA/DPG- NPsAg 10, (c) PVA/DPG- NPsAg 20
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A Figura 28 compara as curvas de TGA das trés amostras estudadas antes e ap0s a cura.
Pode-se destacar, em primeiro lugar, que o residuo ¢ semelhante em todas as amostras,
observando-se apenas uma pequena diferenca entre elas. Nas membranas, amostras curadas,
observa-se uma estabilizagdo térmica ligeiramente maior, na cadeia macromolecular das

amostras PVA/DPG-NPsAg 10, seguida da amostra PVA/DPG-NPsAg 5.
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Figura 28: Curvas TGA comparativa das diferentes amostras PVA/DPG-NPsAg estudadas filmes (a) e

membranas (b)

oo oo

Fimes Membranas

PVA/DPG-NPsAgS
PVA/DPG-NPsAg10
PYAIDPG-MPsAg20

PVADPG-NPsAgS
PVADPG-NPsAg10
PVADPG-NPsAg20

B0

Perda de massa (")
Parda de massa (%)

100 Z00 200 400 500 EDD Too 100 300 300 400 500 B0 ToO

Temperawmra {"C) Temperatura {“C)

(a) (b)

Porém, no inicio da degradacdo térmica, a amostra que se apresenta com maior
estabilidade térmica é a amostra PVA/DPG-NPsAg 20. Nesse intervalo, entre 25 ¢ 100 °C, a
amostra da sintese C (PVA/DPG-NPsAg 20) mostra-se mais estavel. Esse resultado sugere que
o extrato-Cz pode estar participando da reagdo de reticulagdo, mostrando esse sistema maior

estabilidade térmica no estagio inicial de degradacao.

5.2.3 Difracao de Raios-X
A Figura 29 mostra o padrao de difracdo de raios-X (DRX) das membranas de
PVA/DPG-NPsAg. O perfil de DRX das membranas € semelhante; nos espectros, observa-se

um padrdo policristalino com um pico de reflexdo largo em 20 ~ 20° que se associa ao PVA

(RICCIARDI et al., 2004).
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Figura 29: DRX das membranas PVA/DPG-NPsAg
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Os picos de difragdo com valores de 20 proximos a 38,37°; 44,50°; 64,86°; 77,44° ¢
81,7° correspondem aos planos de rede indexados em [111], [200], [220], [311] e [222]
respectivamente. Esses planos de rede correspondem a estrutura cubica de face centrada da
prata metalica (SATHISHKUMAR et al., 2009; LIU et al., 2007). Os outros picos cristalinos

observados sugerem a presenga de substancias cristalinas organicas no extrato-Cz.
O tamanho médio de cristalito das NPsAg foi calculado usando a equagdo de Scherrer
(ALWANA et al., 2021):

_ ka
- PcosO

3)
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onde D ¢ o tamanho médio do cristalito, k € a constante de Scherrer, A é o comprimento de onda
do raio X incidente (para Cu Ka, A = 0,154056 nm), enquanto P ¢ 6 sdo a largura total na metade

da intensidade maxima e o angulo de Bragg respectivamente.

O método gaussiano foi usado para encontrar a largura a meia altura do pico (FWHM)
no software Origin®. Os tamanhos médios de cristalitos calculados por Scherrer foram 13,64
nm, 16,63 nm e 20,27 nm para as membranas PVA-PGLD 5, PVA-PGLD 10 e PVA-PGLD 20
respectivamente. Relacionando o tamanho médio dos cristalitos com a intensidade das bandas
de absorbancia SPR observadas nos espectros UV-Vis (Figura 7), pode-se concluir que quanto

maiores as concentragdes de NPsAg, maior o tamanho médio dos cristais NPsAg.

5.2.4 Microscopia eletronica (MEV)

A caracterizagdo da morfologia das membranas curadas foi realizada por meio da analise
das imagens obtidas da superficie vista do topo (vista superior), através da técnica de
microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplado a um espectrometro de dispersao de
energia (EDS). A técnica de EDS foi realizada com o objetivo de conferir a presenca de

nanoparticulas de prata nas membranas.

As imagens de MEV foram obtidas utilizando a técnica de elétrons retro espalhados
(BSD). As membranas foram previamente cobertas por uma fina camada de ouro. Infelizmente,
nao foi possivel realizar grandes magnificacdes, pois a voltagem dos elétrons queimava a

membrana. A imagem representa fendas escuras na superficie da amostra.

A seguir, nas Figuras 30 e 31, sio mostradas as imagens de MEV e de EDS,

respectivamente, das membranas curadas.



Figura 30: MEV das membranas PVA/DPG curadas (a) NPsAg 5, (b) NPsAg 10, (c) NPsAg 20
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Figura 31: MEV-EDS PVA/DPG curadas (a) NPsAg 5, (b) NPsAg 10, (c) NPsAg 20
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A morfologia das membranas ¢ dificil de analisar por ndo ter magnificagdes maiores,
devido ao feixe de elétrons ter produzido fissuras na membrana. Mas, de maneira geral, as
superficies se mostram irregulares, com pouca porosidade. As membranas PVA/DPG-
NPsAgl0 e PVA/DPG-NPsAg20 sao semelhantes, observando-se uma superficie irregular com
sulcos. A membrana PVA/DPG-NPsAg5 mostra uma superficie mais densa e lisa. O fato de o
feixe de elétrons produzir fissuras no polimero significa que a energia ¢ suficiente para produzir
a cisdo C-C, observando-se fendas na membrana. Fendas maiores e localizadas sdo observadas
na membrana PVA/DPG-NPsAg5. J4 as membranas PVA/DPG-NPsAgl0 ¢ PVA/DPG-

NPsAg20 mostram fendas menores e distribuidas na matriz do polimero.

As imagens de MEV-EDS (Figura 31) revelaram a presenga de prata distribuida
homogeneamente na rede polimérica, o que sugere que, na sintese verde “in situ”, a presenga
do PVA/DPG, estes também atuam como estabilizadores e até se pode sugerir que atuam como
verdadeiros modelos “femplates”, evitando a agregagao e promovendo a formag¢ao de uma rede

homogénea e continua através da matriz polimérica.

5.3 Estudo de liberacao

Considerando os estudos tedricos (PARAMELLE et al., 2014), foram estimados os
coeficientes de extingdo molar (g) a partir do comprimento de onda da maxima absorcao da
banda RPS (Figuras 11, 12 e 13). Os valores do coeficiente de extingdo molar estimados
teoricamente foram 839,82 x 10® M-'em™, 773,36 x 108 M'em™ € 911,03 x 10® Mlem! para
as NPsAg sintetizadas usando 5 mL, 10 mL e 20 mL de extrato-Cz respectivamente. Esses
valores foram usados para determinar a concentra¢do de NPsAg usando a lei de Lambert-Beer
(A= ¢bC); onde b € o caminho 6tico em cm e C a concentracao de Molaridade (M). A liberagao
de NPsAg das membranas de PVA/DPG-NPsAg foi monitorada por um intervalo de 24 h a

temperatura ambiente (25 °C).

A Figura 32 mostra o perfil de liberacdo de NPsAg para cada membrana de PVA/DPG-
NPsAg. A liberagao de NPsAg, desde uma matriz polimérica, geralmente ocorre por difusao
através da matriz gelatinosa ou pela erosdo da matriz do hidrogel ou por meio da combinagdo

desses mecanismos.
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Figura 32: Liberagao das NPsAg no tempo a 25°C

3,5x10™
3,0x10™ F U O W @ @ (U WU [ I HIHJ JIJIJTJ I (I HJJUJ©@ (@ ($Q@Q@(QTQ(@(@Q(((@((H@((Q((u((((e
[
2,5x10™ - @
o 20q0% o:
€ /
g 1,5x10™
z
(@)]
< 1,0x10M F
5,0x10™ - —u— PVA/DPG-NPsAg5
I —0— PVA/DPG-NPsAg10
0,0 |- —A— PVA/DPG-AgNPs20
1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 20000 40000 60000 80000
tempo (s)

Como as NPsAg sdo pouco soluveis em dgua, € provavel que sua liberacdo da matriz
PVA/DPG seja predominantemente controlada pela taxa de disolucdo do hidrogel. A Figura 32
mostra que a formulagdo de PVA/DPG com menor quantidade de extrato-Cz (PVA/DPG-
NPsAg 5) mostrou uma liberagdo relativamente lenta se comparada com a membrana
PVA/DPGNPsAg 10&20. Talvez, a densidade de reticulacio exerce um efeito nesse
comportamento. Observa-se, nas curvas TGA (Figura 28), que a membrana PVA/DPG-NPsAg
5 foi a que mostrou maior estabilidade térmica. Portanto, deve promover uma taxa de erosdao
mais lenta e, portanto, uma taxa de liberacdo de NPsAg mais lenta. No entanto, mais pesquisas
sdo necessarias para investigar a densidade de reticulacdo e a relagdo entre a concentragdo de
extrato-Cz e a formacdo de matrizes de hidrogéis PVA/DPG mecanicamente mais estaveis.

A partir do ajuste dos dados experimentais as equagdes de Korsmeyer-Peppa e Higuchi,
obtém-se os parametros da constante cinética de velocidade k, o coeficiente de correlagio R? e

o expoente de liberacdo n, cujos valores obtidos sd@o dados na Tabela 11.
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Tabela 11. Parametros da cinética de liberagao das NPsAg

Higuchi Korsmeyer-Peppa
Membranas
kn R? n kkp R?
PVA/DPG AgNPs5 8,71x107" 0,93 0,96 5,33x10* 0,95
PVA/DPG AgNPs10 1,28x10°1 0,91 0,39 4,23x10% 0,97

PVA/DPG AgNPs20 1,33x10°"° 0,98 0,61 5,60x10° 1,00

A Tabela 11 mostra que a cinética de liberagdo das NPsAg desde as membranas
PVA/DPG-NPsAg se ajusta melhor ao modelo Korsmeyer-Peppa (maior coeficiente de
correlagio “R?”). Esse modelo ¢ usado para descrever a difusdo de um soluto penetrante por
meio de uma matriz polimérica expansivel. O modelo de Korsmeyer-Peppas se ajusta a um
polimero com natureza de hidrogel que absorve o solvente (H20) e libera o principio ativo
carregado.

No modelo de Korsmeyer-Peppas, o expoente “n” esta relacionado ao mecanismo de
liberacdo do principio ativo. Para um filme fino com 0,5 <n < 1, o sistema pode ser descrito
como um transporte andmalo (difusdo ndo Fickiana) (SIEPMANN et al., 2008). Para as
membranas de PVA/DPG-NPsAg 5 e PVA/DPG-NPsAg 20, os valores do expoente “n” foram
maiores que 0,5 e menores que 1, indicando que um mecanismo de difusdo nao Fickiano foi
dominante para a liberacdo de NPsAg. Ja o mecanismo de liberagao do filme PVA/DPG-NPsAg
10 mostra valores n < 0,5. Portanto, o mecanismo cinético de liberacao desse sistema pode ser
identificado como uma difusdo quase-Fickiana. A constante cinética de velocidade de
Korsmeyer-Peppas, kkp, foi maior na membrana PVA/DPG-NPsAg 10, sugerindo uma
liberacdao mais rapida de NPsAg nesta composicao de extrato-Cz. Esses resultados revelam que
o comportamento da rede PVA/DPG muda com a quantidade de extrato-Cz usado na sintese

verde das NPsAg.

5.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi investigada pelo método de difusdo em disco. A Figura

33 mostra a zona de inibi¢do contra E. coli para todos os discos difusores embebidos com a
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solugdo da sintese verde dos trés sistemas estudados PVA/DPG-NPsAg e uma mostra controle,

contendo antibidtico.

Figura 33: Atividade antimicrobiana, (a) PVA/DPG-NPsAg 5; (b) PVA/DPG-NPsAg 10; (c) PVA/DPG-

NPsAg 20

O estudo da atividade antimicrobiana da sintese verde de NPsAg contra a E.coli nos
mostra que o produto obtido no sistema PVA/PGLD-AgNPs5 apresenta uma zona de inibi¢ao
maior (7,93+0,05 mm) do que o observado nos sistemas PVA/PGLD-AgNPs10 e PVA/PGLD-
AgNPs20 (6,05+0,03 mm) . Isso pode ser atribuido aos diferentes tamanhos e concentragdes de
AgNPs liberados das matrizes de hidrogel PVA/DPG. O sistema PVA/PGLD-AgNPs5 libera a
menor concentragao de AgNPs; porém, suas nanoparticulas sio menores em tamanho, como
mostrou o estudo de DRX, o que poderia contribuir para maior eficiéncia contra a bactéria E.

coli.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES PARA
TRABALHOS FUTUROS

6.1 Conclusoes

A seguir, resumem-se as principais conclusdes obtidas do trabalho experimental.
Primeiramente, a caracterizacdo espectroscopica UV-vis e FTIR do extrato-Cz confirmou a
presenca de grupos funcionais (aldeido) capazes de reduzir os ions Ag" até a forma de NPsAg.
Também se demonstra que a técnica de ultrassom ¢ eficiente na extracdo de macromoléculas,
as que foram identificadas no extrato-Cz por FTIR.

O espectro UV-vis confirmou, por meio da banda de ressonancia de plasmon de
superficie (RPS), a sintese verde de nanoparticulas de prata (NPsAg) nos sistemas estudados.
O espectro UVvis também mostrou que a concentracdo de NPsAg ¢é proporcional a
concentragdo de extrato-Cz, sendo maior no sistema PVA/DPG-NPsAg 20.

Antes da reagdo de curado, o filme de melhor propriedade fisica e aparéncia € o filme
PVP/DGP-NPsAg 10. Apos a reticulagdo, as membranas de melhor aparéncia sao PVA/DPG-
NPsAg 10 e PVA/DPG-NPsAg 20.

O espectro FTIR confirmou a reagdo de reticulacdo entre o 4acido citrico e as
macromoléculas de PVA e DPG.

O TGA mostrou que o perfil de degradacdo dos filmes é diferente do observado nas
membranas. A temperatura de maior perda de massa nos filmes acontece de maneira geral a
uma temperatura em torno de 300 °C, o que sugere que a interagdo entre as macromoléculas
PVA e DPG ¢ continua e semelhante ao longo da matriz. Degrada-se, entdo, toda a matriz
uniformemente a uma temperatura. Também ndo se observam diferengas de estabilidade
térmica nos filmes dos trés sistemas estudados.

O TGA das membranas mostrou um perfil de degradacao diferente, maior estabilidade
térmica e degradacao diferenciada. Isso sugere heterogeneidade na rede apos a reticulagdo. A
fase mais estavel deve corresponder aquela fracao de cadeias que reticularam.

Pode-se concluir que a estabilidade térmica das membranas (filmes curados), foi maior
que a estabilidade térmica dos respectivos filmes.

Entre as membranas, ndo se observam diferengas significativas na estabilidade térmica,
o0 que sugere que as redes foram curadas na mesma extensao.

O perfil de liberacdo de NPsAg a 25 °C ¢ semelhante nos trés sistemas estudados e a

cinética se ajustou ao modelo Korsmeyer-Peppas. Apresentando a membrana PVA/DPG-
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NPsAg 10 uma difusdo quase-Fickiana (n<0,5), a constante cinética de velocidade de
Korsmeyer-Peppas, kxp, foi maior na membrana PVA/DPG-NPsAg 10, sugerindo uma
liberacao mais rapida de NPsAg nesta composi¢do de extrato-Cz.

O estudo antimicrobiano dos sistemas contra a bateria E. coli mostrou ser maior no
sistema PVA/DPG-NPsAgS5, o que sugere que atividade antimicrobiana das NPsAg ¢ maior
quando o tamanho da NPsAg ¢ menor.

Como a finalidade do trabalho ¢ estudar a sintese verde de NPsAg visando desenvolver
um curativo com poder antimicrobiano, pode-se concluir que o sistema mais eficiente para a
aplicagdo foi aquele que permitiu a obtencdo de NPsAg de menor tamanho da prata
nanocristalina (PVA/DPG-NPsAg), pois foi o sistema que mostrou maior atividade

antimicrobiana.

6.2 Recomendacoes para trabalhos futuros

O trabalho desenvolvido representou um acréscimo de conhecimento para o grupo de
pesquisa, pois mostrou que o fator mais importante na formulagdo do curativo desenvolvido foi
o tamanho da prata nanocristalina.

Portanto, o trabalho ¢ uma diretriz que nos permite focar os proximos estudos no ajuste
da formulagdo, visando otimizar o tamanho da prata nanocristalina.

Otimizando o tamanho das NPsAg na formulagdo e mantendo-o constante, ¢
interessante, futuramente, avaliar o efeito da concentracdo e cinética de liberacao na atividade
antimicrobiana.

Estudos importantes a serem desenvolvidos em trabalhos futuros sdo: propriedades
mecanicas das membranas, ensaios “in vitro” de biocompatibilidade: citotoxicidade,
genotoxicidade, hemocompatibilidade, imunotoxicidade, assim como a realizagdo de estudos

pré-clinicos “in vivo™.
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