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RESUMO

HELOU, G.M.R. Biossintese de nanoparticulas de prata utilizando Cinnamomum
zeylanicum em matriz de hidrogel para aplicacdo biomedica. 2018. Tese de Doutorado-
Materiais para Engenharia — Universidade Federal de Itajuba.

A presente tese objetivou realizar o estudo da biossintese de reducdo de nanoparticulas de
prata (NPsAg) in situ, na presenca do poli (alcool vinilico) (PVA), utilizando extrato aquoso
de Cinnamomum zeylanicum (canela) como agente redutor e estabilizante e &cido citrico,
como agente reticulante para obtencdo e caracterizagdo da membrana de hidrogel
PVA™T-NPsAg, para aplicacdo no tratamento de feridas cutaneas. A biossintese in situ de
NPsAg na presenca de PVA, foi confirmada por espectroscopia UV-vis, a partir da banda RPS
observada em 423 nm. O estudo cinético da biossintese in situ das NPsAg a 23 'C mostrou
gue esta segue uma cinética de primeira ordem, com k= 0,017min™. A reticulacdo do PVA
com &cido citrico 2%, foi confirmada por FTIR, a partir da formacdo da ligacdo éster, em
1713 cm™. O estudo termogravimétrico mostrou maior estabilidade térmica das membranas
PVA®T-NPsAg se comparada ao PVA puro. O mapeamento MEV-EDS revelou a presenca de
agregados de NPsAg distribuidos ao longo da superficie da membrana. O valor médio do
diametro das NPsAg das membranas PVA=TNPsAg a 0,04, 0,06 e 0,1, foi de 12 nm, 11 nm e
9 nm, respectivamente. O estudo do intumescimento da membrana PVA®T-NPsAg em agua
destilada a 23 °C revelou um grau de intumescimento no equilibrio de 130 %. O ajuste dos
dados a equagdo de Fick, mostraram um valor de constante difusional n < 0,5, e constante de
proporcionalidade k=0,509. O estudo cinético do intumescimento da membrana
PVAST-NPsAg, em &gua destilada a 23°C foi ajustado a uma cinética de primeira ordem,
utilizando o modelo de Lagergren. O ajuste linear forneceu o valor de k= 0,117 min™. Para o
estudo da liberacdo de NPsAg foi construida uma curva analitica de calibracdo, que obteve a
equacdo da reta por regressao linear R?= 0,95. O estudo cinético e termodinamico de liberagéo
das NPsAg foi realizado em &gua destilada a 37 °C e 40 °C. O estudo cinético de liberacdo de
NPsAg para ambas as temperaturas foi ajustado a uma cinética de primeira ordem. A
constante de velocidade foi k= 0,00209 min™ em 37 °C e k= 0,0742 min™ em 40°C. A
energia de ativacdo determinada a partir da equacdo de Arrhenius foi de 959,87 kJ/mol. O
estudo termodinamico foi realizado a partir da equacdo de Eyring Polanyi e mostrou que o
sistema de liberacdo n&o é espontaneo, com valores de AGy"= 91,93 kJ/mol a 37 °C e AGy'=
83,55 kd/mol a 40 °C. O sistema de liberagdo é endotérmico com entalpia de 957,28 kJ/mol. A
variagdo de entropia revela uma desordem, do sistema, sendo ASy’= 2,76 kJ/mol*K a 37 °C e
ASy’= 2,76 kJ/mol*K a 40 °C. O estudo da atividade antimicrobiana mostrou que a membrana
PVAT-NPsAg é eficaz tanto para a bactéria Staphylococcus aureus como para a bactéria
Escherichia coli. A acdo antimicrobiana foi eficaz a partir da concentracdo de 0,02 mol/L de
AgNOs. O ensaio de citotoxicidade da membrana PVA®*T-NPsAg, contra linhagens celulares
de ovario de hamster chinés (CHO-K1, ATCC CCL 61, American Type Culture Collection)
mostrou que a viabilidade celular se manteve > 90%, para todas as concentrac@es de extratos
estudadas, sendo a membrana PVA®T-NPsAg considerada ndo citotoxica.

Palavras-chave: Biossintese in situ, nanoparticulas de prata, Poli (&lcool vinilico),
Cinnamomum zeylanicum.
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ABSTRACT

HELOU, G.M.R. Biosynthesis of silver nanoparticles using Cinnamomum zeylanicum in
hydrogel matrix for biomedical application. 2018. Thesis -Materials Engineering- Federal
University of Itajuba.

The aim of the present thesis was to study the biosynthesis of silver nanoparticles
reduction (AgNPs) in situ in the presence of polyvinyl alcohol (PVA), using aqueous extract
of Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) as reducing and stabilizer agent and citric acid, as
crosslinking agent in order to obtain and characterize the PVA™"-AgNPs hydrogel
membrane, for application in the treatment of cutaneous wounds. In situ biosynthesis of
AgNPs in the presence of PVA was confirmed by UV-vis spectroscopy from the RPS band
observed at 423 nm. The kinetic study of the in situ biosynthesis of AgNPs at 23 'C showed
that this follows a first order kinetics, with k=0.0021 min™. The thermogravimetric study
showed higher thermal stability of PVA®T-AgNPs membranes compared to pure PVA. The
MEV-EDS mapping of the PVAT-AgNPs membrane revealed the presence of AgNPs
aggregates distributed along the membrane surface. The middle value diameter of
nanoparticles of PVA®T-AgNPs membranes was 0.04, 0.06 e 0.1, was 12 nm, 11 nm e 9 nm,
respectively. The study of PVA™T-AgNPs membrane swelling in distilled water at 23 °C
revealed a degree of swelling at equilibrium of 130%. The swelling values adjusted to the
beginning of the process, at temperature of 23 °C, by the equation of Fick, difusional n <0.5
constant presented, and proportionality constant k = 0.509. The Kkinetic study of
PVA™T-AgNPs membrane swelling process in distilled water, in the first few minutes, at
23 °C was adjusted to a first-order kinetics, using the model of Lagergren. The linear
adjustment provided the value k = 0.117 min™. For the study of AgNPs release was built an
analytical calibration curve, linear regression R? = 0.95. The kinetic and thermodynamic study
of AgNPs release was carried out in distilled water a 37 °C e 40 °C. The kinetic study of
AgNPs release at both temperatures was adjusted to a first order kinetics. The rate constant
was k= 0.00209 min™ at 37 °C and k=0.0742 min'* at 40 °C. The activation energy was
determined from the Arrhenius equation of 959.87 kJ/mol. The thermodynamic study was
performed from the Eyring equation and presented the non-linear release system, with values
of AGy"=91.93 ki/mol at 37 °C and AGy'=83.55 k/mol at 40°C. The release system is
endothermic with enthalpy of 957.28 kJ/mol. The entropy change reveals a slight increase in
the disorder, with ASy"= 2.76 kJ/mol*K at 37 °C and ASy#=2.76 kJ/mol*K at 40 °C. The
study of antimicrobial activity showed that the PVAF*T-AgNPs membrane is effective for
both bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The antimicrobial action was
effective from the concentration of 0.02 mol/L AgNOs. The PVA®™-NPsAg membrane
cytotoxicity assay against chinese hamster ovary cell lines (CHO-K1, ATCC CCL 61,
American Type Culture Collection) showed that cell viability remained > 90% for all
concentrations of extracts studied, being the PVAFT-AgNPs membrane considered
non-cytotoxic.

Key words: Biosynthesis in situ, Silver nanoparticles, Poly (vinyl alcohol), Cinnamomum
zeylanicum.
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1 INTRODUCAO

O uso da quimica verde para a sintese de nanoparticulas metélicas, aliada as
propriedades funcionais do poli (alcool vinilico) (PVA), confere aos filmes poliméricos de
PVA contendo nanoparticulas de prata, potencial aplicacdo biomédica.

A escolha da sintese verde esta relacionada com capacidade das plantas em atuarem
na reducdo, na protecdo e na estabilizacdo das nanoparticulas metélicas devido aos seus
metabolitos secundarios, compostos organicos elaborados pelos vegetais, para adaptacdo das
espécies e sua sobrevivéncia. A reducdo das particulas da prata na escala nanométrica infere
mudancas nas suas propriedades, resultando no aumento da razdo entre a area superficial e
volume, que potencializam suas caracteristicas em relacgdo a sua forma de bulk
(macrométrica).

O PVA se tornou um polimero apropriado para a obtencdo de filmes poliméricos
devido a capacidade de formar hidrogel através de reticulacdo fisica ou quimica, além das
propriedades de solubilidade em 4agua, biodegradabilidade, biocompatibilidade, néo
toxicidade e resisténcia mecéanica. A vantagem de se utilizar o PVA como matriz polimérica
em forma de filme, é a possiblidade de incorporagdo das nanoparticulas de prata (NPSAQ)
como agente ativo, para atuar diretamente no sitio de acdo e na proporcao adequada. O
interesse pelas NPSAg reside no fato de serem descritas como eficientes agentes contra um
amplo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas resistentes a
antibioticos.

A incidéncia e a prevaléncia de feridas cronicas vém crescendo em decorréncia da
mudanca do perfil da populacdo brasileira, acompanhada de habitos de vida inadequados. O
aumento da expectativa de vida constitui-se em um fendmeno mundial e também esta

associado a um aumento do aparecimento de feridas cronicas. Segundo a Organizagdo Mundial

da Salde (OMS) nos proximos 43 anos, 0 nimero de pessoas com mais de 60 anos representara
um quarto da populacdo mundial, cerca de 2 bilhGes de individuos, em um total de 9,2
bilhdes. A populagdo de idosos da América Latina e Caribe passou de 10 % do total da
populacdo em 2010, com previsdo de 21% em 2040, segundo a Organizacdo das Nacgdes
Unidas (ONU). O Brasil, tem acompanhado esse crescimento mundial e 0 nimero de pessoas
idosas com 80 anos ou mais, pode passar de 19 milhdes em 2060, de acordo com o Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
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As feridas cronicas sdo chamadas de Ulceras. Sdo prevalentes e correspondem a
94,74% das lesdes, em relagdo as feridas agudas que representam 5,26% (ROCHA et al.,
2013). As ulceras independentemente da etiologia, sdo recorrentes e incapacitantes,
impossibilitando o portador dessas feridas, a realizacdo de suas atividades da vida diaria.
Requerem longos tratamentos para cicatrizagdo e causam impacto socioecondémico ao sistema
de saude e previdenciario (SOUZA et al., 2013).

Ao longo dos anos a prestagéo de cuidados em feridas foi evoluindo, assim como a
ciéncia, a tecnologia e a industria farmacéutica. A competitividade do mercado tornou-se
grande, levando ao aparecimento de novos produtos no tratamento das feridas. Na atualidade,
a prata reaparece no cenario das pesquisas, reduzida em nanoparticulas. Nessa
escala nanométrica, a superficie das nanoparticulas de prata € maximizada, ampliando seu
potencial antimicrobiano. Todo esse beneficio pode ser utilizado na forma de curativos com
acao no controle da populacdo bacteriana durante o preparo do leito de uma ferida no
processo de cicatrizacdo (WILKINSON et al., 2011).

Na escolha de um curativo contendo nanoparticulas de prata, deve-se levar em
consideracdo as caracteristicas de liberacdo da prata pelo curativo. Um curativo
antimicrobiano deve possuir caracteristicas para promo¢do de um ambiente Umido para
aumentar a cicatrizacdo e um amplo espectro antimicrobiano, com baixo potencial de
resisténcia. Por outro lado, deve ter baixa toxicidade, acdo rapida, ndo provocar irritacdo ou
sensibilizacdo, ndo promover aderéncias e ser efetivo mesmo na presenca de importante
exsudato, saida de liquidos organicos através das paredes e membranas celulares, provocada
na lesdo (RIGO et al., 2012).

Os filmes de hidrogel de PVA com nanoparticulas de prata incorporadas, apresentam
acao topica, efeito bactericida e capazes de intumescer, mantendo o ambiente Umido,
favorecendo a protecdo da lesdo, até a reparacdo tecidual (GAHARWAR etal., 2014).
Atualmente estdo disponiveis no mercado curativos antimicrobianos baseados em NPsAg. No
entanto ainda ha a necessidade do desenvolvimento de tecnologia nacional competitiva.

Neste contexto, a presente tese objetivou o estudo cinético da biossintese de reducédo
de NPsAg in situ, na presenca do PVA, utilizando extrato aquoso de Cinnamomum
zeylanicum, como agente redutor e estabilizante e acido citrico como agente reticulante, para
obtencdo e caracterizacdo da membrana de hidrogel PVA™ - NPsAg, visando contribuir para
o tratamento de feridas cutaneas. A membrana PVA®T-NPsAg desenvolvida neste estudo é
capaz de intumescer, liberando de maneira controlada as NPsAg, mantendo o ambiente

umido, favorecendo a protecdo da ferida, até a reparacdo tecidual. Apresenta boa relacéo


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gaharwar%2C+Akhilesh+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gaharwar%2C+Akhilesh+K
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custo-beneficio e produgdo com utilizagdo de equipamentos e técnicas convencionais, visando
um tratamento eficaz de feridas sépticas em portadores de comorbidade, com processo de

cicatrizacdo comprometido.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizar o estudo da biossintese de reducdo de nanoparticulas de prata (NPSAQ) in situ, na

presenca do poli (alcool vinilico) (PVA), utilizando extrato aquoso de Cinnamomum

zeylanicum (canela) como agente redutor e estabilizante e &cido citrico, como agente

reticulante para obtencdo e caracterizacio da membrana de hidrogel PVA®T-NPsAg, para

aplicacdo no tratamento de feridas cutaneas.

2.2 Especificos

Realizar a extracdo dos principios ativos do Cinnamomum zeylanicum, por maceracao

dindmica e decoccéo.

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do extrato de Cinnamomum zeylanicum por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), por anéalise
termogravimétrica (TGA), andlise termogravimétrica derivada (DTGA) e calorimetria

exploratoria diferencial (DSC).

Realizar o estudo da cinética da biossintese de reducdo das NPsAg utilizando o extrato

de Cinnamomum zeylanicum.

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do complexo extrato-NPsAg, utilizando
microscopia eletrdnica de varredura - MEV e espectroscopia de energia dispersiva -
EDS.

Realizar a biossintese in situ, na presenca de PVA, para obtencdo da membrana PVA®*T
NPsAg.

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica da membrana PVA®™TNPsAg por FTIR,
determinacéo do teor gel, TGA, MEV-EDS e DRX.

Realizar o estudo do intumescimento da membrana PVAFT"NPsAg.

Realizar o estudo de liberacdo das NPsAg da membrana PVA®T"NPsAg em funcéo do
tempo e o estudo termodinamico de liberagdo das NPsAg.

Avaliar a atividade antimicrobiana da membrana PVA®™T'NPsAg, utilizando as

bacterias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Realizar o ensaio de citotoxidade in vitro da membrana PVAF*T"NPsAg.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Biossintese para obtencdo de NPsAg

A sintese verde ou biossintese € um método utilizado para a obtencdo de NPsAg por
meio de organismos bioldgicos, ou partes deles como 6rgdos, tecidos, células ou
biomoléculas, que atuam como agentes redutores e estabilizadores das nanoparticulas, como
substituintes de reagentes quimicos. Estes agentes sio capazes de reduzir ions metalicos (Ag")
para a sua forma metalica (Ag®), de forma rapida e em condigBes normais de temperatura e
pressdo. Como estabilizantes, recobrem a superficie das nanoparticulas, mantendo-as
afastadas umas das outras e dispersas no meio, evitando o processo de agregacdo das
nanoparticulas sintetizadas (SHARMA, 2009).

Nesse método as NPsAg sdo sintetizadas em meio aquoso, no qual os atomos de
prata dissolvidos na solucdo se juntam para formar agregados de tamanho nanométrico. Essa
rota de sintese utiliza solventes menos toxicos, e, portanto, de menor impacto ambiental, além
do custo de producdo ser menor, comparados aos métodos fisicos e quimicos (IRAVANI,
2011). O solvente a ser utilizado no preparo do extrato de plantas também possui relevancia e
podem incluir hexano, cloroférmio, acetato de etila, butanol e 4gua. No estudo de Zahir e
Rahuman (2012), comparando a eficiéncia do rendimento da sintese verde na atividade
bioldgica das nanoparticulas metélicas, observou-se que a fracdo aquosa apresentou 0S
resultados mais satisfatérios. De um modo geral essa sintese coloidal de nanoparticulas
baseia-se em quatro componentes: 0 meio da reacdo, o0 precursor, 0 agente redutor e 0
estabilizante. O meio ¢ a fase liquida onde a reacgéo ird ocorrer. O precursor € 0 composto
quimico que ir& fornecer o material para formar as particulas e a acdo do agente de reducdo e
estabilizagéo, depende das partes da planta que compde o extrato (MARCATO, 2012).

Cada parte da planta apresenta um perfil fitoquimico constituido de principios ativos
em diferentes concentracdes. A combinacdo desses constituintes quimicos e as condi¢cdes da
parte da planta selecionada podem definir a eficiéncia do extrato como agente sintetizador das
nanoparticulas. Estudos relatam o uso de folhas, sementes, raizes, cascas, flores e frutos na
obtencdo de caracteristicas variadas das nanoparticulas sintetizadas (TRIPATHY, 2010,
LUKMAN et al., 2011, GNANADESIGAN et al., 2012, NETHRADEVI et al., 2012,
QUELEMES et al., 2013.

O uso do extrato obtido das folhas de Ocimum sanctum (manjericdo) utilizado para

sintetizar NPsAg resultou em nanoparticulas com diametro de 25 a 40 nm (PATIL et al.,
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2012). Diferentes resultados foram obtidos em outro estudo utilizando extratos do caule e raiz
da mesma planta, com obtencdo de NPsAg de 10 nm e 5 nm, respectivamente (AHMAD et
al., 2010). O estudo de Kumar et al. (2010) comparou a composic¢ao dos extratos de Syzygium
cumini (jambo) provenientes das folhas e das sementes da planta e foi observado que os
extratos levaram a formacdo de NPsAg esfericas com taxas de formacdo e diferentes
didmetros, fato que foi atribuido ao conteddo de polifendis presentes nos extratos. Esses
dados exemplificam as possiveis diferengas nas caracteristicas do produto final da sintese de
acordo com a parte da planta utilizada. Geralmente, nanoparticulas biosintetizadas possuem
forma esférica (RAI, 2013).

As plantas podem atuar como agentes redutores de sais metalicos e como agentes
estabilizantes, evitando o processo de agregacdo das nanoparticulas sintetizadas, devido aos
seus numerosos metabdlitos secundarios. Esses compostos organicos, constituem 0s
principios ativos, moléculas de baixo peso molecular com funcdo de adaptacdo das plantas
aos diferentes ecossistemas e representam uma fonte importante de substancias
farmacologicamente ativas (INGALE, 2013).

Os trés grupos de metabolitos secundarios mais importantes nas plantas incluem os
terpenos, composto quimico constituinte dos 6leos volateis, presentes em estruturas secretoras
especializadas, os compostos fendlicos, os quais sdo derivados dos carboidratos e que
possuem pelo menos um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por
um grupamento hidroxila e os alcaloides, derivados dos aminoacidos, principais constituintes
das proteinas, compostos organicos com ao menos um atomo de nitrogénio em seu anel
(NWOKEJI et al., 2016). A presenca desses constituintes metabdlicos pode ter efeito sinérgico
benéfico, 0 que confere aos extratos vegetais certa vantagem sobre os antimicrobianos
tradicionais que possuem apenas um principio ativo. Embora esses compostos de origem
vegetal possam atuar na reducdo, na protecdo e na estabilizagdo das nanoparticulas, um
mecanismo especifico da sintese verde mediada por plantas deve ainda ser elucidado
(DURAN et al., 2011).

Para a selecdo do vegetal a ser utilizado como agente redutor deve-se levar em
consideracdo, além da parte do vegetal, a presenca de compostos redutores capazes de
sintetizar as nanoparticulas. Neste estudo foi utilizada a casca da espécie Cinnamomum
zeylanicum. Na casca dessa espécie sao encontrados compostos quimicos, como o aldeido

cindmico na fase oleosa em torno de 65% e uma variedade de polifendis em torno de 35%.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
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O isolamento desses constituintes quimicos, pode ser realizado a partir da extracéo
vegetal, os quais sdo extraidos na sua totalidade, sem que nenhum seja especificamente
isolado (AKHTAR et al., 2013).

A presenca do polissacarideo € um fator importante, pois na biossintese de reducao
da prata este glicidio atua como agente redutor e favorece a estabilizacdo das nanoparticulas,
evitando a agregacdo da prata formada durante o0 processo da biossintese
(LOGESWARI et al., 2015). O polissacarideo presente no extrato pode estar relacionado com
possiveis funcbes mecéanicas e metabolicas nos vegetais (NWOKEJI et al., 2016) e tem
origem na mucilagem, substancia macromolecular de natureza glicidica, presente em torno de
1,6 a2,9% da composicdo quimica do extrato. A mucilagem é um hidrocoloide vegetal,
substancia amorfa, capaz de se tornar viscosa na presenca de agua. E um produto do
metabolismo no interior da célula, resultado da polimerizacdo de um monossacarideo ou
mistura de diversos monossacarideos e pode ser produzida sem prejuizo para as plantas. A
mucilagem é frequentemente encontrada, nas células da epiderme das folhas, em cascas,
sementes e também em raizes (JANI et al., 2009).

Polissacarideos sdo carboidratos compostos por grande quantidade de moléculas de
monossacarideos (agUcares simples). O monossacarideo presente na formacdo dos
polissacarideos da mucilagem de Cinnamomum zeylanicum é uma glicose e por apresentar um
grupamento aldeido (H-C=0), caracteriza-se como aldose. Nos monossacarideos com 5 ou
mais a&tomos de carbono, como é o caso da aldose, a forma ciclica é predominante, porgque 0s
grupos hidroxila (-OH) e carbonila (C=0), de uma mesma molécula, interagem entre si,
originando o anel. Esses monossacarideos ciclicos possuem um carbono anomeérico, que esta
envolvido na ligacdo glicosidica da molécula. Nesta ligacdo ocorre a combinagdo da hidroxila
de um carbono anomérico de um monossacarideo com a hidroxila de outro monossacarideo,

produzindo &gua, Figura 1.

CH,OH CH,OH

H OH H OH H OH T H OH
Figura 1. Ligacdo glicosidica com a combinacao da hidroxila de um carbono anomérico de um monossacarideo
com a hidroxila de outro monossacarideo.
(NELSON; COX, 2011)
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A extragdo vegetal retira de forma mais seletiva as substancias ou as fragdes ativas
contidas no vegetal. Na escolha de um método extrativo deve-se avaliar o material vegetal, o
meio extrator (solvente) e a metodologia de extracdo. O poder de penetracdo do solvente
depende da textura da parte da planta a ser extraida. Quanto maior o grau de divisdo da droga
maior sera a superficie de contato com o meio extrator e quanto mais rigido o material, menor
deve ser a sua granulometria. Com relagdo ao solvente extrator escolhido, este deve ser o mais
seletivo possivel. Essa seletividade depende do grau de polaridade das substancias presentes
na planta as quais se deseja extrair. Além dos fatores relacionados a eficiéncia do processo
extrativo, devem ainda ser considerado a toxicidade ou riscos que seu manuseio representa, a
estabilidade das substancias extraidas e a disponibilidade e o custo do solvente
(VELAYUTHAM et al., 2013).

Na metodologia de extracdo deve-se considerar fatores como a agitacdo, que pode
abreviar consideravelmente a duracdo de um processo extrativo devido ao fato de que os
processos de extracdo dependem, em grande parte, de fenbmenos de difusdo e que a
renovacdo do solvente em contato com as substancias a dissolver desempenha um papel de
grande influéncia na velocidade da dissolugdo. A temperatura provoca um aumento da
solubilidade de qualquer substancia, motivo pelo qual os métodos de extracdo a quente sdo
sempre mais rapidos do que aqueles realizados a temperatura ambiente. Entretanto, o calor
nem sempre pode ser empregado, ja que muitas substancias sdo instaveis em altas
temperaturas. O tempo € um fator que pode variar em funcdo da rigidez dos tecidos do
material vegetal, do seu estado de divisdo, da natureza das substancias a extrair, do solvente e
do emprego, ou ndo, de temperatura e/ou agitacdo (AZWANIDA et al., 2015).

Dentre os métodos de extracdo solido-liqguido mais comumente empregados,
destacam-se 0s processos a frio como a maceragdo e percolagdo, a quente em sistemas
abertos, como a infusdo e decocgéo e a quente em sistemas fechados, utilizando o aparelho de
Soxhlet e destilagdo por arraste a vapor. Os métodos ndo convencionais incluem a extragéo
por micro-ondas, ultrassom, extragdo por fluido supercritico, extragdo com liquido
pressurizado e microextragdo em fase sélida (AZMIR et al., 2013).

Neste estudo utilizou-se 0s processos de maceracdo dindmica e decocgdo. A
maceracao explora o fenémeno de difusdo do solvente através do tecido vegetal. Consiste em
colocar a droga em contato com a quantidade de solvente preestabelecida, a temperatura
ambiente, em recipiente fechado, durante horas ou dias. Na extracdo por maceracdo dinamica,
a mistura em extracdo é mantida sob agitagdo por um tempo determinado (KHAN, et al.,

2012). Este processo de extracdo € utilizado para a producdo em pequena escala e quando 0s
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principios ativos podem sofrer alteracdo pelo calor ou pelo ar e sdo sollveis a temperatura
ambiente, em um solvente que ndo deve ser volatil. A velocidade com que se obtém o
equilibrio é funcdo do tamanho de particula e do grau de inchamento das células, bem como
da viscosidade e da polaridade do solvente. A extracdo por decoccdo consiste em manter o
material vegetal em contato com um solvente sob aquecimento durante certo periodo.
Normalmente, o solvente utilizado é a agua, em ebulicdo a 100 °C. Este processo de extracdo
pode ser utilizado em materiais vegetais duros e de natureza lenhosa. Ressalta-se que, se 0
aquecimento for muito prolongado, podera haver a alteracdo das substancias ativas
(CHIKEZIE et al., 2015).

O processo da extracdo implica basicamente duas etapas: a separagdo dos compostos
especificos de partes da planta moida ou ndo com a utilizacgio de um solvente, e a
determinacdo da concentracdo, por eliminacdo dos solventes. A eficiéncia da atividade
biologica dos extratos vegetais depende da espécie utilizada, concentra¢do do principio ativo
presente na planta, a fonte de origem (caule, folhas, sementes), método de obtencdo e
estabilidade dos componentes. Estudos tém demonstrado que alguns extratos vegetais
possuem efeitos muito proximos aos dos antibidticos disponiveis no mercado (CAUERHFF;
CASTRO, 2013).

3.2 Estabilizacdo das NPsAg

Na biossintese, utiliza-se o extrato obtido das plantas, misturado a uma solucéo
aquosa de sal metalico. No caso das NPsAg, em geral, utiliza-se o nitrato de prata (AgNO3)
como sal precursor para ocorrer a biorredugdo. Com a reducéo dos sais metalicos inicia-se a
precipitacdo e inimeros nucleos sdo inicialmente formados, mas estes tendem a se agregar
para formar cristais termodinamicamente mais estaveis, ocorrendo o processo de nucleagédo. O
nucleo pode aumentar por mecanismos de difusdo formando as particulas primarias seguido
do crescimento, no qual mais atomos colidem formando agregados ou particulas secundarias,
Figura 2. A agregacdo é promovida pela forga ionica e alteracdo do pH, reduzindo a repulséo
eletrostatica, promovendo a agregacdo de particulas. Por fim, ocorre a estabilizacdo pelo
esgotamento dos ions metalicos na solucdo ou pelo recobrimento da particula por compostos

presentes no extrato impedindo a aglomeracdo (PATAKFALVI et al., 2007).
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Biorreducao

Crescimento

Estabilizagdo

Figura 2. Esquema geral das etapas de formagdo de NPs por sintese verde. Adaptado, Patakfalvi et al., 2007.

Na etapa de crescimento das particulas coloidais, o principal fator limitante deste
processo é a difusdo. Sendo assim, a concentracdo do extrato, o gradiente de concentracdo do
sal metélico, o pH, a temperatura e a ordem em que 0s reagentes sdo adicionados a solucédo
sdo os fatores predominantes que determinam a cinética da reacdo e que podem afetar o
tamanho das particulas e sua distribui¢do, o teor de cristalinidade, a estrutura cristalina e o
grau de dispersdo (MITTAL et al., 2013). Para produzir nanoparticulas, a etapa de nucleacdo
deve ser relativamente rapida e a de crescimento relativamente lenta (POLTE, 2015).

As nanoparticulas recém-sintetizadas, devido a sua escala nanométrica tém uma
alta relacdo de area de superficie e volume, resultando em uma alta reatividade e, portanto,
sdo termodinamicamente instaveis com tendéncia natural de se agregarem e crescerem. Para
ficarem mais estaveis, as particulas menores acabam se juntando, tornando-se maiores e com
dimens@es que podem exceder os limites nanométricos (YAO et al., 1993). As nanoparticulas
de metais de transicdo apresentam essa tendéncia de agregacdo, pois sdo estaveis
apenas cineticamente, uma vez que a formagdo do metal volumoso (bulk) corresponde a um
ponto minimo de energia. E embora em alta concentracdo as nanoparticulas possam se
agregar mais rapidamente, apenas dispersa-las em uma quantidade maior de liquido ndo é
suficiente para garantir a estabilidade por longos periodos.

A estabilidade das nanoparticulas é determinada pelas forcas de atracdo e repulsdo
entre as particulas, o que depende de suas caracteristicas fisico-quimicas e da interface
particula-solvente. A forca de atracdo esta sempre presente, devido a tendéncia das particulas
de estarem em contato umas com as outras através da forca de van der Waals. A estabilidade é
atingida quando as forcas repulsivas superaram as forcas de atracdo. Assim, para as
nanoparticulas permanecerem estabilizadas e manterem-se nesta escala de tamanho sem sofrer

decomposicdo, agregacdo, crescimento e se apresentarem monodispersas, utiliza-se
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basicamente mecanismos de interacdo repulsiva como a estabilizagdo estérica e a
estabilizacdo eletrostatica (GADE et al., 2010).

Na estabilizacdo estérica, as nanoparticulas sdo revestidas superficialmente com uma
camada de polimero por meio da interacdo coulombiana, por meio de ligagdes de hidrogénio,
interacOes de van der Waals ou pela combinacdo destas, Figura 3. Esta adsorcdo de polimeros
na superficie das particulas coloidais cria uma barreira mecéanica que impede a aproximacgdo
entre as nanoparticulas. Esse mecanismo de estabilizacdo depende das caracteristicas
superficiais da particula, da configuracdo esquematica do polimero adsorvido e da espessura
da camada de adsorcdo. Para uma estabilizacdo estérica efetiva, € necessario um polimero
com uma massa molecular maior que 10000 g/mol (POMOGAILO; KESTELMAN, 2005).

ES

Figura 3. Estabilizacéo estérica das nanoparticulas metalicas.

A estabilizacdo eletrostatica é o resultado da formacdo de uma camada dupla de ions
adsorvidos em cada nanoparticula metalica carregadas eletricamente, dispersas em um liquido
polar, a 4gua ou solvente organico. Essa dupla camada consiste de uma camada fixa, mais
proxima & superficie, chamada de camada de Stern, constituida de ions de carga contraria
adsorvidos a superficie da particula e de uma camada mdvel de ions, a camada difusa,

conforme Figura 4.

— Superficie da particula
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Figura 4. Esquema da dupla camada em uma superficie de carga positiva (SHAW, 1992).
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Esta estabilizacdo ocorre quando as forgas repulsivas superam as forcas atrativas de
Van der Waals entre as particulas. Este mecanismo de estabilizacdo est4 basicamente restrito
aos sistemas aquosos, devido a elevada constante dielétrica da agua, definida como a
capacidade da agua de influenciar os campos elétricos dos ions, reduzindo a forca de atracao
entre os ions de carga apostas, diminuindo a forca de atracdo. Em principio, este mecanismo
também funciona em solventes orgénicos, porém as cargas da superficie sdo muito menores,
isto &, a espessura da camada elétrica dupla é consideravelmente reduzida e normalmente nédo

é suficiente para evitar eficazmente a aglomeracéo das particulas (GOGOTSI, 2006).

3.3 Acéo antimicrobiana das NPsAg

A acdo antimicrobiana da prata metalica é conhecida e utilizada had milénios por
inimeras civilizagdes antigas. No entanto, os estudos efetivos dos beneficios da prata no uso
medicinal datam aproximadamente do século XIX, tornando-se comum em medicamentos de
uso topico, nos tratamentos de queimaduras, feridas cronicas e para prevenir doencas oculares
em recém-nascidos (SINTUBIN et al., 2012).

Com a descoberta da penicilina no inicio do seculo XX, foi introduzida a era
moderna dos antibioticos, fato que ocasionou a reducdo do uso da prata como agente
bactericida (EDWARDS-JONES, 2009). Porém, com o uso dos antibiéticos, surgiram as
cepas resistentes, ocasionando um problema de salde publica, afetando todos os paises,
desenvolvidos ou néao.

Devido & essa crescente resisténcia bacteriana aos antibidticos, recentemente tem
havido um interesse renovado na utilizacdo da prata como alternativa de agente
antibacteriano. Nesse novo cenario as NPsSAg estdo em evidéncia, pois com o advento da
nanotecnologia tem sido possivel a manipulacdo da prata em escala nanométrica. A escala em
nandmetros corresponde a 1x10° do metro, ou seja, um bilionésimo do metro e com
dimensdes no intervalo de 1-100 nm (KELSALL, 2005).

A reducdo das particulas da prata nessa escala nanométrica infere mudancas nas suas
propriedades, resultantes principalmente do aumento da razdo entre a area superficial e
volume (PANACEK et al., 2006), que potencializam suas caracteristicas em relacdo a sua
forma de bulk (macrométrica). Como as rea¢des quimicas ocorrem na superficie, significa que
as nanoparticulas sdo extremamente mais reativas do que uma massa de material feito de
particulas maiores (GUOZHONG, 2004).
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As NPsAg tém sido descritas como eficientes agentes contra um amplo espectro de
bactérias gram-positivas e gram-negativas incluindo cepas resistentes a antibidticos, além da
acao fungicida, especialmente sobre fungos do género Aspergillus, Candida e Saccharomyces.

Os mecanismos de acdo das NPsAg ainda sdo parcialmente elucidados, Figura 5.
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Figura 5. Sitios de acdo da prata (RAI et al., 2012).

Segundo Nowack (2011), o potencial biocida de compostos com a prata é
diretamente proporcional a capacidade de liberar ions Ag®. Nas NPsAg a grande proporgéo
entre a area superficial e o volume das particulas aumenta essa capacidade de liberacdo de
Ag”.

Alguns estudos mostram que a prata ionica (Ag") dos sais de prata e a sua forma
reduzida (Ag®) apresentam os mesmos efeitos, diferenciando-se apenas as concentragdes
minimas de inibicdo, no caso, da ordem micromolar para 0 AgNO3; e nanomolar para as
NPsAg de cerca de 10 nm de didmetro (LOK et al., 2006; KVITEK et al., 2008; RUDEN et
al., 2009). Estudo feito por Agnihotri et al. (2014) mostrou que ao introduzir NPSAg em
solugbes contendo bactérias do tipo Escherichia coli e também Bacillus subtilis, o
crescimento bacteriano diminuiu de acordo com o aumento da concentragédo de NPsAg.

Por outro lado, o estudo de Mosselhy et al. (2015), apresentaram diferengas nos
mecanismos de acdo antimicrobiana entre as NPsAg e o AgNOsz;. As NPsAg exibem

destruicdo da parede celular, vazamento do conteudo intracelular e uma lacuna entre a parede
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celular e a membrana citoplasmaética, enquanto que o AgNO; induz a aglutinagdo do DNA
(&cido desoxirribonucleico) bacteriano, como um mecanismo de defesa bacteriana.

Para Matsumura et al. (2003), dois possiveis processos sucessivos devem estar
envolvidos no mecanismo biocida das NPsAg. O primeiro se refere a capacidade da célula
bacteriana entrar em contato com o material e capturar os ions de prata, inibindo fungdes
vitais na célula, danificando-a. O segundo trata-se do stress oxidativo com producdo de
espeécies reativas de oxigénio e radicais livres, resultado possivelmente da inibicdo de uma
enzima respiratoria pelo Ag* e consequente morte celular.

O estudo de Morones et al. (2005), registrou por meio de microscopia eletronica trés
situacBes da acdo sobre bactérias. Primeiro, ocorre o ataque de NPsAg sobre a superficie da
célula bacteriana, causando danos na sua funcdo protetora. Em um segundo momento as
NPsAg sdo capazes de penetrar a célula microbiana para exercer seu efeito no espaco
citoplasmatico, ligando-se as bases do DNA. Isso faz com que 0 DNA se condense e perca sua
capacidade de replicar, prevenindo assim a reproducdo bacteriana, via fissdo binaria e
consequentemente morte bacteriana (FENG et al., 2000). E por fim ha a liberacdo dos ions
Ag" e o consequente efeito bactericida.

Outros estudos confirmam o mecanismo de a¢do biocida das NPsSAg por meio da
interacdo de trés componentes vitais as células: a parede celular peptidoglicana
(YAMANAKA, 2005) e a membrana plasmatica (JUNG, 2008), o DNA bacteriano
(citoplasmatico) e as proteinas bacterianas, especialmente as enzimas envolvidas na cadeia de
transporte de elétrons (SHRIVASTAVA, 2007; YANG, 2009). A combinacdo destes trés
componentes, potencializa a acdo biocida das NPsAg (CHALOUPKA et al., 2010;
SCHACHT et al., 2013).

O estudo de Bellantone et al. (2002) demonstrou que é possivel que ocorra ligacao
extracelular e precipitagdo de ions de prata na parede e na membrana celular. Na parede
celular, a matriz peptidoglicana possui ligagdes quimicas com acidos teicoicos. Esses acidos
contém um grupo fosfato, o que torna a superficie da célula carregada negativamente e
provavelmente ira interagir eletrostaticamente com alguns ions Ag”.

Na membrana celular bacteriana, a precipitacdo de proteinas age diretamente,
exercendo acdo bactericida imediata e acdo bacteriostatica residual (KOSTENKO, et al.,
2010). No estudo de Sondi e Salopek-Sondi (2004), foi observado o acumulo de
nanoparticulas de prata de cerca de 12 nm, ap6s 1 hora de exposi¢do, na regido da membrana
plasmética de Escherichia coli, e ap6s 4 horas de exposicdo as NPsAg, foi observado um

atraso no crescimento das bactérias.
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No meio intracelular, o estudo de Dibrov et al. (2002) observou uma redugéo
significativa na etapa em que ocorre a producdo de ATP (adenosina trifosfato), molécula
indispensavel que garante a liberacdo de energia na organela citoplasmatica mitocondrial,
para as células bacterianas. Ainda de acordo com este estudo, houve um efeito de dissipacéao
da chamada forca motriz de prétons, ou seja, a diferengca de potencial quimico e elétrico
existente entre a parte interna e externa da membrana celular gerada pelo transporte ativo de
H*, necessaria para a sintese de ATP.

Outros estudos sugerem que os ions de prata reagem com o grupo funcional tiol,
compostos que apresentam o grupo SH (enxofre e hidrogénio) ligado diretamente a um
carbono saturado (KLABUNDE, 2001). O elemento enxofre nas bactérias é indispensavel
para a integridade estrutural de proteinas. As proteinas sao fundamentais para a manutencao e
0 crescimento celular. A sintese de proteinas ocorre nos ribossomos. As bactérias possuem
ribossomos 70S, constituidos de uma subunidade pequena 30S e uma subunidade grande 50S
(PENESYAN et al., 2015). A interagdo de ions de prata com o grupo tiol, inativa as proteinas,
diminuindo a permeabilidade da membrana e, eventualmente, causando a morte celular
(KLABUNDE, 2001). Enfatizando a presenca dos multiplos mecanismos bactericidas das
NPsAg agindo em sinergia, espera-se que ndo haja mecanismos de resisténcia antimicrobiana
habituais (SILVER, 2003).

3.4 Poli (&lcool) vinilico para a obtencéo de filmes poliméricos

O poli (alcool) vinilico € um polimero sintético conhecido pela sigla PVA, com
estrutura quimica composta de grupos hidroxila (OH) pendentes, de férmula molecular
[CH2CH(OH)]n, Figura 6. E soluvel em solventes polares e hidréfilos, como o
dimetilsulfoxido (DMSO), acetamida, glicéis (etilenoglicol, polietilenoglicol, propilenoglicol,
polipropilenoglicol), dimetilformamida (DMF), sendo a agua o melhor solvente. Apresenta
temperatura de transicéo vitrea (Tg) de 85 °C e temperatura de fusdo de 220 °C (HASSAN;
PEPPAS, 2000).

OH OH OH OH OH OH OH

R R (R SR U

CH CH CH CH CH CH CH
C C C C C C C
H Hy H, H; H H, H;
Figura 6. Estrutura quimica do Poli (alcool) vinilico, composta de grupos hidroxila.
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O PVA é obtido pela polimerizacdo de adi¢do, por meio da reacdo radicalar do
mondémero de acetato de vinila para poli acetato de vinila (PVVAc), seguida pela hidrélise dos
grupos acetato para produzir a cadeia polimérica hidroxilada, Figura 7.

A reacdo de hidrolise ndo é completa, resultando em polimeros com um certo grau de

hidrélise que depende da extenséo da reacao.
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Figura 7. Reacdo de obtencdo do poli (&lcool) vinilico (SATOH, 2014).

Na polimerizacdo do PVA, o grau de hidrdlise, junto com o grupamento acetato nas
cadeias, sdo 0s responsaveis pelas propriedades do produto final. No PVA completamente
hidrolisado, o elevado nimero de hidroxilas leva a formacéo de ligacdes de hidrogénio fortes
entre grupos hidroxilas intra e intermoleculares, impedindo sua solubilizagdo em agua, sendo
por isso, insollvel a frio. Dessa forma, requer temperaturas altas devido a alta energia
associada a dissolucdo da fase cristalina. Porém, apds a dissolucdo, o PVA mantém-se em
solucdo aquosa mesmo em temperatura ambiente. Por outro lado, no PVA parcialmente
hidrolisado, os grupos acetato residuais sdo essencialmente hidrofobicos e enfraquecem as
ligacGes intra e intermoleculares dos grupos hidroxila vizinhos e, portanto, facilita a
solubilidade em agua, a frio (LEWIS, 2013).

O PVA se tornou um polimero apropriado para a obtencéo de filmes poliméricos com
propriedades mecénicas e funcionais, para aplicacdo em biomateriais, devido a capacidade de
formar hidrogel através de reticulagdo fisica ou quimica, aliada as propriedades de
solubilidade em agua, biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e resisténcia
mecanica (QIAOZHI et al., 2014).

O estudo pioneiro de hidrogéis como uso em biomateriais foi de Wichterle e Lim
(1960), que apresentou a sintese do Poli (2-hidroxietil metacrilato), pHEMA. Mais tarde,
Yannas et al. (1989) incorporaram polimeros naturais, como colégeno e cartilagem de tubaréo
em hidrogéis para inducgdo de regeneracdo parcial de pele de mamifero adulto. Desde entéo,

os hidrogéis baseados em polimeros naturais ou sintéticos tém sido estudados como
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biomateriais, para utilizacdo de curativos a base de filmes e em sistemas de liberacdo
controlada (SLC) de agente ativo (moléculas bioativas) ou terapéutico (farmaco ou droga),
além de outras aplicacGes biomédicas. A vantagem de se utilizar um hidrogel como matriz
polimérica para curativo em forma de filme é a possiblidade de incorporacdo do agente ativo,
diretamente no sitio de agdo, na proporcao adequada.

Esse sistema de liberagcdo controlada do hidrogel possibilita manter a concentragéo
do agente ativo incorporado em um nivel terapéutico plasmatico por um longo periodo de

tempo, abaixo do nivel toxico e acima do nivel minimo efetivo (NIDHI et al, 2016), Figura 8.
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Figura 8. Variagéo de concentracdo de farmacos administrados em fungéo do tempo.

Os hidrogéis sdo sistemas poliméricos hidrofilicos constituidos por redes
tridimensionais estruturadas, formadas por cadeias macromoleculares interligadas por
ligacGes covalentes ou interacdes fisicas, que em condicdes especificas, podem absorver
grande quantidade de agua mantendo a integridade estrutural, devido & presenca de
reticulagbes (OVIEDO, et al., 2008). As reticulagdes nos hidrogeéis influenciam a capacidade
de intumescimento (expansao) do hidrogel. Hidrogeis altamente reticulados sdo mais rigidos e
possuem menor capacidade de intumescimento, comparados aos hidrogéis menos reticulados
(BAE, et al., 2013). A estrutura quimica também pode afetar o grau de intumescimento.
Hidrogéis com maiores quantidades de grupos hidrofilicos possuem maior grau de expansdo
comparados aos hidrogéis que possuem maiores quantidades de grupos hidrofobicos (GANJI
e VASHEGHANI-FARAHANI, 2009).
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Conforme o método de reticulagdo empregado, os hidrogéis podem ser classificados
em hidrogéis reticulados fisicamente e hidrogéis reticulados quimicamente. Hidrogéis
reversiveis ou fisicos, também chamados de pseudo hidrogéis, sdo constituidos por redes
tridimensionais continuas e desordenadas formadas por interacdes fracas e reversiveis, como
ligagbes de hidrogénio, interacdo ibnica, associa¢do hidrofébica ou segmento cristalino
(MAITRA et al., 2014). Essas interacGes fazem com que as cadeias poliméricas se associem, e
induzam a formacdo de uma estrutura estavel pela formagdo de uma zona de juncdo. Nessa
estrutura de juncdo pode ocorrer uma quebra devido a uma mudanca na temperatura, no pH
ou com a adicdo de sais (CALO et al., 2015). A reversibilidade nesse tipo de reticulagio é
uma vantagem em aplicac@es bioldgicas, porém a sua estabilidade in vivo, pode ser afetada
por interacOes tanto com as funcdes fisioldgicas, quanto mecéanicas (HOFFMAN, 2012).

Os hidrogeéis quimicos, também chamados de hidrogéis permanentes sdo obtidos a
partir de ligagBes quimicas covalentes entre as cadeias macromoléculas, geralmente atraves de
agentes reticulantes, com formacdo de uma rede polimérica. Essa reticulagdo permite a
formacdo de hidrogéis com resisténcia mecanica superior e estabilidade fisioldgica
controlavel quando comparados com os hidrogeis preparados por reticulacdo fisica
(TEIXEIRA et al., 2012). Neste estudo utilizou-se o hidrogel PVA, reticulado quimicamente.

Embora os hidrogéis reticulados com agentes quimicos oferecam propriedades
desejaveis, o destino de muitas destas moléculas no corpo ainda ndo foi estabelecido
completamente, o que representa o principal inconveniente dos hidrogéis quimicos com
utilizacdo em biomateriais (CHOI, 2015). Dessa forma alguns estudos apresentam a utilizacao
de agentes reticulantes com baixa toxicidade, como é o caso do &cido citrico, que participa da
do processo de respiracdo celular sendo, por isso, presente no metabolismo de grande parte
dos seres vivos.

No estudo de Taguchi et al. (2004), foi utilizado o acido citrico para obter grupos
ésteres ativos e assim ser possivel a incorporacdo ao colageno para obter um novo adesivo
tecidual. Aoki et al. (2004) desenvolveram geis de gelatina reticulados com acido citrico para
obter um novo adesivo tecidual. Thomas et al. (2009), utilizaram o &cido citrico como agente
reticulante, o qual ndo apresentou toxicidade. E ainda o estudo de Gorgieva e Kokol (2011),
que utilizaram o hidrogel termossensivel de hidroxietilcelulose e carboximetilcelulose
reticulado com &cido citrico para aplicacao na area de tecidos inteligentes.

O controle da quantidade de agente de reticulacdo e o balango hidrofilico-hidrofobico
possibilita a obtencdo de matrizes poliméricas com propriedades mecénicas e estruturais

ajustadas para um grau de intumescimento adequado. Assim, a capacidade de absorcdo de
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agua pelos hidrogéis pode ser avaliada pelas medidas do grau de intumescimento em fungéo
do tempo (BARBUCCI, 2009). O processo de intumescimento é determinado primeiramente
pela taxa a qual a agua pode se difundir na estrutura do hidrogel, o que depende
principalmente do solvente, da temperatura da solucdo e da extensdo da porosidade. Em
seguida, o processo, é determinado pela maneira como as cadeias poliméricas podem relaxar.
Inicialmente no processo de intumescimento, as primeiras moléculas de agua
hidratam os grupos hidrofilicos. Assim que a hidratacdo dos grupos hidrofilicos é concluida a
forca osmotica das cadeias reticuladas permite que a rede absorva mais agua e assim a rede
inicia o processo de expansao (KOKABI, 2007). Este intumescimento é adicional e opdem-se
pela presenca de reticulagdes por meio de forca elastica de retracdo da rede. A elasticidade da
rede contrabalanca o seu alongamento, estabelecendo-se um nivel de equilibrio do

intumescimento, Figura 9.

for¢a de intumescimento:
dissolugdo do polimero,
forca elastica eletrostatica, osmotica

conformagdo espiral

reticulagéo

conformagéo estendida

Figura 9. Processo de intumescimento de hidrogéis (OTTENBRITE et al., 2010).

Uma vez que os valores de massa, volume e dimensdo dos hidrogéis mudam durante
0 processo de intumescimento, qualquer um destes fatores pode ser utilizado para caracterizar
0 grau de intumescimento de hidrogéis (Q). Um método utilizado é a proporcdo de massa-

intumescimento, que pode ser expressa em unidade de massa ou em percentagem, de acordo

com a Equacéo 1.

0, = Tst™md) 4 100 (%) (Eq. 1)

mq

Onde, Q; é o grau de intumescimento no tempo t, mg; € a massa do hidrogel

intumescido em determinado tempo t e m, € a massa inicial do hidrogel.
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Nos sistemas poliméricos para liberacdo controlada, o agente ativo pode ser liberado
no organismo a partir de mecanismos de difusdo. O processo de difusdo caracteriza-se como
um fendmeno de transporte de atomos, em gases, liquidos e solidos, induzido por agitacao
térmica, por diferenca de potencial quimico ou de concentracdo, até estabelecer um equilibrio.

Esse processo é lento, exceto quando o gradiente de concentracdo for muito elevado
ou as distancias percorridas forem curtas (VARSHOSAZ; KOOPAIE, 2002).

O modelo de difusdo da matéria pode ser descrito e calculado a partir da lei de Fick,
na forma de uma equacéo diferencial, que descreve o mecanismo de difusdo em um meio, no
qual inicialmente ndo existe equilibrio quimico ou térmico. Esta lei foi proposta por Adolf
Eugen Fick, que as derivou em 1855 e demonstra que o fluxo de difuséo (J) de um soluto, é
definido como a quantidade de soluto que passa atraveés de um plano de referéncia por
unidade de tempo e por unidade de &rea normal na direcdo do fluxo.

Com relacdo a difusdo no estado estacionario, ou seja, independente do tempo, o
fluxo de difusdo (,J) e a concentracdo de particulas (c¢), ndo variam com o tempo, e pode ser

determinada pela Equacdo 2, referente a primeira Lei de Fick.

dc
J=-D (Ea. 2)

Onde D ¢ o coeficiente de difusdo do soluto no meio, (c) é a concentragdo e (x) é a
distancia. Dessa forma dc/dx, é o gradiente de concentracdo, a forca motriz para que o
processo de difusdo ocorra espontaneamente. O coeficiente de difusédo D, representa a
facilidade para que essa difusdo ocorra e depende do soluto em um determinado meio. O sinal
negativo nesta primeira lei de Fick, indica que o fluxo se d& de uma regido de alta
concentracdo para uma de baixa concentracdo (PEPPAS; SAHLIN, 1989).

Para os casos em que a difusdo depende do tempo, ou seja, em estado ndo-
estacionario, aplica-se a segunda Lei de Fick, onde o fluxo de difusdo, e o gradiente de

concentragdo, numa dada posigéo x, variam com o tempo t, definida pela Equacao 3.

dc
oc _ 0(Dg.)
a = —ax (Eq 3)
Um modelo matemético elaborado por Ritger e Peppas (1987), permite de forma

simplificada caracterizar os tipos de mecanismos de liberacdo de agente ativo, Equacéo 4.
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Me = ken (Eq. 4)

Ou, pelo logaritmo natural, na Equacéo 5:
M
In (M—:) = Ink + nint (Eq.5)

Onde t é o tempo, k é a constante de difusdo e depende do tipo do hidrogel e do meio de
intumescimento, n é o expoente difusional, que fornece informacao sobre o tipo de mecanismo de
transporte que impulsiona a liberagdo e ou sor¢do de um dado soluto, M, e M, s&o as massas do
hidrogel em um tempo t de intumescimento e no estado de equilibrio, respectivamente. Os valores
da taxa de difusdo e os mecanismos de liberacdo do agente ativo, para diferentes geometrias, Sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Expoente de difusdo e mecanismo de liberagdo de soluto para diferentes geometrias.

Expoente de difusdo (n) Mecanismo de
Filmes Cilindros Esferas liberacdo
0,5 0,45 0,43 Difusdo Fickiana

0,5<n<1,0 0,5<n<0,89 0,5<n<0,85 Transporte Anomalo
(n&o-Fickiano)

1,0 0,89 0,85 Caso Il de transporte

No mecanismo de difusdo Fickiana ou Caso I, ocorre a difusdo do soluto atraves de
camadas da matriz. A taxa de difusdo é muito inferior que o tempo de relaxacdo da cadeia
polimérica. Este sistema, portanto, € controlado pelo coeficiente de difusdo. O tempo de
relaxacdo refere-se ao tempo em que a cadeia leva para acomodar-se, ou seja, entrar em
equilibrio com o solvente ou soluto. Nesse mecanismo de liberacdo, o relaxamento das
cadeias € muito mais rapido do que a difusdo do solvente (VARSHNE, 2007). A Equacéo de
Fick aplica-se aos estagios iniciais do intumescimento, até valores de fracdo menores que
0,60. Considerando que hidrogéis podem absorver agua, pode-se inferir que a espessura da
amostra ndo permanece constante e o comportamento Fickiano ndo € aplicavel a todos 0s
estagios de intumescimento, ou seja, até o equilibrio ser atingido. Assim, para muitos sistemas
poliméricos, a difusdo ndo é adequadamente descrita pela lei de Fick. Considera-se que 0s
desvios ao comportamento Fickiano estéo associados a taxas finitas de mudanca da estrutura
polimérica provocadas pela entrada ou saida de moléculas circulantes. No Caso I, a taxa de
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difusdo é superior a de relaxamento das cadeias poliméricas. E no mecanismo de liberacéo
ndo-Fickiana ou transporte anémalo, a liberacdo é controlada pela difusdo e intumescimento,
simultaneamente, isto é, independente do tempo (BORTOLIN, 2012).

Nos sistemas poliméricos para liberacdo controlada deve-se considerar a propriedade
de biodegradabilidade, uma vez que € desejavel que um material introduzido no organismo
seja eliminado depois de cumprida sua funcdo, sem a necessidade de intervencGes para a sua
retirada. Neste sentido, os hidrogéis de PVA podem cumprir essa propriedade, pois
caracterizam-se como biodegradaveis, e, portanto, podem ser degradados in vivo, em
fragmentos menores, podendo ser excretados pelo corpo (GEHRKE; LEE, 1990). A
degradacédo do polimero envolve a fragmentacdo da cadeia polimérica e também a quebra da
estrutura do reticulo cristalino (RAGHAVAN, 1995). Os produtos de degradacdo ndo sdo
toxicos, e ndo devem criar resposta inflamatoria. S&o0 metabolizados a dioxido de carbono e
agua, via ciclo de Krebs, ou séo excretados na urina (NAIR; LAURENCIN, 2007).

A biocompatibilidade também é uma propriedade exigida pelos hidrogéis, definida
como a compatibilidade do hidrogel e seus produtos de degradacdo formados, 0s que também
ndo devem ser toxicos. Geralmente, hidrogéis possuem uma boa biocompatibilidade devido a
sua superficie hidrofilica apresentar uma baixa energia livre interfacial quando em contato
com fluidos corporais, 0 que resulta em uma baixa adesdo de proteinas e células nessas
superficies. Além disso, a natureza viscoelastica dos hidrogéis minimiza a irritacdo com o
tecido envolvente (BAE et al., 2013).

A capacidade de manter agua retida em sua rede, sua transparéncia e propriedades
mecanicas adequadas, torna o hidrogel produzido a partir de PVA, biocompativel e
biodegradavel, e, portanto, um biomaterial, como alternativa para curativos. Filmes de
hidrogéis de PVA com nanoparticulas de prata incorporadas, intumescem e auxiliam a cura. O
PVA reticulado é soltivel em agua, bem como o0 AgNOs, e reage com 0s ions prata em solugdo
formando um quelato-metalico (PVA-Ag™), associagdo do ion metalico, a cadeia organica do
polimero, através de ligagcGes quimicas covalentes, que neutralizam a reatividade quimica do
mineral (JONES; VAUGHAND, 2005).

3.5 Feridas cutaneas e matrizes poliméricas incorporadas com prata
A pele, juntamente com as estruturas anexas, como pelos, unhas e glandulas, compde

uma estrutura que reveste todo o organismo, formando uma interface entre 0 meio interno e

fatores extrinsecos. Apresenta uma estrutura com camadas distintas: a epiderme, camada
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exterior, constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. A derme, situada
imediatamente abaixo da epiderme, constituida por tecido conjuntivo, separada da derme pela
membrana basal, rica em proteinas de matriz extracelular, que facilita a difusdo de nutrientes,
e a hipoderme, habitualmente caracterizada por ser muito rica em tecido adiposo
(LOWE; ANDERSON, 2015).

Quando ocorre a descontinuidade da barreira cutanea, as funcGes bésicas de protecéo
sdo comprometidas, originando a ferida, que pode atingir todas as camadas da pele ou
qualquer outra estrutura do corpo (BIELEFELD et al., 2015). A ferida resultante dessa
descontinuidade pode ser classificada a partir de sua espessura, etiologia, evolugdo, presenca
de infeccdo e comprometimento tecidual. Com relacdo a espessura podem ser superficiais,
com danos teciduais nas duas primeiras camadas, a epiderme e a derme. Pode ser profunda
superficial, quando ocorre a destruicdo das trés camadas da pele e ainda profunda total,
quando além das trés camadas atingidas apresenta danos em tecido muscular e as estruturas
adjacentes, como tenddes, cartilagens e ossos (WOLCOTT et al., 2010).

Conforme a etiologia, as feridas podem ser traumaticas, provenientes de situacdes
imprevistas, com objetos cortantes, perfurantes, lacerantes, contundentes ou por inoculagdes
de venenos, mordeduras e queimaduras. Podem ser intencionais ou cirdrgicas, oriundas de
intervencdo em cirurgias, com intuito terapéutico. Podem ser patolégicas, apresentando lesdes
secundarias, provenientes de doenca bésica, iatrogénicas, as quais ocorrem por efeitos
colaterais de intervencdes, procedimentos, tratamentos e medicamentos. E as feridas
ulcerativas, formadas por necrose, sequestracdo do tecido, resultantes de traumatismo ou
doencas relacionadas com o impedimento do suprimento sanguineo. As Ulceras representam
uma categoria de feridas que incluem Ulceras por pressdo, de estase venosa, arteriais e
diabéticas (KANJ, 1998).

Com relacdo a evolucdo, as feridas classificam-se em agudas, caracterizadas por
lesGes traumaticas que possuem tratamento rapido e respondem facilmente as intervencoes
terapéuticas. E as feridas cronicas, as quais, permanecem abertas por longa duragéo,
geralmente, superior a seis meses e comumente associadas a complicacOes advindas de
doencas degenerativas, como o pé diabético, as Ulceras venosas e aquelas decorrentes de
processos neoplésicos (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).

As feridas conforme a presenca de infeccdo, podem ser assepticas, feridas que nao
possuem microorganismos, porém podem apresentar presenca de sinais flogisticos como dor,
calor e rubor. Feridas limpas contaminadas, aquelas com uma contaminagdo pouco

significativa, onde os tecidos atingidos apresentam pouca colonizacdo de microorganismos,
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com ocorréncia de tempo menor de 6 horas. As feridas contaminadas em atos cirdrgicos ou
pos trauma com tempo superior a 6 horas.

E ainda as feridas sépticas, com contaminagdo por microorganismos, com evidéncias
de processo infeccioso por presenca de tecido desvitalizado, exsudacdo purulenta e odor
caracteristico, forte e muitas vezes fétido (BESSA et al., 2015).

Quando a pele é lesada, inicia-se um processo dindmico para o restabelecimento
tecidual até a cicatrizacdo. Do ponto de vista morfoldgico, identificam-se no processo de
cicatrizacdo, trés fases consecutivas: a fase inflamatoria, a proliferativa e a fase de maturacdo. A
fase inflamatdria é uma reacdo imediata a injaria tecidual e representa uma tentativa para
limitar o dano, caracterizada pela hemostase e inflamacao. Durante a injuria tecidual aguda, o
dano dos vasos sanguineos resulta em exposicdo do colageno subendotelial as plaquetas, o
que leva a agregacao plaquetaria e ativacdo da via de coagulacdo. A vasoconstricdo local
inicial das arteriolas e capilares é seguida de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular. A combinacdo de intensa vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular leva
ao achado clinico de inflamacéo, caracterizado por rubor, edema, calor e dor (LI, 2005).

Conforme as respostas agudas de hemostasia e inflamacdo, € iniciada a fase
proliferativa. Nesta fase ocorre o reparo da ferida com formacédo de tecido granuloso e por
angiogénese, caracterizada pela formacdo de novos vasos sanguineos, necessarios para
suportar o ambiente de cicatrizacdo da ferida. Apds o leito da ferida estar totalmente
preenchido pelo tecido de granulacdo, com uma rede capilar em regeneracdo, inicia-se a fase
de maturacdo, caracterizada pela deposicdo de coldgeno de maneira organizada. Nessa fase o
tecido de granulacdo vai sendo enriquecido com fibras de colageno iniciando a remodelagem
da matriz extracelular até adquirir a aparéncia de massa fibrotica caracteristica da cicatriz
(XUE; JACKSON, 2015).

O processo de cicatrizagdo de uma ferida depende da quantidade de tecido danificado
e da presenca ou ndo de infeccdo e pode ser classificada em primeira intencdo, segunda
intencdo e terceira intengdo. A cicatrizacdo de primeira intencdo ocorre quando as bordas sdo
apostas ou aproximadas, havendo perda minima de tecido, auséncia de infeccdo e minimo
edema. A formacdo de tecido de granulacdo ndo € visivel. Na cicatrizagdo de segunda
intencdo, ocorre perda excessiva de tecido com a presenca ou nao de infeccdo. A aproximagéo
primaria das bordas nao é possivel. As feridas sdo deixadas abertas e se fechardo por meio de
contragdo e epitelizagdo. E na cicatrizagdo por terceira intengdo, que ocorre nas feridas
profundas ndo suturadas, ou quando as suturas se romperam; ap0Os a ferida ser novamente

suturada, as duas superficies de granulacdo opostas serdo reunidas (VERMEULEN, 2004).
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Na reparacdo das feridas o curativo € o tratamento clinico mais frequentemente
utilizado para auxiliar a reparacédo tecidual e consiste em um meio terapéutico, com o intuito
de melhorar as condicdes do leito da ferida, como forma de auxiliar o processo de cicatrizacdo
(CHUNG; GLORI, 2009). A escolha do tipo de curativo a ser utilizado esta diretamente
relacionada com a sua funcdo, que pode ser de protecdo e absor¢do de umidade, absorcdo de
exsudato e odores, desbridamento (limpeza), prevencdo da contaminacdo exdgena,
compressdo para minimizar acimulo de fluidos, bem como a imobilizacdo ou protecdo contra
traumas mecanicos (HARDING, 2002).

Para ser eficaz, o curativo deve incluir qualidades como facilidade de remocéo,
conforto, trocas pouco frequentes, boa relacdo custo-beneficio, manter o leito da ferida com
umidade ideal e areas periféricas secas e protegidas e facilidade de aplicacdo e adaptabilidade,
conforme as diversas partes do corpo (BROUGHTON, 2006). Para Fan, et al. (2011), os
curativos sdo classificados em curativos passivos, curativos com principios ativos, curativos
inteligentes, curativos biolégicos e compostos.

O presente estudo aborda o curativo com principio ativo, tendo a prata metélica
como elemento constituinte. Esse curativo tem acdo topica e pode atuar no controle da
populacdo bacteriana durante o preparo do leito de uma ferida séptica para a reparacdo
tecidual (KOSTENKO et al. 2010). Na escolha de um curativo contendo prata, deve-se
considerar as caracteristicas do curativo e a liberacdo de prata pelo curativo. O curativo
antimicrobiano deve promover um ambiente imido para favorecer a cicatrizacdo e um amplo
espectro antimicrobiano, com baixo potencial de resisténcia. E ainda caracteristicas como
baixa toxicidade, acdo rapida, ndo provocar irritacdo ou sensibilizacdo, ndo promover
aderéncias e ser efetivo mesmo na presenca de importante exsudato em feridas septicas
(PARSONS, 2005).

A inovacdo destes produtos reside no fato de que a prata pode ser incorporada em
matrizes poliméricas, proporcionado o desenvolvimento de curativos, capazes de prevenir a
proliferagdo de microrganismos no tratamento de feridas (JONES, 2004). Ha um crescente
interesse no desenvolvimento de patentes direcionadas para a area de nanotecnologia, visando
a obtencdo de nanoparticulas de prata (SPOTNITZ; WANG; RODEHEAVER, 2001),
(DICOSMO; BURROWS; DITIZIO, 2001), (BURRELL; WRIGHT; LAM, 2002),
(VANGE; NIELSEN, 2002), (SCHERR, 2003).

A vantagem das formulagbes baseadas em prata nanocristalina, atualmente
comercializadas para tratamento de ferida, é a possibilidade de serem projetadas em

dispositivos biomédicos de liberacdo controlada, apresentando-se resistentes a reinfeccéo,
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mostrando-se também eficazes contra um amplo espectro de infec¢des causadas por bactérias,
fungos e cepas resistentes. A variedade de curativos baseados em prata nanocristalina
atualmente comercializados diferem entre sim na composicdo, teor de prata liberada,
mecanismo de acdo e estado de oxidacdo da prata. As agéncias internacionais reguladoras,
Food and Drug Administration (FDA) e Environmental Protection Agency (EPA), tém
aprovados os produtos & base de prata: Silverlon® (Argentum Medical LLC),
Silvadene® (Marion Laboratories), Curad silver® (Beiersdorf AG), Actisorb 220® (Johnson &
Johnson), AgION (Agion Technology, Inc.), Axenohl (Axen 30). Matrizes poliméricas
hidrofilicas contendo nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas destinadas ao
uso como curativo de feridas tém sido relatadas em patentes de invengdo (TOMA et al.,
2009), (ZUCOLOTTO; NETO, 2014), porém estes documentos nao abordam a formacao de
um hidrogel contendo agentes terapéuticos de origem vegetal. Especificamente o
Cinnamomum zeylanicum, espécie vegetal que contem moléculas com a¢do redox, capazes de
reduzir ions prata permitindo a sintese de prata nanocristalina. O potencial antioxidante de
Cinnamomum zeylanicum tem sido aproveitado em aplicacfes como conservante de alimentos
(AYAPRAKASHA, 2008) e no tratamento de diabetes (PATELL, 2008).

Gauthami et al. (2015) reportaram a biossintese de nanoparticulas de prata usando
um extrato aquoso de Cinnamomum zeylanicum, preparado a partir da decocc¢do do vegetal,
em &gua destilada. Porém, para a obtencdo das nanoparticulas de prata os autores precisaram
utilizar o dodecilsulfato de so6dio, como estabilizante quimico e para a reducdo da prata i6nica
utilizaram o método fisico de radiacao ultravioleta e 0 método quimico utilizando substancias
quimicas redutoras (SATHISHKUMAR et al, 2009), (FARAHPOUR et al., 2012). E ainda
membranas de hidrogel de poli (vinil alcool) contendo nanoparticulas de prata obtidas por via
guimica, utilizando borohidreto de sédio como agente redutor, tém sido relatadas na literatura
(SHAO et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais e Equipamentos

Para a extracdo do principio ativo de Cinnamomum zeylanicum (canela), o material
vegetal da canela em po foi obtido de origem comercial e utilizado sob a forma de extrato
aquoso. Para a preparacdo dos extratos aquosos da canela utilizou-se balanca eletrnica de
precisdo Marte, modelo AY?220, ultrassom digital Sanders modelo SoniClean2, bomba de
vacuo Prismatec, modelo 131 tipo 2 VC e agitador magnético da Cientec, modelo CT-103. O
preparo dos extratos aquosos da canela foi realizado por extracdo do principio ativo da canela
por sistema de maceracdo dinamica (procedimento A) e extracao por decoccao (procedimento
B).

A biossintese de reducdo das NPsAg foi realizada a partir da reacdo de oxirreducao
com solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNO;), fornecido pela Merck (99,8%). O
acompanhamento cinético da formacdo das NPsAg e posterior observacdo da Ressonancia de
Plasmon de Superficie (RPS) foi com auxilio de um espectrofotbmetro Ultravioleta-visivel
Varian Cary 50 Scan. A transferéncia das soluces foi feita utilizando-se micropipeta
monocanal 10 a 100 uL Mod. LM -100 Labmate Pro. A andlise qualitativa da composicao das
amostras por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada em um espectrometro Perkin Elmer, modelo Spectrum 100 Series, abrangendo a
regido de 650- 4000 cm™, com resolucdo de 4 cm™, e utilizando um acessério de refletancia
total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente e as amostras
liofilizadas previamente em um liofilizador JJ Cientifica, modelo LJJO4. A morfologia das
amostras foi determinada por MEV, no Microscopio eletrdnico, marca Carl Zeiss, modelo
EVO MAL5.

Para a preparacéo in situ da membrana PVA®"- NPsAg foi utilizado o polimero poli
(&lcool vinilico) PVA granulado, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, 98-99 % hidrolisado e massa
molar de 72000 g/mol. Para a reticulacdo das membranas foi utilizado o cido citrico anidro-
Quimisul. Para observacdo das interacGes entre as nanoparticulas de prata e o polimero PVA
foi utilizada a espectroscopia do FTIR. A morfologia das amostras foi determinada por MEV,
utilizando o equipamento citado acima.

O estudo de intumescimento da membrana PVA®*T- NPsAg foi realizado através de
medidas termogravimétricas de TGA, DTGA e DSC, utilizando o equipamento Shimadzu,

modelo TGA-50, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, atmosfera N,. O estudo da
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liberacdo de NPsAg foi realizado através de Espectroscopia na regido do Ultravioleta Visivel
(UV-Vis), utilizando cubeta de quartzo.

Para o estudo microbiolégico da membrana PVA®"-NPsAg foi utilizado caldo
Tryptone Soya Broth-Oxoid (TSB), solucéo padrdo de 0,5 da escala MacFarland (1,5 x 10°
unidades formadoras de colénias UFC/mL), em meio Plate Count Agar (PCA) Merck,
multiinoculador Kasvi, fita Parafilm M e estufa de incubagdo Olidef CZ. Para o0 ensaio de
citotoxidade foi utilizado um Irradiador Gammacell com 60Co como emissor gama. Foram
utilizadas linhagens celulares de ovario de hamster chinés (CHO-K1, ATCC
CCL 61, American Type Culture Collection). A avaliagcdo quantitativa da viabilidade celular
das células CHO-K1 frente & membranas PVAST"NPsAg foi realizada através do uso do
corante  MTS  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)  -2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazdlio).

4.2 Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais neste estudo foram realizados no Laboratério de
Alta Tensdo da Universidade Federal de Itajuba UNIFEI-LAT-EFEI, e incluem: a extracdo do
principio ativo da Cinnamomum zeylanicum pelos processos de maceracdo dinamica e
decoccdo, a biossintese de reducdo das NPsAg, a preparacdo in situ da membrana
PVA®T- NPsAg, a reticulacdo da membrana PVA™"- NPsAg, a determinagéo do teor gel da
membrana PVA™"- NPsAg, o estudo de intumescimento da membrana PVA™'- NPsAg, o
estudo da cinética de difusdo pela lei de Fick, o estudo de liberacdo in vitro de NPsAg, a
caracterizacdo térmica por termogavimetria (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e a caracterizacgdo por espectroscopia no infravermelho (FTIR). O estudo da atividade
antimicrobiana da membrana PVA™ - NPsAg foi realizado no Laboratério de Microbiologia
Aplicada da UNIFEI, utilizando as bactérias Gram positiva, Staphylococcus aureus LB25923
e Gram negativa, Escherichia coli LB25922. O ensaio de citotoxidade foi realizado no Centro
de Tecnologia das Radia¢des do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, CTR-IPEN,
Sao Paulo. As imagens de MEV-EDS foram realizadas no Laboratdério de Caracterizacdo
Microestrutural da Unifei, a caracterizagdo por espectroscopia na regido do UV-vis das

amostras foi realizada na Central Analitica do Instituto de Fisica e Quimica da UNIFEI.
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4.2.1 Extragdo do principio ativo da Cinnamomum zeylanicum

Dentre os processos utilizados para a extracdo de principios ativos do Cinnamomum
zeylanicum, foram escolhidos o0s processos de maceracdo dinamica e decocgéo,

procedimentos A e B, respectivamente, descritos a seguir.

4.2.1.1 Extracdo do principio ativo da canela por maceracao dindmica- Procedimento A

Neste processo de extragdo por maceracdo dinamica foi utilizado o
sistema ultrassom. Ao que se refere as extrages em plantas, a utilizacdo do ultrassom pode
facilitar a dilatacdo e hidratacdo do material da planta e causar alargamento dos poros da
parede celular, melhorando a inchacéo e a razdo de transferéncia de massa e, ocasionalmente,
quebra da parede celular, acarretando no aumento da eficiéncia e da reducdo do tempo de
extracdo, assim como aumento da penetracéo do solvente (TOMA et al., 2001).

Para esse procedimento 1g de canela em pé e 50 mL de agua destilada foram
colocados em um béquer. Esse béquer foi colocado no sistema de ultrassom durante 60
segundos. Apos este tempo a solucdo foi filtrada a vacuo, Figura 10. O extrato obtido foi

utilizado para a reducéo da prata.

Figura 10. Extracdo do principio ativo da canela por maceracdo dinamica. Ultrassom (A), filtracdo a vacuo (B).

4.2.1.2 Extragdo do principio ativo da canela por decocgéo - Procedimento B

Este processo de extracdo por decoccdo foi realizado pelo aguecimento concomitante
da droga vegetal com o solvente (4gua), mantendo a fervura durante 10 minutos, ao fim dos

quais, a mistura foi resfriada em temperatura ambiente e filtrada a vacuo. A fase liquida foi
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utilizada para o preparo do extrato. A temperatura neste processo de decocgdo contribui
diretamente para a solubilizagdo das substancias envolvidas na extracdo e permite o aumento
da velocidade de difuséo, facilitando a extracdo dos principios ativos. Para preparar o extrato
aquoso pesou-se 1g de canela em po, adicionou-se 50 mL de agua destilada e ferveu-se
durante 10 minutos. Em seguida filtrou-se em papel filtro e a solucéo foi deixada arrefecer até

a temperatura ambiente, conforme Figura 11.

Figura 11. Extracdo do principio ativo da canela por decocgao. Fervura (A), filtragdo (B).

O rendimento da extracdo aquosa de Cinnamomum zeylanicum foi calculado, de

acordo com a Equacao 6.

% Rend = —L™ 100 (Eq. 6)
inicial
Onde:
R. ()= Percentual do rendimento do extrato.
m, - Valor da massa da (Cinnamomum zeylanicum) obtida apos a liofilizagéo.

m; - Massa de matéria prima (Cinnamomum zeylanicum) utilizada na extrag&o.
4.2.2 Biossintese de reducdo das NPsAg com o extrato de Cinnamomum zeylanicum

Para o estudo da biossintese de reducdo das NPsAg utilizou-se o extrato de
Cinnamomum zeylanicum obtido por maceragdo dindmica, no procedimento A. O sistema de
biorreducéo foi preparado utilizando 4 mL da solucdo de extrato vegetal; 2,5 mL de agua
destilada e 2,5 mL da solucdo aquosa do sal metalico precursor, 0 AgNOs3, de concentracdo
final de 3,5 mM. A reacdo foi realizada a temperatura ambiente (23° C), atmosfera ar, e
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agitacdo durante 12h. O extrato contendo as NPsAg obtido foi liofilizado para o calculo do
rendimento e caracterizacdo fisico-quimica das NPsAg formadas. Para o acompanhamento
cinético da formacdo das NPsAg foram tomadas aliquotas de 10 pl, diluidas em 3 mL de 4gua
destilada e medida a absorbancia em espectrofotdmetro UV-vis.

Os espectros na regido do ultravioleta visivel foram obtidos na faixa de comprimento
de onda de 200 a 900 nm. Esta técnica foi utilizada para observagdo da banda de ressonancia

de plasmon da superficie metalica das NPsAg.

4.2.3 Preparacéo da membrana PVA®"-NPsAg por biossintese in situ, na presenca de PVA

Para a preparacdo das membranas PVA-NPsAg, foi escolhido o procedimento in situ,
que consiste na biossintese das NPsAg na presenca do PVA. O sistema de biorreducédo foi
preparado utilizando 4 mL da solucdo de extrato de Cinnamomum zeylanicum; 2,5 mL de
solugéo aquosa de PVA 5% e 2,5 mL da solugdo aquosa AgNO3, com concentracdo final de
3,5 mM. A reacdo foi realizada a temperatura ambiente (23 °C), atmosfera ar, e agitacdo
durante 12h.

A solucéo de PVA a 5% foi preparada, utilizando-se 5 g de PVA granulado, o qual foi
pesado e dissolvido em 50 mL &gua destilada a 90 °C, por 12 horas. Essa solu¢do foi deixada
arrefecer em temperatura ambiente. A solucdo arrefecida foi colocada em um baléo
volumétrico de 100 mL. Completou-se o baldo volumétrico com agua destilada até a marca de
afericdo. Em um béquer foram colocados 4 mL da solucdo aquosa do extrato de Cinnamomum
zeylanicum, 2,5 mL da solugdo de PVA 5% homogeneizada e 2,5 mL de AgNOs, com a
concentracdo final de 3,5 mM. Essa solucdo foi mantida em temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética por cerca de 12 horas. Apos esse periodo foi realizada a reticulacdo da
membrana PVA-NPsAg, com acido citrico, descrita a seguir.

Para a reticulacdo da membrana PVA-NPsAg foi adicionado 2% de &cido citrico
(0,002g) em relacdo a quantidade de PVA na solugdo (0,125g). Com o auxilio de uma
micropipeta, a solucdo foi distribuida em moldes, para a formacdo de filmes poliméricos,
Figura 12. Estes filmes foram deixados em um ambiente climatizado (22 °C) para controlar o
processo de evaporagdo da agua que, em média, ocorreu durante 12 horas até que os filmes
pudessem ser retirados dos moldes. Os filmes foram retirados dos moldes e colocados em

estufa a 100 °C, por uma hora, para a reacédo de reticulacao.
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Figura 12. Solugdo das membranas PVA-NPsSAQ nos moldes para formagao dos filmes poliméricos.

Para a observacdo da banda de ressonancia de plasmon da superficie metalica das
nanoparticulas de Ag, 0s espectros na regido do ultravioleta visivel foram obtidos na faixa de
comprimento de onda de 200 a 900 nm. A caracterizagdo fisico-quimica da membrana PVA-
NPsAg reticulada foi realizada pela espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier — FTIR, pela andlise térmica, TGA, DTGA, microscopia eletrénica de varredura
(MEV), determinacéo do teor gel, estudo do intumescimento. Também foi realizado o estudo
de liberacdo das NPsAg e estudo da atividade antimicrobiana.

As membranas PVA-NPsAgQ preparadas in situ, conforme item 4.2.3, apresentaram
uma aparéncia fisica heterogénea. Visualmente foram observados agregados do extrato,

conforme apresentado na Figura 13.

Figura 13. Membrana PVA-NPsAg preparada por biossintese in situ e reticulada com &cido citrico a 2%.

Em razdo desse resultado, o procedimento de preparacdo das membranas foi
modificado. Esse novo procedimento foi realizado em trés etapas: preparacdo da membrana
de PVA reticulada como explicado no inicio deste item (4.2.3), intumescimento das
membranas no extrato de Cinnamomum zeylanicum (PVA®*), e biossintese das
nanoparticulas de prata (NPsAg) nas membranas de PVA previamente reticuladas.

As membranas de PVA reticuladas foram imersas em 10 mL de extrato Cinnamomum
zeylanicum por 24h em temperatura ambiente. Apos esta etapa, as membranas intumescidas
foram transferidas para recipientes de vidro ambar, e acrescentou-se a cada uma delas,
separadamente, 10 mL de solucdo nas concentracfes de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02; 0,008;
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0,006; 0,004; 0,0035; 0,002 mol/L de nitrato de prata (AgNO3). Ao final de 48 horas, as
membranas foram lavadas com &gua destilada e secas em temperatura ambiente, obtendo-se a

membrana denominada PVAF*T-NPsAg.
4.2.4 Determinagdo do teor gel do PVA reticulado

A determinacdo da fracdo gel do polimero (fracdo reticulada) € a forma utilizada para
avaliar a reticulacdo de matrizes poliméricas. As membranas de PVA reticuladas foram
pesadas e colocadas em agua destilada a 90°C, sob refluxo durante 12h. A fragdo gel retirada
da solucdo foi colocada apds secagem, em estufa foram pesadas até obter massa constante. A

fracdo gel foi calculada pelas Equacbes 7 e 8.

F, = (T£24) x 100 (Eq. 7)

m;

F, = 100% — F, (Eq. 8)

Onde:

m; = Massa inicial da amostra
m; = Massa de gel seco

F, =Fracéo solGvel

F; = Fracgéo gel

4.2.5 Estudo do intumescimento das membranas PVA™"-NPsAg

Para esse estudo foi escolhida a membrana PVA®T-NPsAg preparada utilizando
0,0035 M de AgNO3;. A membrana obtida na forma de filme, conforme descritas no item 4.2.3
deste capitulo, foram cortadas em trés amostras de aproximadamente 1,0 x 1,0 cm? As
amostras secas foram imersas em &gua destilada em temperatura 23 C, as quais eram
removidas da solu¢do em intervalos de tempo pré-determinados em 0, 5, 10, 20, 25, 35
minutos, para pesagem. O fluido acumulado na superficie das amostras foi removido com
papel filtro. As medidas foram realizadas até o equilibrio de intumescimento ser atingido. O
ensaio foi realizado em triplicata, Figura 14. O grau de intumescimento dos filmes foi

calculado a partir das Equacdo 1 (item 3.4).
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Figura 14. Ensaio de intumescimento em triplicata, da membrana PVA®*"-NPsAg

4.2.6 Estudo de liberacéo de NPsAg das membranas PVA®-NPsAg em funcéo do tempo

Para esse estudo foi escolhida a membrana PVA®T-NPsAg, preparada utilizando
0,0035 M de AgNO3_Para o estudo de liberacéo in vitro de NPsAg foi construida inicialmente,
uma curva de calibracdo. Foi preparada uma solucdo-estoque, com uma concentracdo de 0,16
mg/mL do complexo extrato-NPsAg (conforme item 4.2.2), utilizando como diluente, 4gua
destilada. A partir da solugdo-estoque, foram obtidas diluicbes volumétricas com as
concentracdes de 0,022, 0,045, 0,063, 0,067 0,090 e 0,112 mg/mL. Utilizando a solugéo-
estoque, foi realizada a espectroscopia na regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis), de forma a
se verificar o valor de méxima absorbéncia da amostra. A partir das dilui¢bes, foram
realizadas as medidas de absorbancia no comprimento de onda de 423 nm, da solugéo-
estoque, para cada solugdo, de modo a correlacionar os valores de absorbancia com os valores
de concentracdo das NPsAg em solucéo, para a construcdo da curva analitica. A equacdo da
reta foi obtida por regressao linear.

No estudo de liberacdo as amostras foram imersas em 5 mL de agua destilada e
mantidas em temperaturas de 37 e 40 °C. Essas temperaturas foram escolhidas, porque a
temperatura do corpo humano em condi¢gdes normais, se mantém constante, em torno de
36,8 °C. Porem, nas feridas infectadas, ocorre a inflamagdo como resposta local do tecido
vascularizado agredido. Ocorre uma vasodilatacdo, com aumento do fluxo sanguineo e,
consequentemente, aumento da temperatura local (DHANALAKSHMI et al., 2016).

Em intervalos pré-determinados de tempo, a liberacdo de NPsAg foi acompanhada
por meio da espectroscopia do ultravioleta (UV-vis). Utilizou-se um volume de aliquota de
100 puL em 3 mL agua destilada. A cada aliquota retirada foi realizada a reposicdo do mesmo
volume de agua destilada. A concentracdo de NPsAg liberada no tempo foi determinada
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utilizando a curva de calibracdo, previamente preparada. A liberagdo de NPsAg foi estudada
avaliando o ajuste dos dados experimentais a um modelo cinético de primeira ordem,

determinando-se o parametro cinético e a constante de velocidade as temperaturas estudadas.
4.2.7 Estudo termodindmico de liberacdo das NPsAg

A energia de ativacdo (Ea) do processo de liberacdo de nanoparticulas de prata
presentes na membrana PVA™"-NPsAg foi determinada a partir das temperaturas de 37 e
40 °C. A energia de ativacdo é a energia minima para que 0S reagentes iniciem a reacao
quimica, com a consequente formacdo do complexo ativado (UPADHYAY, 2006).

Para o célculo da energia de ativacdo da cinética de liberacdo das nanoparticulas de
prata utilizou-se a equacdo de Arrhenius, Equacdo 9. Essa equacdo demonstra a relacdo entre

a energia de ativacéo e a velocidade em que a reacédo ocorre.

k = Agexp (— %) (Eq.9)

Onde 4, é o fator pré-exponencial (min™), R é a constante universal dos gases
(8,314J/Kmol) e T € a temperatura absoluta (K).
Utilizou-se a Equacdo 10 para as temperaturas T; (37 °C) e T, (40 °C) sendo T,> Ty,

Ink = InA — =% X (Eq. 10)

1
T

Através de um rearranjo algébrico, que subtrai a equacdo com a temperatura mais
alta (T,) pela equacdo com a temperatura mais baixa T; chegou-se a Equacdo 11,
determinando-se o valor energia de ativacdo (Ei) necessaria para abertura das cadeias

poliméricas da membrana PVA™"- NPsAg, para a liberacéo de nanoparticulas de prata.

= (L1 (Eq. 11)

kq R\Ty T,

Onde k; e k; séo as constantes de velocidade nas temperaturas T,(40 °C) e T1(37 °C),
respectivamente.

O parametro termodinamico da entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de Gibbs
(AG) foram utilizados para estudar o processo de liberacdo de NPsAg da membrana PVARXT.

NPsAg.
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A entalpia é a quantidade de energia contida em uma determinada substancia que
sofre reacéo, ela calcula o calor de um sistema, é a forma mais usada de expressar o conteiido
calorifico de um componente em uma reacdo quimica. A variacdo da Entalpia estd na
diferenca entre a entalpia dos produtos e a dos reagentes, sendo assim, o calor de uma reacao
corresponde ao calor liberado ou absorvido em uma reacdo. Para calcular outros parametros

termodinamicos utilizou-se a Equagéo 12, de Eyring Polanyi.

kgT
h

k=l g (Eq. 12)

Onde kg é a constante de Boltzman, T temperatura, h a constante de Planck e, K.* a
constante de equilibrio entre 0 complexo ativado e os reagentes.

A equacdo de Eyring é a equacdo fundamental da teoria do estado de transicao.
Introduzindo algumas grandezas termodinamicas (correspondentes a etapa de formacdo do
complexo ativado) a equagéo de Eyring pode ser tratada termodinamicamente. De acordo com
a termodinamica, a energia de Gibbs da reacdo esta relacionada a constante termodinamica de
equilibrio pela Equacéo 13.

AG® = —RT InK,, (Eq. 13)

Onde AG® é a energia livre de Gibss, R é a constante dos gases, T é a temperatura e
Keq € a constante de equilibrio entre produtos e reagentes. Nessa expressao, o estado padréo é
definido como sendo um estado de atividade unitaria. Se ao invés de atividade unitaria, for
definido um estado padrdo de concentracao unitaria, pode-se utilizar a Equagéo 14.
AG? = —RT Ink, (Eq. 14)

A constante de equilibrio que aparece na expressdo €, agora, a constante
estequiométrica de equilibrio. Se esta expressdo for aplicada a etapa de formacdo do
complexo ativado, resulta na Equacéo 15.

(AG)% = —RT Ink? (Eq. 15)

Desconsiderando o sub-indice, c, e colocando a expresséo sob a forma exponencial,
obtém-se a Equagéo 16:

_(AG*)O

k¥ =e  FT (Eq. 16)
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Substituindo k¢ na equacdo de Eyring, obtém-se a Equagéo 17:

k=——e rT (¥ (Eq 17)

Lembrando, da termodinamica, que AG = AH — TAS, e aplicando esta relagéo a etapa
de formacdo do complexo ativado, obtém-se a Equacéo 18:
AG* = AH* — TAS* (Eq. 18)

Utilizando este conceito pode-se reescrever a Equacdo 19 * da seguinte forma:

_ (aH*- TAS*‘)0

RT (Eq. 19)

kT
h

k

Aqui € importante estabelecer as seguintes grandezas de reacdo correspondentes a
etapa de formagdo do complexo ativado: (AG")° energia de Gibbs padrio de ativacio, (AS™)°
entropia padrdo de ativacdo, (AH")° entalpia padréo de ativacio. Essas grandezas de reaco se
referem a um estado padrdo de concentracdo unitaria (CASTELLAN, 1973; ATKINS, 1999;

NETZ; ORTEGA, 2002).
4.2.8 Atividade antimicrobiana das membranas PVA®"-NPsAg

Foram realizados ensaios microbiologicos por meio do método bioanalitico in vitro
com linhagens Gram-positiva, Staphylococcus aureus LB25923 e Gram-negativa, Escherichia
coli LB25922 por meio do teste de inibi¢do de halo. Os ensaios foram realizados em triplicata
para cada amostra. As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio de enriquecimento,
caldo TSB em temperatura ambiente por 48 horas. Dessa cultura foram feitas suspensoes e
padronizada a turvacdo equivalente a solucdo padrdo de 0,5 da escala MacFarland. Isto
significa que ha aproximadamente 1,5 x 10° unidades formadoras de colénias UFC/mL. As
cepas bacterianas foram semeadas em placas de Petri de 100 x 40 mm, em meio plate count
agar (PCA).

O estudo para determinar a concentragdo minima inibitoria (CMI) foi realizado
utilizando a técnica de disco-difusdo em agar impregnados com 10 uL da solu¢do aquosa em
equilibrio com a membrana PVA®*T-NPsAg, preparadas nas concentracdes de 0,1; 0,08; 0,06;
0,04; 0,02; 0,008; 0,006; 0,004; 0,0035; 0,002 mol/L, apés a semeadura do inoculo
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bacteriano. A analise do potencial bactericida das membranas PVA®T-NPsAg foi estudada a
partir dos didmetros de halos de inibicdo, para evidenciar o perfil de sensibilidade das

bactérias.

4.2.9 Ensaios de citotoxicidade in vitro da membrana PVA®"NPsAg

Os ensaios biologicos para avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais candidatos
a biomateriais sdo realizados através de uma grande variedade de testes in vitro e in vivo e
fornecem informacdes Uteis a respeito da interacdo do material com o ambiente fisiol6gico
(ABRAHAM; CUADRADO, 2004). Nesse caso, 0s ensaios in vitro contribuem para a
analise dos possiveis riscos associados a sua aplicacdo invasiva no corpo humano e
identificam os materiais que apresentam as caracteristicas bioldgicas adequadas para sua
utilizacdo nos estudos clinicos in vivo. O teste de compatibilidade in vivo envolve a
experimentacdo animal e € fundamental para a identificacdo de possiveis riscos em potencial
que o biomaterial (CANO; PERAIRE, 2004). Nesse caso, a experimental animal é planejada
levando-se em consideracdo 0s ensaios de triagem in vitro baseados na norma ISO 10993-5
(ISO, 2009).

Os meétodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo tais como a
possibilidade de limitar o nmero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais
facilmente, além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto.

A norma ISO 10993-5:2009 contempla como ensaio preliminar de
biocompatibilidade o teste de extrato, teste de contato direto e teste de contato indireto. O
ensaio do extrato possibilita a avaliagdo qualitativa e quantitativa da citotoxicidade dos
biomateriais através da viabilidade de uma linhagem celular especifica quando em contato
com os extratos dos materiais candidatos a biomateriais. Nesse caso, 0 ensaio do extrato
avalia se alguma substancia nociva para a linhagem celular que esta sendo utilizada, a
exemplo de residuos de catalisadores, mondémeros ou algum outro residuo quimico séo
lixiviados do material sintético.

Nesse estudo foi utilizado o ensaio in vitro de extrato para a avaliagdo da
citotoxicidade de membranas de PVA®*TNPsAg contra linhagens celulares de ovério de
hamster chinés (CHO- K1, ATCC CCL 61, American Type Culture Collection). As células
CHO s&o uma linha celular cultivada em laboratério derivada de células dos ovérios de
hamsters chineses. A utilizagdo de células CHO deve-se ao fato de que os hamsters chineses

sdo mamiferos de facil criagdo em laboratorio devido ao seu pequeno tamanho e baixo
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ndmero de cromossomos, 0 que os torna um bom modelo para estudos de cultura de tecidos
celulares. As células CHO séo modelos celulares amplamente utilizados em biologia, pesquisa
médica e farmacéutica. Além disso, sdo frequentemente utilizados para fins comerciais para
fabricar proteinas recombinantes para uso na terapia clinica. O CHO-K1 é considerado uma
das linhagens celulares mais sensiveis para os estudos de citotoxicidade de materiais
sintéticos candidatos a biomateriais (RUIZ et al., 2006; FERRER et al., 2009; LU et al.,
2013).

A avaliacdo quantitativa da viabilidade celular das células CHO-K1 frente as
membranas PVA®™"NPsAg foi realizada através do uso do corante MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio). O MTS é um sal amarelo que é
reduzido pela atividade da enzima desidrogenase mitocondrial resultando em um sal de
formazan de cor purpura. Esta reducdo ocorre somente nas células vivas. Desta maneira, a
viabilidade celular pode ser determinada pela intensidade da coloracdo purpura que é
proporcional & quantidade de cristais de formazan formados, sollveis em agua. Nesse caso, 0
MTS foi utilizado em conjunto com um agente acoplador de elétrons, o PMS (fenazina
metosulfato). A Figura 15 ilustra 0 mecanismo de avaliacdo da citotoxicidade de um material

através do ensaio do MTS.
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Figura 15. Mecanismo de atuacdo do corante supravital MTS na avaliag8o da citotoxicidade de um material.

Para 0 ensaio de citotoxicidade a membrana PVA®™TNPsAg foi inicialmente
esterilizada com radiacdo gama na dose de 25kGy a temperatura ambiente em uma fonte tipo
Gammacell do Centro de Tecnologia das Radiacdes do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, CTR-IPEN, S&o Paulo, Figura 16.
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Figura 16. Irradiador Gammacell do Centro de Tecnologia das Radia¢@es do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, CTR-IPEN, S&o Paulo. O irradiador utiliza 0 60Co como emissor gama.

Inicialmente as amostras de PVA®*T- NPsAg foram cortadas com area de 1cm? em
condigdes estéreis e em seguida foram colocadas em tubos falcon com 1mL de meio de
cultura RPMI sem soro, por 48 horas, para preparacdo do extrato. Apds este periodo foi feita a
filtragem das amostras e as diluigdes seriadas do extrato para concentragdes de 100, 50, 25,
12,5 e 6,25%. Os controles positivo e negativo foram uma solugéo de fenol 0,4% e polietileno
de alta densidade (PEAD), respectivamente. A analise da citotoxicidade foi realizada
utilizando-se o corante vital MTS para a determina¢do do numero de células viaveis em
proliferacdo. Os extratos obtidos da membrana de PVA®"NPsAg, do controle positivo e do
controle negativo, bem como o branco (apenas meio de cultura RPMI) foram pipetados em
placas ELISA de 96 pogos, sendo 50uL de solucdo por pogo, em quadruplicata. Uma
suspensdo de células de ovario de hamster chinés (CHO-k1) com 6x10* células/mL foi
preparada e 50uL (3000 células) foram pipetados por pogo. Em seguida, as celulas foram
incubadas em estufa a 37 °C, por 72h em atmosfera umidificada em atmosfera com 5% de
CO..

A viabilidade celular foi medida pela adicdo de solucdo MTS com PMS (metasulfato
de fenazina), na diluicdo de 20:1. Em seguida, as placas foram incubadas por 2h a 37°C em
atmosfera umidificada com 5% de CO,. As microplacas ELISA foram em seguida lidas em
espectrofotbmetro leitor de placas ELISA da marca SpectraMax 190 a utilizando-se o

comprimento de onda de 490 nm, Figura 17.
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Figura 17. Espectrofotdmetro SpectraMax 190 utilizado na determinagdo da viabilidade celular nos ensaios de
citotoxicidade das membranas de PVA®*"NPsAg através do método do extrato. (A) Visdo geral do equipamento,
(B) Detalhe para inser¢do da placa ELISA e (C) Resultado observado nas placas ELISA. A intensidade da cor é
proporcional ao nimero de células viaveis.

Uma curva de calibracdo levando em consideracdo a concentracdo de células viaveis
foi previamente preparada para determinacdo da viabilidade celular. O célculo da viabilidade

celular é obtido pela Equacéo 20:

DOD

Viabilidade Celular (%) = — % 100 (Eq. 20)

Onde DOD representa a densidade Optica da diluicdo e DOC a densidade Otica dos

controles.

Com os valores obtidos calculou-se a média da porcentagem de viabilidade celular
em relacdo ao controle de células (100%), que foi colocada em funcdo da concentracdo do
extrato em grafico para obter as curvas de viabilidade celular. Através desta curva pode-se
encontrar o indice de citotoxicidade (ICso%) que significa a concentragdo do extrato que induz
50% de lise ou morte celular e como consequéncia a inibicdo de incorporacdo do corante
MTS. A partir dos dados obtidos foi construido o grafico de viabilidade celular em funcéo da

concentracédo dos extratos da amostra.
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4.3 Técnicas de caracterizacao

As técnicas de caracterizacdo utilizadas neste estudo, incluem a espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR), espectroscopia na regido do
ultravioleta visivel (UV-vis), analise térmica por meio da TGA, DTGA e DSC, microscopia
eletronica de varredura-MEV e espectroscopia de energia dispersiva- EDS, explicadas a

sequir.
4.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Espectroscopia € o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. A
espectroscopia no infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorcdo, em que a energia
absorvida se encontra na regido do infravermelho, entre as regides do visivel e das micro-
ondas. A espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligagdes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas, as quais correspondem a niveis de
energia da molécula (niveis vibracionais). A condicdo para que ocorra absor¢do da radiacdo
infravermelha é que haja variagdo do momento de dipolo elétrico (determinado pela
magnitude da diferenca de carga e a distancia entre dois centros de carga) da molécula como
consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional. Somente nessas circunstancias, o
campo elétrico alternante da radiacdo incidente interage com a molécula, originando os
espectros. A vibracdo dos &tomos no interior de uma molécula apresenta energia coerente com
a regido do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho (100 a 10000 cm™)
(COATES, 2000).

O termo espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier, do inglés,
Fourier transform infrared (FTIR) provém do fato de ser necessario recorrer-se as
transformadas de Fourier (um processo matematico) para converter os dados recolhidos no
espectro de radiacdo. Para a espectroscopia FTIR utiliza-se um feixe de luz composto, com
diversos comprimentos de onda. Apds a medi¢do da absorbancia, o feixe de luz é modificado,
passando a conter uma combinagdo de comprimentos de onda diferente do feixe anterior, o
qual origina um segundo conjunto de dados. Este processo € repetido varias vezes e, no final,
os dados sdo recolhidos por um computador, o qual ird inferir, a partir dos dados referentes a
cada conjunto de comprimentos de onda, a absorgdo para comprimento de onda (SKOOG,;
HOLLER, 2009).
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Na espectroscopia FTIR, a radiacdo no infravermelho atravessa a amostra a ser
analisada, a radiacdo transmitida é comparada com aquela transmitida na auséncia de amostra.
O espectrébmetro com FTIR, emprega um interferdmetro de Michelson, com a finalidade de
dividir o feixe da radiacdo da fonte de infravermelho de tal forma que ele reflita
simultaneamente a partir de um espelho em movimento e de um espelho fixo. Os feixes
refletidos voltam a se combinar e passam através da amostra para o detector e sdo
reproduzidos na forma de um grafico de tempo contra a intensidade do sinal denominado de
interferograma. Esse processo é quantizado e o espectro vibracional se apresenta como uma
série de bandas. A localizacdo dessas bandas no espectro pode ser especificada em unidades
relacionadas com a frequéncia (v) e pelo seu numero de onda (V) utilizando a unidade
centimetro inverso, 4000 cm™* — 650 cm™, que é diretamente proporcional & energia.

A frequéncia vibracional ou comprimento de onda de uma absorcdo depende da

massa relativa dos &tomos e da constante de forca da ligacédo através da Equacéo 21.

(Eq. 21)

Onde:

v: frequéncia vibracional (cm™)

c: velocidade da luz (cm/s)

K: constante de forga da ligacdo (dinas/cm)

M, eM,,: massa do atomo X e massa do atomo Yy, respectivamente (g).

A intensidade da banda é medida pela transmitancia ou pela absorbancia. A
transmitancia € definida pela razéo entre a energia transmitida e a energia incidente na
amostra analisada e a absorbancia é o logaritmo na base dez do reciproco da transmitancia,
Equacdo 22 (SILVERSTEIN, et al., 2007).

T=% A=log1/T (Eq. 22)

E;
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Para a caracterizagdo fisico-quimica do extrato de Cinnamomum zeylanicum,
medidas de espectroscopia de FTIR foram realizadas em amostras liofilizadas dos extratos da
canela obtidos pelos procedimentos da extracdo do principio ativo da canela. Esta técnica foi
utilizada para caracterizar estruturalmente as moléculas presentes nos extratos aquosos da
canela obtidos pelos procedimentos de extracdo. Na biossintese das NPsAg, a técnica foi
utilizada para observar a interacdo das NPsAg formadas com o extrato Cinnamomum
zeylanicum. A técnica de FTIR também foi utilizada para confirmar a reticulacdo dos filmes
de PVA com é&cido citrico, assim como a interacdo das NPsAg com a membrana de hidrogel
PVA.

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

A espectroscopia de UV-vis foi utilizada na caracterizagdo do extrato de
Cinnamomum zeylanicum obtido, para a identificacdo dos grupos quimicos redutores
(aldeido) presentes no componente cinamaldeido, um dos constituintes do extrato. Para a
analise por UV-vis foi retirada da solucdo do extrato, uma aliquota de 100 uL, diluida em
3 mL de agua destilada, utilizando como branco a agua destilada.

Esta técnica também foi utilizada para a confirmacdo da reducdo das NPsAg pelo
extrato de Cinnamomum zeylanicum, através da anélise da banda de ressonéncia de plasmon
de superficie (RPS), na auséncia e na presenca do PVA (biossintese in situ). O UV-vis foi
aplicado também no estudo da liberacdo de NPsAg da membrana PVA-NPsAg, em agua
destilada. Para este estudo foi construida uma curva analitica de calibracdo, numa faixa de
concentragdes do analito, o complexo extrato-NPsAg. Utilizando a lei de Lambert-Beer
(A=eb(C) foi relacionada a concentracdo do analito a medida de absorbancia. A partir da
equacdo da reta ajustada a lei de Lambert-Beer, determinou-se a concentracdo de NPsAg

liberada no tempo.

4.3.3. Analise termogravimétrica (TGA)

A anélise Termogravimétrica (TGA) é uma técnica de analise térmica onde a
variacdo de massa da amostra é analisada em funcdo da temperatura ou tempo de
aquecimento, utilizando um programa controlado de temperatura. Essa técnica fornece
informacdo sobre as alteragfes que o aguecimento ocasiona na amostra analisada, permitindo

estabelecer a faixa de temperatura em que se inicia a decomposicao térmica, avaliar processos
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de desidratacdo, oxidacdo, avaliar a presenca de reticulacdo e avaliar o teor de residuo. Na
andlise termogravimétrica derivada (DTGA) sdo obtidas curvas que correspondem a derivada
primeira da curva TGA, onde as inflexdes apresentadas na curva TGA sdo substituidas por
picos, na curva DTGA, que delimitam areas proporcionais as modificacbes de massa
ocorridas durante a decomposi¢cdo do material (IONASHIRO et al, 2014). A anélise térmica
de TGA foi realizada para caracterizar o extrato de Cinnamomum zeylanicum para
investigacdo, a partir da decomposicdo térmica, dos possiveis produtos do extrato de
Cinnamomum zeylanicum. Foi utilizado analisador termogravimétrico TGA-50 da Shimadzu.
A faixa de temperatura analisada foi de 25 a 600 C, realizada a uma taxa de aquecimento de

20 °C min™, utilizando-se atmosfera de nitrogénio e suporte de amostra de alumina.

4.3.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A técnica termo analitica DSC determina a diferenca na quantidade de calor
necessaria para aumentar a temperatura de uma amostra e da amostra de referéncia. A partir
dos dados é possivel identificar transicdes térmicas no material, como temperatura de fuséo,
transicdes vitreas e determinar a entalpia de reacGes quimicas. A temperatura de transicdo
vitrea é a temperatura em que a fase amorfa de um material polimérico muda do estado vitreo
(em temperatura baixa) ao estado borrachoso (em temperatura mais alta), como consequéncia
da mobilidade molecular de curto alcance (em torno de atomos de carbono). Abaixo da Tg o
material é rigido, sem mobilidade, e acima desta temperatura, o polimero adquire certa
mobilidade, com o movimento de segmentos moleculares. Essa mobilidade esta limitada pela
reticulagdo ou emaranhamento das cadeias poliméricas, que conduzem a formacao de ligagdes
secundarias entre as macromoléculas (HAINES, 1995).

A andlise de DSC foi realizada no extrato de Cinnamomum zeylanicum para
investigacdo, a partir dos eventos térmicos presentes na amostra, dos possiveis produtos
contidos no extrato de Cinnamomum zeylanicum. Foi realizada em um equipamento DSC
Shimatzu 60 Plus. Foi utilizado cerca de 10 mg do extrato, usando suporte de amostra de
aluminio hermeticamente fechado. A amostra foi aquecida entre 25 e 200 °C a uma taxa de

10 °C min™, sob atmosfera de nitrogénio a uma vazéo de 25 ml min™.
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4.3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva-
EDS

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica de caracterizacdo que
permite a criacdo de imagens da superficie de amostras com alta resolugdo. O principio de um
MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno didmetro, por um filamento de
tungsténio, mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que pode variar de 0,5 a 30kV,
para explorar a superficie da amostra e transmitir o sinal do detector a uma tela catédica. O
sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra. O sinal
recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho do monitor, permitindo a
observacao.

Esse feixe de elétrons interage com a amostra e produz elétrons e fétons que podem
ser coletadas por detectores adequados e convertidas em um sinal de video. Quando o feixe
primario incide na amostra, parte dos elétrons difunde-se e constitui um volume de interagao.
Neste volume, os elétrons e as ondas eletromagnéticas produzidas sdo utilizadas para formar
as imagens ou para efetuar andlises fisico-quimicas. A analise por espectroscopia de energia
dispersiva- EDS utiliza um detector de energia dispersiva acoplado ao MEV, para analise
quimica de materiais organicos e inorganicos. A andlise € feita através da identificacdo dos
raios X emitidos pela amostra, resultantes da interacdo com o feixe eletrénico, sendo possivel
determinar a composi¢ao de regides com até¢ 1 um de didmetro.

A microscopia eletrdnica de varredura foi utilizada para a confirmacdo da presenca
de prata metalica e determinacdo da estrutura cristalina das nanoparticulas de prata na matriz
polimérica. A membrana de hidrogel PVA-NPsAg foi submetida a anélise de difracéo de raios
X, com radiacio de CuKo com A=1,5418 A, com medidas em uma faixa de variacdo de
20=10° a 60°. As imagens de Microscdpio eletrdnico de Varredura (MEV) com detector de
energia dispersiva (EDS), foram utilizadas para a analise quimica da membrana de hidrogel
PVA-NPsAg atraves da identificacdo dos raios X emitidos pela amostra. As amostras foram
sujeitas a vacuo e previamente metalizadas com a deposi¢do de uma fina camada de ouro. No
MEV foram obtidas varias imagens para os hidrogéis sintetizados, de resolugdo de 500 e
1000X e com tens&o de 10 kV (CANEVALORO, 2007).

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para estudar a morfologia da
superficie das amostras analisadas e para confirmar a presenca de prata metalica, estrutura
cristalina das nanoparticulas de prata, na matriz polimérica. As amostras analisadas foram o

extrato de Cinnamomum zeylanicum, complexo extrato-NPsAg, PVA e membrana PVA-
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NPsAg. Todas as amostras foram previamente metalizadas, com a deposicdo de uma fina
camada de ouro. O microscépio eletronico de varredura (MEV) com detector de energia

dispersiva (EDS) utilizado foi o microscopio eletrénico Zeiss Modelo EVO MA15.

4.3.6 Difracéo de raio X (DRX)

Os difratogramas de raios-x foram realizados no Laboratorio de Cristalografia da
UNIFAL-MG. As medidas foram realizadas no Difractometro Modelo 1V (Rigaku, Jap&o),
utilizando radiagio de CuKo (A= 1,5418 A) e monocromador de grafite. Os difratogramas de
raios-x foram realizados no intervalo de angular 2(6) de 5,00 a 90,00°, passo de 0,02°, com

fenda de 5 mm e tempo de 5s/passo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extratos obtidos de Cinnamomum zeylanicum

Os extratos vegetais obtidos por maceracdo dindmica, no procedimento A e por
decoccdo, no procedimento B, apresentaram diferencas morfoldgicas. O extrato obtido por
maceracao dindmica se apresentou na forma viscosa com aspecto gelatinoso. O extrato por
decoccdo se apresentou semelhante a uma infusdo. Atribuiu-se esta diferenca a presenca de
polissacarideo, o que foi demonstrado posteriormente na caracterizacdo fisico-quimica do
extrato vegetal por maceragdo dinamica.

O extrato produzido por maceracdo dinamica, foi escolhido para ser utilizado na
biossintese de reducdo da prata, devido a presenca do polissacarideo, pois este glicidio atua
como agente redutor e favorece a estabilizagdo das nanoparticulas, evitando a agregacdo da
prata formada no processo de biossintese. A andlise dos espectros UV-vis comparativos entre
0 extrato obtido por maceracdo dindmica e uma solucdo aquosa do cinamaldeido puro sédo

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Espectros UV-vis comparativo do extrato vegetal de Cinnamomum zeylanicum e uma solugdo aquosa
do cinamaldeido puro.
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A solucdo aquosa do extrato vegetal obtido por maceragdo dindmica apresentou uma
banda em torno de 282 nm e um ombro em uma banda de absor¢do em torno de 291 nm,
dando um indicativo de absor¢do durante a transicao eletrénica n—*, caracteristica do grupo
funcional carbonila (C=0) do composto organico cinamaldeido, presente no Cinnamomum
zeylanicum. A absorcdo em 291 nm, € confirmada no espectro da substancia pura. Nessa
interacdo da radiacdo eletromagnética, um elétron é promovido de um estado eletronico de
baixa energia para outro de energia mais elevada (DENNEY; SINCLAIR, 1988).

Para o célculo do rendimento da extracdo de Cinnamomum zeylanicum, utilizou-se a
Equacdo 6, do item 4.2.1.2 do capitulo de Metodologia. Para esse calculo, 40 mL do extrato
da canela obtido por maceracdo dinamica foi liofilizado. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 2.

Tabela 2. Rendimento da extra¢do aquosa de Cinnamomum zeylanicum por maceracdo dindmica.

Massa de canela (g) Massa obtida na liofilizagéo (Q) Rendimento (%)

1,0 0,0789 7,89

O extrato utilizado na biossintese apresenta uma concentra¢do aproximada de 0,002
g/mL. O rendimento obtido é préximo ao encontrado na literatura (WARDATUN et al.,
2017).

5.1.1 Caracterizacdo fisico-quimica do extrato de Cinnamomum zeylanicum

A caracterizacdo do extrato obtido por maceracdo dindmica foi realizada por meio da
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier-FTIR, pela anélise
termogravimetrica-TGA e DTGA e pela analise de calorimetria exploratdria diferencial- DSC.

5.1.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier - FTIR

Os espectros FTIR do extrato de Cinnamomum zeylanicum e cinamaldeido puro €

apresentado nas Figuras 19A e 19B.
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Figura 19. Espectro FTIR comparativo do extrato de Cinnamomum zeylanicum e cinamaldeido puro
(A) 2000- 650 cm™, (B) 4000-2000 cm’™.

Na faixa de 2000 a 650 cm™ observa-se as bandas de estiramento em 1649 cm™ e
1606 cm™, atribuidas as ligagdes C=0O e C=C respectivamente, estas bandas também s&o
observadas no cinamaldeido puro (SANTIAGO-ADAME et al., 2015). Verifica-se também a
banda em 1439 cm™ relativa & vibragdo de dobramento da ligacdo =C-H e a banda de vibragdo
da ligagcdo C-O-C em 1035 cm™.
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O espectro de FTIR do extrato de Cinnamomum zeylanicum na faixa entre 4000 e
2000 cm™ apresenta uma banda larga em 3275 cm™, caracteristica de grupos hidroxilicos
(OH), presente na estrutura quimica dos polissacarideos. Esta banda ndo é observada no
espectro do cinamaldeido puro, pois este composto néo apresenta o grupo funcional O-H em
sua estrutura quimica, como mostra a Figura 20. A banda em 2927 cm™ é uma banda larga o
que sugere que ela seja formada pela sobreposi¢do de vérias bandas, como observado no
espectro do cinamaldeido puro, as bandas em torno de 3000 cm™, atribuidas ao estiramento da
ligacdo C-H de aromaticos, =C-H, e as bandas em torno de 2810 cm™, atribuidas a C-H (de
carbonila) (AL- BAYATI; MUTHANNA, 2009).

X H

Figura 20. Estrutura quimica do cinamaldeido.
(SHREAZ et al., 2016)

Os resultados obtidos na caracterizacdo por FTIR indicam que o extrato de
Cinnamomum zeylanicum obtido por maceracdo dindmica contém além do principio ativo, o

cinamaldeido, uma substancia de natureza polissacaridea.
5.1.1.2 Andlise termogravimétrica- TGA e DTG

A variacdo da massa do extrato de Cinnamomum zeylanicum em fungdo da
temperatura foi estudada por analises das curvas TG e DTG, Figura 21. A partir da curva de
TG, foram determinados os parametros de faixa de degradacgdo, teor de massa degradada e
residuo ndo degradado até a temperatura final da analise em 800 °C. A partir da curva de
DTGA, foram observadas as temperaturas de maxima velocidade de perdas de massa
(IONASHIRO, 2014).
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Figura 21. Curvas TGA e DTGA do extrato de Cinnamomum zeylanicum.

De acordo com as curvas TG e DTG do extrato liofilizado, observa-se um primeiro
evento térmico no intervalo compreendido entre o inicio da analise em 28 "C até 100 'C, com
perda de massa em torno de 7%, podendo ser atribuida a perda de agua superficial ou de
umidade do material apés liofilizagdo. Finalizado o processo de desidratacdo, observa-se um
processo de decomposicao térmica continua da amostra.

Na curva DTGA verifica-se que a degradacdo acontece em trés etapas com
velocidade maxima em 184 ‘C, 287 'C e 435 'C. A perda de massa com velocidade maxima
para a temperatura de 184 ‘C, pode ser atribuida ao principio ativo, cinamaldeido, que de
acordo com a literatura, inicia a degradacdo em 100 'C (KUN et al., 2017). Observa-se que
esta etapa de degradacdo corresponde a 10% da massa total do extrato, 0 que sugere que 0O
teor de cinamaldeido no extrato é em torno de 10%. As perdas de massa com velocidade
maxima de 287 'C e 435 'C podem ser atribuidas & decomposicdo de espécies de natureza
organica presentes no extrato e carboidratos, respectivamente (ZOHURIAAN;
SHOKROLAHI, 2004). Acima de 600 °C se observa um teor residual de aproximadamente
14% da amostra. Este residual pode ser associado a compostos ciclicos, de maior estabilidade
térmica, formados durante as reacOes de decomposi¢do. A analise de TGA confirma o
resultado encontrado no FTIR, mostrando a presenca de uma massa consideravel de

polissacarideos no extrato de Cinnamomum zeylanicum.
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5.1.1.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Para caracterizar a variacdo de energia (fluxo de calor) do extrato de Cinnamomum
zeylanicum em funcdo da temperatura foi utilizado o DSC. Os eventos térmicos obtidos desta

analise sdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Curva DSC do extrato liofilizado de Cinnamomum zeylanicum.

A curva DSC mostra diferentes eventos endotérmicos na faixa de temperatura entre
25-200 'C. O primeiro pico endotérmico, amplo, em 115 ‘C pode ser atribuido & evaporagdo
de 4gua. Os picos endotérmicos em 121 e 127 'C podem ser atribuidos a temperatura de
ebulicdo do cinamaldeido. A literatura apresenta que o cinamaldeido apresenta uma faixa de
temperatura de ebulicdo, com pico endotérmico em torno de 134 'C (HONGYAN et al.,
2010). Este resultado esta em conformidade com o resultado obtido no TGA, onde foi
observado que o cinamaldeido apresenta uma temperatura maxima de degradacéo em 184 C.
Os eventos endotérmicos consecutivos observados em 181 'C, 187 'C e 192 'C podem ser

atribuidos a reagdes endotérmicas que acontecem durante a degradacéo do cinamaldeido.
5.2 Biossintese de reducdo das NPsSAg com o extrato Cinnamomum zeylanicum

Antes de iniciar o estudo da biossintese das NPsAg na presenca do poli (alcool

vinilico) (PVA) (biossintese in situ) foi realizado um estudo da biossintese de reducdo das
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NPsAg utilizando apenas o extrato de Cinnamomum zeylanicum obtido por maceracdo
dindmica. A cinética da biossintese de redugdo das NPsAg foi acompanhada utilizando o UV-
vis. A caracterizacdo fisico-quimica do complexo extrato- NPsAg, foi realizada por FTIR,
pela por TG, DTG e MEV.

A biossintese das NPsAg foi realizada a partir da reducdo de ions Ag® em meio
aquoso, a temperatura de 23 'C, utilizando o extrato de Cinnamomum zeylanicum como
agente redutor e estabilizante e foi acompanhada no tempo, através da espectroscopia UV-vis.

Na biossintese de reducdo das NPsAg, o crescimento das nanoparticulas se inicia
com uma lenta nucleacdo, seguida do crescimento da superficie das particulas. Esses passos
podem ser resumidos segundo as Equacgdes 23 e 24, onde o extrato, utilizado como agente

redutor e estabilizante, foi omitido:

k
ndg* - (4g%n (Eq. 23)
k
(A4g%)n + Ag* - ndg* = (Ag°)n+1 (Eq. 24)

A nucleacdo ocorre homogeneamente em solucdo e envolve a reducdo das espécies
Ag"em atomos de Ag’, seguida pela sua agregacéo ao tamanho de niicleo critico (4g°)n.

Com a formacdo do nucleo, ocorre uma reducdo autocatalitica, na superficie das
particulas em crescimento, limitando essa razéo de crescimento
(TATARCHUK; SERGIEVSKAYA, et al., 2013).

5.2.1 Estudo da cinética da biossintese de reducdo da Ag" pelo extrato de Cinnamomum

zeylanicum

A evolucdo gradual de formagédo das NPsAg foi acompanhada por meio do UV-
vis. A Figura 23 apresenta os espectros de absor¢do no UV-vis em diferentes tempos de

reagdo da cinética de biossintese de redugdo da Ag® pelo extrato de Cinnamomum
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Figura 23. Espectros de absor¢do no UV-vis durante o processo da biossintese das NPsAg.

Os espectros de absorcdo no UV-vis, apresentam uma banda de ressonancia de
plasmon de superficie (RPS) em torno de 415 nm, confirmando a formacdo das NPsAg.
Observa-se no espectro UV-vis que a banda RPS é deslocada a maiores comprimentos de
onda, conforme aumento do tempo de reacdo, até a estabilizacdo em torno de 419 nm. Essa
estabilidade pode ser atribuida a presenca do polissacarideo no extrato aquoso de
Cinnamomum zeylanicum e ocorre, a medida que os grupos hidroxilos (-OH) do
polissacarideo sdo adsorvidos na superficie das NPsAg, formando uma camada protetora
(MOHAN et al., 2014). Como consequéncia dessa interagéo fisica entre as macromoléculas
de carboidratos e as NPsAg, conclui-se que os polissacarideos participam como agente de
estabilizac&o estérica.

Nesse tipo de estabilizagdo, com a aproximacdo das particulas, as camadas
adsorvidas se interpenetram e as cadeias macromoleculares de polissacarideo tendem a se
ordenar paralelamente. Desta maneira, no equilibrio termodinamico, as particulas
permanecem isoladas, formando um complexo extrato-NPsAg estavel (DONATI, 2009).
Estudos mostram a obtencdo eficaz de nanoparticulas de prata usando uma diversidade de
polissacarideos como agente estabilizante, como acucares (DARROUDI et al., 2011,
BANKURA, et al., 2012), quitosana (TRAN et al., 2010, REICHA et al., 2012), celulose e
seus derivados (CAI et al., 2009), goma arébica (GILS et al., 2010). Uma variacao gradual da
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cor de amarelo claro a castanho foi observada durante a reacdo, Figura 24, fato relacionado a
excitacdo da banda plasménica (SOLOMON et al., 2007).

. ’ a
N -

Figura 24. arigéo da ooragéo da solucéo, durante a bissintsé de regé as NPsAg.

Um aumento no tamanho das nanoparticulas (NPs) resulta em um deslocamento da
banda plasménica para regifes de maior comprimento de onda. De acordo com a teoria de
Mie, apenas uma Unica banda plasmonica € esperada no espectro de absorcdo de NPs
esféricas, enquanto NPs anisotropicas podem originar duas ou mais bandas (HERGERT;
WRIEDT, 2012). O estudo da biossintese no tempo mostrou que a largura da banda RPS
aumentou no tempo de reacdo, sendo também observado maior valor da intensidade do pico
de absorbéncia, 0 que esta relacionado a maior quantidade de NPsAg formadas e agregacéo,
existindo, portanto, uma distribui¢do de tamanho (HAYTHAM, 2015).

O estudo cinético de formacao das NPsAg foi realizado no estagio inicial do processo,
ou seja, na etapa de nucleacdo, na temperatura de 23 'C. A cinética de biossintese das NPsAg

pode ser definida a partir da reagdo quimica de redox, de acordo com a Equacéo 25.

Ag" (ag) + e >Ag’(s) (Eq. 25)
A cinética da reacdo de redox expressa na Equagdo 25, pode seguir um

comportamento de primeira ordem, como apresentado na Equacéo 26.

d[Ag*]
dt

Onde [Ag'] é a concentragdo de ions Ag” e k é a constante cinética da velocidade da

=k [Ag*] (Eq. 26)

reacao.

Resolvendo a integral da Equacéo 26, tem-se que:

[Ag*]e _
In T kt (Eq. 27)
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Onde [Ag*]; e [Ag™], referem-se as concentracOes de ions, Ag*no tempo (t) e no
inicio do experimento, respectivamente, k € a constante de velocidade e t, 0 tempo da reacéo.

Considerando que a concentragdo de ions Ag*no tempo siga a Equacéo 28:
[Ag*]: = [Ag*lo— [Ag°l: (Eq. 28)

Onde [4g°].é a concentracdo de NPsAg formadas no tempo.

O célculo da concentracdo de NPsAg no tempo [Ag’]; foi realizado usando a lei de
Lambert-Beer (A=ebc), onde os valores de absorbancia (A) foram obtidos da Figura 23, (g) é
absortividade molar = 4,689 mL/mg*cm, determinada pela curva de calibracdo, (b) é o
caminho o6ptico da cubeta em cm e (c) é a concentracdo de NPsAg, [Ag’], em mg/L.

Substituindo-se a Equacgéo 28 na Equacéo 29 tem-se:

_ [Ag°le N _
In(1 [Ag+]0) = —kt (Eq. 29)

A Tabela 3 mostra os valores da absorbancia obtidos da Figura 23, para
determinar [Ag°]; através da lei de Lambert-Beer, assim como os parametros da Equagéo 29.
O ajuste destes parametros permitiu conferir se a biorredugdo se ajusta a uma cinética de
primeira ordem e também, determinar a constante de velocidade da reacio a 23 C.

Tabela 3. Pardmetros utilizados para o estudo cinético da formagdo das NPsAg a partir do ajuste dos dados a
Equacéo 29.

: 0 %12 0 1 %10l [49°], 741 no1
Tempo (min) A [Ag]: [g/mML*107] [Ag]/[Ag ]o*10 In|1 ~ Aot 10
0

0 0 0 0 0

2 0,028 0,59 0,57 -0,57
8 0,047 1,00 0,36 -1,00
14 0,06 1,28 1,22 -1,30
16 0,068 1,45 1,38 -1,49
18 0,072 1,53 1,46 -1,58
26 0,079 1,68 1,61 -1,75

O ajuste dos dados, nos tempos iniciais de reacdo (Tabela 3) a cinética de primeira
ordem (Equacdo 29), para a formagcdo das NPsAg na solucdo aquosa do extrato de
Cinnamomum zeylanicum é apresentada na Figura 25. Foram omitidos os pontos de 8 min e

26 min. para melhor ajuste linear.
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Figura 25. Cinética formacao das NPsAg na solucéo aquosa do extrato de Cinnamomum zeylanicum.

O ajuste dos dados mostra que a biorreducdo segue uma cinética de primeira ordem,
fornecendo os valores da constante de velocidade da reacdo. A equacao da reta é expressa por
y=-0,086 X -0,1089 e o coeficiente de regresséo linear R? =0,95. Portanto, a constante de
velocidade da reacdo (k) é igual a 0,0078 min™ na temperatura de 23 'C. Este valor da
constante de velocidade obtido para a biorreducdo das NPsAg a partir do extrato de
Cinnamomum zeylanicum na temperatura estudada € menor que o observado na literatura
(ALEKSANDROVA et al., 2015) quando a biorreducdo é realizada em temperatura a partir de
50 ‘C, mostrando que a velocidade é mais lenta a baixa temperatura, o que sugere a influéncia
da temperatura na velocidade da reacdo.

5.2.2 Caracterizagdo por microscopia eletronica de varredura- MEV e espectroscopia de
energia dispersiva- EDS do extrato de Cinnamomum zeylanicum e do complexo extrato-
NPsAg

As micrografias do extrato de Cinnamomum zeylanicum puro e do complexo extrato-

NPsAg, foram obtidas por MEV e s&@o mostradas nas Figuras 26 e 27, respectivamente.
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Figura 26. Micrografia MEV do extrato de Cinnamomum zeylanicum puro.
(A) magnificagdo 200x, (B) magnificagdo 500x.

Na micrografia do extrato de Cinnamomum zeylanicum puro, observa-se uma

morfologia heterogénea Figura 26A, com uma superficie compacta, Figura 26B.
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Figura 27. Micrografia MEV do complexo extrato-NPsAg. (A) magnificagio 200x, (B) magnificacio 500x.
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Observa-se na Figura 27A uma morfologia heterogénea semelhante a observada no

extrato de Cinnamomum zeylanicum puro. Porém, a morfologia da superficie se apresenta
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diferente da observada no extrato Cinnamomum zeylanicum puro, Figura 27B. Observa-se
uma estrutura porosa, apresentando pequenos poros de formatos e tamanhos variados,
distribuidos de forma irregular ao longo da estrutura. A morfologia da superficie do complexo
extrato-NPsAgQ sugere que apos a reacdo de biossintese as NPsAg estabilizadas, pelo material
organico presente no extrato de Cinnamomum zeylanicum, permanecem adsorvidas na matriz
organica. A partir dos resultados obtidos por MEV, foi denominado complexo extrato-NPsAg
a interacdo estabelecida entre as NPsAg e a matriz organica. Para confirmar a presenca de
NPsAg na matriz organica foi realizada a espectroscopia de energia dispersiva- EDS,
associada ao MEV. As Figuras 28 e 29, mostram as micrografias MEV e mapeamento EDS

de Ag depositada na superficie da matriz organica.

BSD

8 ym '
BSD MAG: 7000 x HV: 20.0 kV WD: 9.0 mm MAG: 7000x HV:20kV WD: 8,0mm

Figura 28. Mapeamento MEV-EDS de Ag depositada na superficie da matriz organica, magnificagdo 7000x.

(A) (B)

BSD

BSD MAG: 15000 x HV: 20.0 kV WD: 9.0 mm MAG; 15.0kx HV: 20kV WD: 9.0mm
Figura 29. Mapeamento MEV-EDS de Ag depositada na superficie da matriz organica, magnificacdo 15000 x.
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Pelo mapeamento MEV- EDS, observa-se aglomerados de NPsAg distribuidos
através de toda a superficie da matriz organica do extrato. De maneira geral, as nanoparticulas
metalicas obtidas por sintese verde ao longo da reacéo e de acordo com o tempo de incubacao,
podem variar quanto ao tamanho e quanto a forma (KUMAR et al., 2010). O espectro de

energia dispersiva- EDS do complexo extrato-NPsAg, é apresentado na Figura 30.
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Figura 30. Espectro de EDS do complexo extrato-NPsAg.

Observa-se pelo espectro de EDS do complexo extrato-NPsAg, apresenta um pico de
emissdo em aproximadamente 3 keV, tipico de absorcdo de prata metalica, sugerindo a
reducdo de ions prata em prata elementar. Esse resultado é confirmado na literatura em
estudos que utilizaram a biossintese na redugdo de NPsAg (HIREMATH; RATHOD et al.,
2014), (SANA et al., 2015), (SINGH; RAWAT, 2016).

5.3 Obtencao da membrana PVA® "NPsAg por biossintese in situ, na presenca de PVA

O procedimento de biossintese in situ de reducdo das NPsAg, para a preparacéo da
membrana PVA-NPsAQ seguiu 0s passos da biossintese de reducdo das NPsAg com o extrato
de Cinnamomum zeylanicum, substituindo-se a agua destilada pela solucdo aquosa de PVA
5%. O estudo da cinética da biossintese foi realizado na temperatura de 23 °C e acompanhado
por meio da espectroscopia na regido do UV-vis, Figura 31.
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Figura 31. Espectros de absor¢do no UV-vis da cinética de NPsAg durante a biossintese in situ das NPsAg.

Os espectros de absorcdo no UV-vis, apresentam uma banda de ressonancia de
plasmon de superficie em torno de 423 nm, o que sugere a formac&o da prata nanométrica em
forma esférica (NOGUEZ, 2007). O estudo cinético da biossintese das NPsAg foi realizado
nos estagios iniciais do processo, na etapa de nucleacdo. A cinética de biossintese das NPSAg
pode ser definida a partir da reacdo quimica redox, conforme Equacdo 25, seguindo uma
cinética de primeira ordem, com relagdo a concentragio de ions prata [Ag'] em solucdo, de
acordo com o procedimento matematico descrito no item 5.2.1, referente ao estudo cinético da
biossintese de reducio da Ag®, pelo extrato de Cinnamomum zeylanicum. A Tabela 4 mostra
os valores da absorbancia obtidos da Figura 31, para determinar [Ag°], através da lei de
Lambert-Beer, assim como os parametros da Equacdo 29 (item 5.2.1). O ajuste destes
pardmetros permitiu determinar a constante de velocidade da biorreducdo in situ das NPsAg a
23 C.

Tabela 4. Parametros utilizados para o estudo cinético da formagdo das NPsAg a partir do ajuste dos dados a
Equacgdo 29.

0
YA Ak mg/mir1o? [N 0 inf1— k] 10
0 0 0 0 0
2 0,0083 0,18 0,17 -0,17
8 0,1013 2,16 2,06 -2,31
14 0,1218 2,59 2,48 -2,85
16 0,1264 2,69 2,57 -2,97
18 0,1561 3,33 3,18 -3,82
26 0,1697 3,62 3,45 -4,24

[Ag*]: e [AgT], referem-se as concentracdes de ions, Ag*no tempo (t) e no inicio
do experimento, respectivamente.
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A Figura 32 mostra a regresséao linear obtida através do ajuste dos dados da Tabela 4
a Equacdo 29, para os tempos iniciais de reagéo.
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Figura 32. Ajuste dos dados da biossintese in situ das NPsAg, a cinética de primeira ordem.

O ajuste dos dados experimentais a Equacdo 29 mostra que a biossintese in situ
obedece a uma cinética de primeira ordem, da mesma forma que ocorre com a biossintese de
reducdo das NPsAg com o extrato de Cinnamomum zeylanicum. A equacdo da reta é expressa
por y= -0,20414 X -0,04664 e o coeficiente de regressdo linear R? =0,94. A constante de
velocidade da reacdo (k) é igual a 0,017 min™ na temperatura de 23 'C. Este valor da
constante de velocidade € maior que o valor obtido na biorredugéo utilizando apenas o extrato
de Cinnamomum zeylanicum, mantendo a temperatura constante. Este resultado sugere que a
presenca do PVA favorece a biossintese de redugdo das NPsAg. O PVA contém atomos de
0xigénio em suas estruturas, que atuam como sitios basicos de Lewis, favorecendo a interacao
acido-base entre o polimero e as nanoparticulas. A adsor¢do do polimero nas superficies das
nanoparticulas formam uma camada auto-organizada criando um impedimento estérico que

impede a coalescéncia, evitando a agregacao das nanoparticulas (PENCHEVA et al., 2012).
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5.3.1 Caracterizagdo fisico-quimica da membrana PVA® - NPsAg

Apbs as membranas PVA®*T-NPsAg serem preparadas e reticuladas, foi realizada a
caracterizacdo fisico-quimica, pela espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), determinacdo do teor gel, analise termogravimétrica (TGA) e microscopia
eletronica de varredura- MEV e espectroscopia de energia dispersiva- EDS.

5.3.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier- FTIR

A reticulacdo das membranas de PVA®T-NPsAg com &cido citrico foi comprovada
através da analise de FTIR das amostras curadas (&cido citrico 2%) e ndo curadas. A literatura
propGe que a reacdo de reticulacdo ocorre através do ataque nucleofilico do grupo OH do PVA
a carbonila do acido carboxilico, formando-se uma ligacdo éster (CUADRO, 2015), como

mostrado na Figura 33.
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Figura 33. Reacdo de acido citrico com o PVA formando a reticulagdo (éster) entre as cadeias de PVA.

A Figura 34, mostra comparativamente o espectro FTIR das membranas de PVA 5%
sem reticulacao e reticuladas (acido citrico 2%) e o espectro FTIR do &cido citrico puro.
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Figura 34. Espectros FTIR comparativos do acido citrico puro (a), PVA 5% (b) e PVA 5% reticulado com acido
citrico 2%, entre 4000-800 cm™.

A vibracdo dos grupos quimicos caracteristicos, encontrados nos espectros FTIR, e
seus respectivos nimeros de onda s&o apresentados na Tabela 5 (SILVERSTIEN, 2007).

Tabela 5. Principais modos vibracionais correspondentes ao (a) &cido citrico, (b) PVA 5%, e (c) membrana de
PVA reticulada com &cido citrico 2%.

(a) Acido citrico

Identificacdo Grugog Numero dle onda Estrutura
caracteristicos (cm™)
ndo associado
v O-H grupo v3493
hidroxila associado o OOy
Acido citrico v 3282 m
vC=0 v 1743 Ho on "
acido carboxilico v 1692
v C-O v 1133
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Os é&cidos carboxilicos (-COOH) presentes na molécula de &cido citrico, possuem o
grupo carbonila (C=0). Estes grupos (ndo ionizados) apresentam duas bandas de absorcéo
caracteristicas, devido a dimerizacdo (CIRIMINNA et al., 2017). No espectro FTIR as bandas

sd0 observadas em 1743 e 1692 cm™

b) PVA 5%
Identificacao Grugosf MUETE dle el Estrutura
caracteristicos (cm™)
v O-H grupo 3266
hidroxila
CH,CH CH,CH
v C-H do grupo 2938 —t iy 1t N +
alquil 2853 OH ‘13’
i 1660 c=0
vC=0 acetato residual (!:H
PVA - 3
v COO 1563
S OH 1412 -O?OCH3 (gce’gaj[o)
v C-O-C 1085 Residuo da hidrolises
do PVAC
vC-O 1138

No espectro referente ao PVA (puro), observa-se uma banda larga em 3266 cm™,
relacionada ao estiramento O-H das ligacBes de hidrogénio inter e intramoleculares. Uma
banda em 1660 cm™, de baixa intensidade pode ser atribuida a0 C=0 do grupo acetato, ja que
o PVA utilizado ¢ hidrolisado ao 98%, apresentando grupos acetatos do poli (acetato de vinila)
(PVAC). A banda em 1563 cm™ foi atribuida ao estiramento do grupo carboxilato COO que
pode se formar como consequéncia das interagGes intramoleculares entre o0 grupo acetato e as
hidroxilas do PVA. A banda em 1085 cm™ é atribuida ao estiramento da ligagdo C-O-C, do
grupo acetato. Finalmente, a banda 1138 cm™ é relacionada ao estiramento da ligagdo C-O
(FRINGANT et al., 1995).
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(c) Membrana de PVA reticulada com &cido citrico 2%

Identificacdo Grugos_ Numero dle onda Estrutura
caracteristicos (cm™)
v O-H grupo
hidroxila 3266
v C-H do grupo 2938
alquil 2853 o
Membrana PVA v C=0 1713
Reticulada éster )(
e . sy o= 0 Z oGe0 COOH oc=0
Acido citrico 2% v COO 1587 M\ ________ /\/k
& OH 1409 "
v C-O-C 1085
v C-0 1138

No espectro FTIR da membrana de PVA reticulada com acido citrico 2%, se observa
uma nova banda em 1713 cm™, atribuida & carbonila do grupo éster, formado entre o 4cido
citrico e 0 OH do PVA, sugerindo a reagdo de reticulacdo entre as cadeias de PVA. A banda da
ligacdo carboxilato observada no PVA em 1563 cm™, desloca-se no PVA reticulado a maior

nimero de onda (~1587 cm™), o que sugere que a reticulac&o entre as cadeias de PVA reforca
a formacéo do grupo carboxilato (YANG etal., 1997).

A membrana de PVA contendo nanoparticulas de prata (PVA®T-NPsAg) foi também
reticulada com &cido citrico 2%. A Figura 35, mostra comparativamente o espectro FTIR da
membrana de PVVA pura e reticulada e a membrana PVA reticulada, contendo NPsAg.
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Figura 35. Espectro FTIR comparativo da membrana PVA pura, reticulada com &cido citrico 2%, e da

membrana PVAF*™ NPsAg, reticulada com &cido citrico 2%.
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No espectro de FTIR pode-se distinguir um deslocamento na banda carboxilato, de
1587 cm™ no PVA, para 1592 cm™, na membrana PVA™T-NPsAg. E de esperar que a
interacdo da prata seja mais intensa nos grupos acetato e hidroxilas, pela afinidade da prata
(Ag) pelos elétrons da camada de valéncia do oxigénio. O fortalecimento da ligacédo
carboxilato e, portanto, o deslocamento da banda para um maior nimero de onda, sugere uma
interacéo entre as NPsSAg e a matriz de PVA (MA et al., 2009).

5.3.1.2 Determinacao do teor gel do PVA reticulado

A reticulacdo da membrana PVA 5% foi realizada em triplicata, com &cido citrico a 2
e 10%. A determinacdo do grau de intumescimento foi realizada em agua destilada a
temperatura de 23 °C, apds 24 h. O teor gel foi determinado apds pesagem das amostras secas
(Equacgéo 7 e 8, item 4.2.5). O efeito da concentragdo do &cido citrico sobre o intumescimento

e o teor gel da membrana PVA, é apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Efeito da concentracdo do 4cido citrico sobre o intumescimento e teor gel das membranas PVA 5%.

Membrana Intumescimento (%) Teor gel (%)
PVA 5% 23°C (ap6s 24h) get (7o

Acido citrico 2 % 253,33 61 78,00 £ 1,53

Acido citrico 10% 150,00 +26 80,00 + 1,55

A densidade de reticulacdo € um fator que influencia a capacidade de absorcdo de
agua em um hidrogel, que é inversamente proporcional a densidade de ligacdes cruzadas.
Quanto maior o grau de reticulagdo da matriz menor € o grau de intumescimento. Em meio
aquoso, o intumescimento depende apenas da forca elastica do hidrogel. O hidrogel que mais
intumesce possui menor forga eléstica, podendo ser mais deformado e, consequentemente,
tendo maior capacidade de reter &gua em sua estrutura (CHUNSHENG et al., 2009).

Observa-se que 0 aumento da concentracdo do agente reticulante, o acido citrico,
provocou um decréscimo na absorcdo de agua na membrana de PVA de 253,33 com teor gel
de 78%, para 150,00% com teor gel de 80%. Esses resultados foram relatados nos estudos de
Ajji (2005) que preparou um hidrogel reticulado com &cido citrico, por meio de radiacdo
gama e também no estudo de Stephanie et al. (2013) por meio da reticulacdo in situ de

nanofibras de alginato-PVA, utilizando acido citrico.
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E ainda, no estudo de Birck etal. (2014) que observou essa dependéncia da
quantidade de agua absorvida no equilibrio em filmes a base de PVA reticulados com acido
citrico a 40% que se apresentaram mais frageis comparados com os filmes com &cido citrico a
10% de comportamento mais ductil.

A partir dos resultados obtidos foi escolhida a membrana de PVA reticulada com
acido citrico a 2%, por apresentar alto grau de intumescimento e ndo existir diferencas

significativas no valor do teor de gel.

5.3.1.3 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As Figuras 36 e 37 mostra o perfil de degradacdo térmica do PVA sem curar e curado

com acido citrico ao 2%. As etapas de degradacdo térmicas sdo detalhadas na Tabela 7.

a*
0 a - b —— PVA sem curar
oo —— PVA curado com Ac. citrico 2%

80 |-

60 -

40 |

Perda de massa (%)

20 |-

100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 36. Curvas TG comparativo do PVA sem curar e curado entre 25 e 800°C.
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Figura 37. Curvas TG comparativo do PVVA sem curar e curado entre 25 e 800°C.

Tabela 7. Etapas de degradacgdo térmica, obtidas do termograma TGA do PVA sem curar e curado.

Etapas de degradacéo (°C) /Perda de massa (%)
Amostra
a b C d e
_ 0 _ 0 _ 0 _ 0
PVA sem | (66 —110)°C | (243 —389)°C | (400 —482)°C | (490 —569)°C 16,19%
curar 5,42 % 60,63 % 11,34 % 6,42 %
PVA (261 — 390)°C | (405 — 488,7)°C | (538 — 662)°C 0
NAo se observa 0,49%
curado 79,00 % 12,89 % 6,17 %

As etapas de degradacdo foram nomeadas de a, b, ¢, d. A etapa e, refere-se ao residuo
em 800 °C. Na curva TGA (Figura 36) observa-se que a etapa da degradacéo a, € associada a
evaporacdo de A&gua contida na amostra, este valor € elevado pois a amostra ndo foi
previamente seca. A seguir ocorre a degradacdo da cadeia principal do polimero, com a perda
dos grupos laterais da cadeia principal —OH, -H, -OCO(CH3) e a quebra de ligacdo C-C da
cadeia principal nas etapas b, ¢, d, da degradacdo iniciada em 243 °C, 400 °C e 490 °C,
respectivamente e um residuo a 800 °C, em torno de 16,19 % da amostra, sem degradar, o que

sugere a formacdo de compostos ciclicos estaveis durante a degradacdo do PVA puro.
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A curva DTG mostra os picos onde a taxa de perda de massa em relagdo a
temperatura foi maxima para cada etapa de degradacédo. A area sobre a curva de cada pico, na
curva DTG, é proporcional a massa perdida. No PVA curado com &cido citrico ndo se
observa perda de agua, 0 que pode ser atribuido ao fato destas amostras terem sido curadas a
100 °C. A primeira perda observada na curva TGA e DTG foi denominada de a*, e pode estar
relacionada com a perda do reticulante acido citrico. Na curva TGA esta perda corresponde a
1,45% da massa do polimero e, na curva DTG observa-se que a velocidade maxima de perda
ocorre a 152 °C. Observa-se também que a maior estabilidade da rede polimérica deslocou o
inicio da degradacgdo térmica das etapas de degradacdo b e d. Também pode se comprovar que
a degradacdo é completa quando a amostra foi reticulada com 2% de é&cido citrico,
observando-se apenas 0,49% de residuo a 800°C.

As curvas termogravimétricas (TGA e DTG) das membranas PVA™T-NPsAg
preparadas com concentracdo de AgNO3 0,004M e 0,1M sdo mostradas comparativamente a
curva de degradacdo do PVA curado, nas Figuras 38 e 39, respectivamente. As etapas de
degradacéo térmica, obtidas das curvas TG das membranas PVA™"-NPsAg sdo detalhadas na
tabela 8.
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Figura 38. Curvas TG comparativo das membranas PVA®™" NPsAg com PVA curado entre 25 e 800°C.
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Figura 39. Curvas TG comparativo das membranas PVA®*"NPsAg com PVA curado entre 25 e 800°C.

Tabela 8. Etapas de degradacdo térmica, obtidas das curvas TG das membranas PVA® "NPsAg

Amostra

Etapas de degradacdo (°C)/Perda de massa (%)

a* b c e
PVART.NPsAg | (105 —232)°C | (315 — 450)°C | (450 —500)°C [ o o000
0,04 6,90 % 79,10 % 731%
— 0 _ 0
PVAT-NPsAg | (100 — 110)°C | (315 =450)7C | (450 = 500)7C | g0,
0,1 700 % 78,80 % 6,00 %

As membranas PVA™-NPsAg apresentam um perfil de degradacéo diferente ao

PVA curado. Sao observadas apenas 3 etapas de degradacdo. A primeira, a*, foi atribuida a

degradacédo do reticulante &cido citrico. A segunda e terceira etapas (b, ¢) sdo associadas a

degradacdo da cadeia polimérica e a etapa “e¢” referente ao residuo em 800°C. Observa-se, que

0 inicio da degradacdo térmica da cadeia de PVA é deslocado nas membranas de PVA

contendo as NPsAg, 0 que sugere que a interacdo entre o PVA e as NPsAg estabiliza

termicamente a cadeia do polimero e, portanto, retarda a degradacdo do PVA. Nas membranas

PVA®T-NPsAg se observa um residuo que pode ser atribuido principalmente & prata

metalica.
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5.3.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva-
EDS

A micrografia da membrana PVA 5% e da membrana PVA™T-NPsAg obtidas por
MEYV é apresentada na Figura 40.

@ ©

10pm EHT=20000V Mag= 300KX

WO = 95mm Song A=SEL

Figura 40. Micrografias MEV: (A) membrana de PVA 5%, (B) membrana PVA® "NPsAg.

Através da micrografia observa-se que o filme polimérico de PVA 5% puro,
apresenta uma morfologia globular que se estende homogeneamente pela area superficial
analisada, Figura 40A. Esta morfologia se difere da micrografia da membrana PVAS'-
NPsAg, Figura40B, que apresenta regides irregulares e com formacdo de granulos,
possivelmente resultado de uma solubilizacdo incompleta e, portanto, com segregacdo dos
componentes do extrato de Cinnamomum zeylanicum.

Para analisar a presenca e distribuicdo da prata na matriz polimérica na preparacéo in
situ da membrana PVA®T-NPsAg foi realizada a espectroscopia de energia dispersiva- EDS,
associada a microscopia eletronica. A Figura 41 mostra a micrografia MEV.
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A presenca de aglomerados pode ser observada na sintese de NPsAg, devido a
elevada area de superficie das nanoparticulas, as quais quando estdo dispersas na matriz
polimérica. Os polimeros constituem um favoravel suporte para as nanoparticulas, permitindo
obter uma boa dispersdo das NPs, originando nanocompdsitos homogéneos e de féacil
processamento (FARAJI; WIPF, 2009). Sugere-se que o PVA tenha promovido a formacéo de
micelas, permitindo a estabilizacdo de particulas coloidais esféricas, com um nucleo
hidrofébico e o exterior hidrofilico, Figura 42 (NISHIYAMA, 2005).

HO OH HO

CH
OH

PVA-NPsAg

Figura 42. Formacéo coloidal de NPsAg, com regides estruturais hidrofilica e hidrofébica.
Fonte: a autora (2017).
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O espectro EDS, referente & membrana PVA™T- NPsAg é apresentado na Figura 43,

cps/eV.

keV

Figura 43. Espectro EDS da membrana PVA®*™ NPsAg.

Observa-se pelo espectro de EDS um pico de emissdo em aproximadamente 3 keV,

tipico de absorcdo de prata metalica, sugerindo a reducédo de ions prata em prata elementar.

5.3.1.5 Difragéo de raio X (DRX)

As membranas PVA-NPsAg foram submetidas a analise de raios-x, a Figura 44
mostra o difratograma das amostras preparadas com AgNO3; 0,04M; 0,06M e 0,1M. Todas as
amostras mostram o padréo de difragdo de estruturas metélica da prata. Esse perfil de difragcdo
representa nos angulos de difracdo 20 os seguintes planos cristalograficos 38,11° (1 1 1);
44,04° (2 0 0), 64,40° (3 1 1) e 77,31° (2 2 2) aos quais correspondem a estrutura cristalina
cubica de face centrada da prata metalica de acordo com o Joint Committee on Powder
Diffraction Standards (JCPDS, file no. 04-0783). Os picos nao identificados séo atribuidos a

cristalizacdo da fase bio-organica (extrato de Cinnamomum Zeylanicum).
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Figura 44. Difratograma das amostras com AgNO; 0,04M; 0,06M e 0,1M.

Uma das vantagens da difracdo de raios-x é que por meio da analise do difratograma
é possivel determinar o tamanho médio das particulas cristalinas presentes na amostra com o

auxilio da Equacdo de Scherrer:

kA

D= B(26)cos6O

(Eg. 30)

Onde, D é o diametro da particula, k € uma constante que depende da morfologia do
cristal, para a esfera k =0,94, A é o comprimento de onda da radiacdo incidente (1,5418/3\),
B(26) é a largura na metade da altura do pico de difracdo de maior intensidade e € o &ngulo de
difracdo de Bragg.

Utilizando a Equacdo de Scherrer, calculou-se o tamanho das particulas de prata
presentes nas amostras analisadas. O valor encontrado para o didmetro D das particulas de

prata esta apresentado na Tabela 9. O valor de (26) foi obtido através do software Origin 8.0.

Tabela 9. Valor médio do didmetro das NPsAg, nas respectivas membranas, calculado pela equacéo de Scherrer.
Utilizou-se k =0,94, A=0,1542nm ¢ 6 = 19,0500° (111).

Amostras B (rad) D(nm)
PVA="NPAg 0,04 0,0125 12,2692
PVASTNPAg 0,06 0,0134 11,4451

PVA™"NPAg 0,1 0,0157 9,7685
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5.4 Estudo de intumescimento da membrana PVA®™T-NPsAg

O estudo do intumescimento da membrana PVA®T-NPsAg reticulada com é&cido
citrico a 2% foi realizado em triplicata, em agua destilada e na temperatura de 23 °C. A Figura
45 apresenta o0 grau de intumescimento em fungdo do tempo para a membrana
PVA™T-NPsAg.
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Figura 45. Grau de intumescimento em funcéo do tempo para a membrana PVA<"NPsAg.

O grau de intumescimento da membrana PVA 5% reticulada com &cido citrico 2% e
sem a presenca de NPsAg, apresentou cerca de 253 % de intumescimento no equilibrio
(Tabela 6). O gréfico, da Figura 45 mostra que a membrana PVA®™"-NPsAg apresenta um
teor de intumescimento, no equilibrio, em torno de 130%. Portanto, a presenca de NPsAg
dificulta a difusdo de agua no interior da membrana do hidrogel de PVA, observando-se uma
diminuicdo do intumescimento da membrana PVA®T-NPsAg com relacdo & membrana de
PVA puro.

Observa-se que a curva apresenta um rapido intumescimento inicial e
posteriormente, o hidrogel intumesce de forma mais lenta até atingir o equilibrio,
apresentando um grau de intumescimento no equilibrio de 130%. No inicio do processo as
amostras intumescem rapidamente pelo elevado volume livre existente em sua estrutura. Apos
determinado tempo, a &gua que esta se difundindo na estrutura do hidrogel encontra os pontos
de reticulacdo, os quais funcionam como obstaculos, assim a absorcdo de mais &gua é

regulada pela forca osmotica das cadeias reticuladas (OTTENBRITE, 2010). A dltima etapa é
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o0 equilibrio, alcancado pela amostra por volta de 40 min. Nessa etapa a rede polimérica esta
expandida e a forca de intumescimento é contrabalanceada pela forca de retracdo imposta pela
estrutura reticulada, na resposta elastica (HOSSEINZADEH, 2013). Este resultado
corresponde ao encontrado na literatura para membranas de hidrogel PVA utilizando outros
agentes reticulantes (SEON, 2003; LI1U, 2013; GULENOOR, 2016).

O grau de intumescimento no equilibrio é uma propriedade importante dos hidrogéis,
uma vez que a dgua em sua estrutura lhe confere novas propriedades, com potencial para
aplicacbes em areas biomédicas (GIBAS; JANIK, 2010). Quanto maior o grau de
intumescimento do filme polimérico, maior é a sua capacidade em absorver fluidos e
conservar o ambiente Umido, favorecendo o processo de reparacdo tecidual em feridas
crénicas (JONES, 2005).

O mecanismo de reticulacdo do PVA, mencionado na caracterizacdo FTIR, envolve o
ataque nucleofilico catalisado por &cido. Como mostrado no esquema de reacdo da Figura 46,
0 &cido citrico protonado (1) potencializa o carater positivo do carbono do grupo carbonila
que é atacado pelo a&tomo de oxigénio do PVA agindo como nucleodfilo (com tendéncia a
receber elétrons), formando-se o estado intermediario (2). A deslocalizacdo eletrdnica no

atomo de oxigénio é estabilizada como consequéncia da eliminacdo da molécula de agua.
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| | —_— \ 2 —— O_CI: t M
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Figura 46. Mecanismo de reticulagdo do PVA com o &cido citrico.
(RUIZ, 2001)

Aplicando-se a Lei de Fick (Eq. 5, item 3.4) ao estudo de intumescimento,

determinou-se os valores da constante difusional n e da constante k.

In (Z—:) = Ink + nint
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Onde M.e M, representam a massa de solvente absorvidas pelo hidrogel no tempo e
no equilibrio, respectivamente, k, representa a constante de proporcionalidade caracteristica
da rede polimérica, relativa a estrutura da rede e denota a rapidez do processo de
intumescimento até que o equilibrio seja atingido, e n, 0 expoente difusional, que determina o
tipo de difusdo do solvente na matriz polimérica.

Os valores de intumescimento no tempo ajustados no inicio do processo (10 min),
pela Equagdo 5, sdo apresentados na Figura 47. Os valores den, k, e R? obtidos pela

regressao linear para a membrana PVA®T"NPsAg a 23 °C s&o resumidos na Tabela 10.

045
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= -060
y=0,1678 x -0,6737
(R™=0,992)
_0,65
o
-0.70 I, Ua UG g 0 T2

Int
Figura 47. Ajuste dos dados de intumescimento da membrana PVA-NPsAg a 23 °C.

Tabela 10. Valores de n, k e R? obtidos pela regressio linear do Modelo de Fick (Equacdo 5) para a
membrana PVA®"NPsAg a 23 °C.

n k (min™) R’

Membranas PVA=""NPsAg 0,17 0,51 0,99

Observa-se que o valor de n ¢ inferior a 0,5, 0 que denota que o mecanismo de
absorcéo de 4gua da membrana PVA-NPsAg em agua destilada, seguiu o modelo de difuséo
Fickiana, com n < 0,5 (CAN et al., 2005). Neste mecanismo de difusdo Fickiana ou Caso I,
ocorre a difusdo do soluto através de camadas da matriz. A taxa de difusdo é muito inferior
que o tempo de relaxacdo da cadeia polimérica. Este sistema, portanto, € controlado pelo
coeficiente de difusdo. O tempo de relaxacdo refere-se ao tempo em que a cadeia leva para
acomodar-se, ou seja, entrar em equilibrio com o solvente ou soluto. Nesse mecanismo de
difusdo, o relaxamento das cadeias € muito mais rapido do que a difusdo do solvente
(SALOME et al., 2013).
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Considerando que o PVA absorve grandes quantidades de &gua, e, portanto, a
espessura da amostra ndo permanece constante, o comportamento Fickiano € aplicavel até o
equilibrio ser atingido. Assim a Equacdo de Fick foi aplicada nos estagios iniciais do
intumescimento, até valores de fracdo menores que 0,60. Com relacdo a constante de
proporcionalidade, verifica-se que o valor de k é de 0,51 min™ e denota a rapidez do processo

de intumescimento até que o equilibrio seja atingido.
5.4.1 Estudo da cinética do processo de intumescimento da membrana PVA™T"NPsAg

Para 0 estudo cinético do processo de intumescimento da membrana PVA®T"NPsAg
em agua destilada, os dados experimentais nos 10 primeiros minutos foram ajustados a uma
cinética de primeira ordem a 23 'C, utilizando as equagdes do modelo de Lagergren (LI;

TANAKA, 1990). A forma integrada é representada pela Equacédo 31:
In(1- 5t) = —kt (Eq.31)

Onde k é a constante de velocidade do processo de intumescimento, M; € a
guantidade de agua absorvida no tempo e M, € a quantidade de agua absorvida no equilibrio.

A Figura 48 mostra os dados experimentais ajustados a Equacgéo 31.
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y=-0,11716 x - 0,60928
R=1

2,0 L1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
-2 0 2 4 6 8 10 12

Tempo (min)
Figura 48. Ajuste dos dados de intumescimento a cinética de primeira ordem a temperatura de 23 °C.
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O ajuste linear dos dados experimentais, fornece o valor da constante de velocidade
do processo de intumescimento a 23 C, k= 0,117 min™. Observa-se a partir da regressao
linear obtida no ajuste dos dados experimentais, que 0 processo de intumescimento obtido
pela cinética de primeira ordem depende da quantidade da substancia utilizada no

intumescimento, no caso em estudo da agua destilada.
5.5 Preparacdo da curva de calibracao analitica para o estudo de liberacdo de NPsAg

Como visto anteriormente, através de espectroscopia de absorcdo no ultravioleta
visivel (UV-Vis), é possivel identificar a banda de ressonancia de plasmon de superficie,
caracteristica das NPsAg em 423 nm. Assim, através do estudo de variacdo da intensidade da
absorcdo neste comprimento de onda, foi realizado o estudo cinético da liberacdo do
complexo extrato-NPsAg no meio estudado. Para isso, foi construida inicialmente, uma curva
de calibracdo, de forma a converter a resposta de absorbancia em seu valor correspondente de
concentracdo do complexo extrato-NPsAg, Figura 49. Os valores de absorbancia obtidos em
funcdo das concentracdes do complexo extrato-NPsAg, foram utilizados para a elaboracao da

curva de calibracéo, Tabela 11.

1,0
Curva de calibracéo
08 | Concentracéo do complexo
extrato-NPAg
0,001 mg/mL

m —— 0,013 mg/mL
s 00r 0,026 mg/mL
& —— 0,160 mg/mL
2
(@)
2 04
<

02 |

0,0 M i l :

200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 49. Curvas UV-vis de solugdes com diferentes concentracGes do complexo extrato-NPsAg
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Tabela 11. Valores de absorbancia no comprimento de onda de 423 nm nas diferentes concentracdes do
complexo extrato-NPsAg.

Concentracdo (mg/mL) Absorbancia
0,001 mg/mL 0,011
0,013 mg/mL 0,060
0,026 mg/mL 0,110
0,160 mg/mL 0,750

Os resultados obtidos na Figura 49 e na Tabela 11, foram relacionados para a

construcédo da curva de calibracéo analitica, Figura 50.
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R=0,9995
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Figura 50. Curva de calibragdo linear da absorbancia x concentracdo (mg/mL) do complexo extrato NPsSAg.

A equacdo da reta obtida por regresséo linear dos dados experimentais, é apresentada

na Equacdo 32.

y = 4,68991x — 0,00163 (R? = 0,999) (Eq. 32)
Cnpsag = (Awpsag + 0,00163)/4,68991

A curva de calibracdo para determinacdo da concentracdo complexo extrato-NPsAg,
obteve a equacdo da reta expressa a partir da Equacdo 32, em que y é a absorbancia e x, a
concentracdo do complexo extrato-NPsAg em mg/mL, com R?= 0,999. A partir da curva de
calibracdo € possivel obter os valores de massa liberada do complexo extrato-NPsAg em

funcéo do tempo, nas temperaturas de 37 e 40 °C.
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5.5.1 Estudo de liberagdo de NPsAg das membranas PVA®T-NPsAg em funcdo do tempo a
37e40°C

As curvas de liberacdo obtidas através dos valores de absorbancia em funcéo do
tempo, nas temperaturas de 37 e 40°C, sdo apresentadas nas Figuras 51 e 52,
respectivamente.

Os valores de absorbancia obtidos em funcdo do tempo foram convertidos em
unidades de concentracdo, utilizando a curva de calibracdo previamente obtida, de acordo

com a Equagéo 32.

0,14 4 Liberagédo de Cz-NPsAg a 37°Cem agua destilada
012

0,10 —
0,08 —
0,06 —

0,04

Concentragcdo de NPsAg (mg/mL)

0,02

0,00 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)

Figura 51. Perfil de liberacéo de NPsAg da membrana PVA®"NPsAg a 37 °C.
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Figura 52. Perfil de liberagdo de NPsAg da membrana PVA®"NPsAg a 40 °C.

Observa-se que o equilibrio de liberacdo é alcangado mais rapidamente na
temperatura de 40 °C em cerca de 20 minutos, em relacdo a temperatura de 37 °C, que
ocorreu por volta de 65 minutos. O estudo da liberacdo em funcdo da temperatura mostra que
a velocidade de liberacdo do complexo extrato-NPsAg no tempo € influenciada pela
temperatura. Observa-se, a 40 °C que em 20 min. a membrana libera cerca de 0,125 mg/mL,
que corresponde a 62,5 % da massa inicial do complexo na membrana, aproximadamente
igual a 0,2 mg. No sistema de liberacdo a 37 °C a membrana libera, em 20 min., 0,025
mg/mL, que representa 12,5% da massa inicial. Apos a estabilizacdo, o sistema libera de
maneira controlada no tempo, cerca de 64,5 % da massa inicial a 37 °C e, cerca de 69 % da
massa inicial a 40 °C.

De posse dos valores da massa inicial de NPsAg na membrana [NPsAg]," e, no
tempo [NPsAg]™ foi realizado o estudo da cinética de liberacio das NPsAg (aq) na solugéo

aquosa. As equac0es utilizadas neste estudo da cinética sdo mostradas a seguir:
[NPsAg]M(s)>NPsAg (aq)

M
— ANEA9L _ k[NPsAg]™ (Eq.33)
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d[NPsAg|M

s = dt (Eq. 34)

Integrando a Equacdo 34 entre o tempo 0 e o tempo t, obtém-se a Equacéo 35:

[NPsAgl;
n [[NpsAg]O LE2C] = —ke (Eq. 35)

Os dados cinéticos da massa de NPsAg na membrana PVA™"-NPsAg, no tempo
zero e durante os cinco primeiros minutos foram ajustados a uma cinética de reacdo de

primeira ordem (Eqg. 35), como mostra as Figuras 53 e 54.
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Figura 53. Curvas de ajuste a cinética de reacdo de primeira ordem dos dados de liberagdo de NPsAg a 37 °C.
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Figura 54. Curvas de ajuste a cinética de reacdo de primeira ordem dos dados de liberagdo de NPsAg a 40 °C.

A partir do ajuste dos dados a Equacdo 27 foi possivel determinar a constante de
velocidade (k) para o processo de liberagdo, sendo, k= 0,00209 min® a 37°C e
k= 0,0742 min"'a 40 °C. Os valores obtidos mostram que a velocidade de liberacdo de

NPsAg é favorecida pela temperatura.

Na temperatura de 40 °C, observa-se que a membrana perde a estabilidade
dimensional, este resultado sugere que a reticulacdo entre as cadeias é desfeita a partir da
hidrolise do grupo éster.

A reticulagdo entre as cadeias é formada através da reagdo entre 0s grupos hidroxilas
(OH) do PVA e os grupos de &cido carboxilico ((OH)C=0) do &cido citrico, formando o grupo

éster (O-C=0). A reacdo de hidrolises dos ésteres é favorecida pela temperatura.

5.6 Estudo termodindmico de liberagdo das NPsAg

A andlise da liberacdo da NPsAg nas diferentes temperaturas estudadas permitiu
determinar a energia de ativagdo (E,) para o processo de liberagdo. O valor da energia de
ativacdo do processo de liberagdo fornece a informacéo relativa a energia necessaria para
mover as NPsAg da matriz polimérica para 0 meio de dissolugdo. Maiores valores de E,

indicam a necessidade de uma quantidade de energia maior para o processo de liberacéo,
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implicando assim que este processo sera mais vulneravel a influéncia da temperatura.
Portanto, quanto maior a energia de ativacdo mais lento é a processo de liberagéo,
aumentando a dificuldade para que o processo ocorra. Quanto menor a energia de ativacdo o
processo transcorre com maior velocidade (CHIEN; LIN, 2007).

A energia de ativagdo (Ea) de liberacdo de NPsAg foi determinada utilizando a
equacdo de Arrhenius (Eq. 9) utilizando as constantes cinéticas de velocidade k=0,00209 min
12 37°C (T,) e k=0,0742 min a 40°C (T,), respectivamente (item 4.2.7) obtendo-se o valor de
Ea= 959,87 kJ/mol. Este valor de energia de ativacdo é elevado se comparado com a literatura
para liberacdo de farmacos de filmes de PVA (2,032 kJ/mol) e fibras eletrofiadas de PVA
(3,67 kd/mol) (FREIRE et al., 2017). A diferenca na barreira energética deve ser dada pelo
diferente grau de reticulacdo das membranas de PVA, na referéncia acima o PVA é reticulado
usando como agente reticulante glutaraldeido.

Para determinar a constante de estado estacionario (K#) foi utilizada a equagdo de
Eyring Polanyi (Eqg. 12), apresentada no item 4.2.7. A constante de estado estacionario foi
determinada para as temperaturas 37 °C (310 K) (Ty) e 40 °C (313 K) (T>).

k=l
h
Onde:

h = constante de Planck (h = 6, 6261*10

kB= constante de Boltzmann (kB= 1, 3806*10%)
k constante cinética de velocidade de liberacédo
k= 0,00209 min™ (310 K)

k=0,0742 min™* (313K)

Os valores encontrados para a constante do estado estacionario foram:
Para 310 K > K*= 3,24*10™
Para 313K > K*=1,14*10™
Da constante do estado estacionario determinou-se a energia livre de Gibbs para as
temperaturas 37 °C (310K) (T1) e 40 °C (313K) (T>), de acordo com a Equacéo 36.

AGY = —RT Ink* (Eq. 36)
Os valores encontrados para a a energia livre de Gibbs foram:

Para 310 K > AG,” = 91,93 kJ/mol

Para 313K = AG," = 83,55 kd/mol
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Em uma transformacéo esponténea, a temperatura e pressdo constantes, a energia
livre de Gibbs diminui (AG<0) no sistema. No sistema de liberacdo estudado obteve-se
valores positivos da energia de Gibbs, mostrando assim que a liberagdo das NPsAg ndo é um
processo naturalmente espontaneo, sob as condicdes de temperatura e pressao estudadas,
apresentando uma energia livre de Gibbs positiva (AG>0). Destaca-se que o sistema que teve
maior porcentagem de liberacdo (313 K) foi aquele que apresentou menor energia livre de
Gibbs. Portanto, o estudo termodindmico corrobora com o relatado na literatura que indica
que quanto mais alta for a energia livre de um processo, maior sera a dificuldade do sistema
em liberar o farmaco da matriz polimérica (WENHUA et al., 2008). Este fato foi confirmado,
pois a liberacdo das NPsAg a 310 K mostra maior energia livre de Gibbs, sendo este sistema o
gue mostrou um menor valor de constante de velocidade no estudo da cinética de liberagéo e,
menor porcentagem de liberacdo de NPsAg no tempo.

Para se determinar a entalpia foram utilizadas as temperaturas e correspondentes
constantes de velocidades de liberacdo das NPsAg (T:=310K e k;=0,00209 min™,
T, =313 K e ko= 0,0742 min™), de acordo com a Equacéo 37:

AHg[l 1

T (Eq. 37)

ﬁ:&eR

AHF = 957,28 k] /mol

O valor de Entalpia encontrado mostra que o sistema de liberacdo transcorre com
consumo de energia, portanto, um processo endotérmico. Este resultado estd em acordo com o
observado experimentalmente durante o estudo da liberacdo, onde um aumento da
temperatura favoreceu consideravelmente o processo de liberagdo (FREIRE et al., 2017).

Para se determinar a entropia foram utilizadas as temperaturas, a energia livre de
Gibbs das NPsAg (T:= 310 K, AG,” = 91,93 kd/mol) e T,= 313 K, AG,” = 83,55 kJ/mol) e o
valor da entalpia do processo de liberagcdo AH§ = 957,28 k] /mol de acordo com a Equacédo
38.

AGZ = AHZ — TASZ (Eq. 38)

Para 310 K > ASy” = 2,76 kd/mol
Para 313K = ASy” = 2,76 kJ/mol


https://pubs.acs.org/author/Luo%2C+Wenhua
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O valor positivo da entropia, ainda que baixo, mostra que o processo de liberacéo
transcorre com um aumento da desordem do sistema. O baixo valor da entropia sugere que as
NPsAg liberadas estabelecem um equilibrio com as NPsAg no interior da membrana. No
equilibrio existe particulas se difundindo da membrana para o0 meio e vice-versa, ambos 0S
processos acontecem a igual velocidade. Este equilibrio reduz a entropia do sistema. Existem
processos de liberacdo de farmacos que transcorrem a valores de Entropia negativo,
diminuicdo da desordem, devido ao estabelecimento do equilibrio anteriormente descrito
(XU, W.; YANG, Y., 2010). O fato de obter um valor de entropia positivo no estudo da
liberacdo de NPsAg da membrana PVAST"NPsAg seja devido a que neste sistema o
equilibrio se desloca para o processo de liberacdo. A Tabela 12 apresenta os parametros
cinéticos e termodinadmicos obtidos no tratamento dos dados a partir da Equacdo de Eyring
Polanyi (item 4.2.7).

Tabela 12. Parametros cinéticos e termodindmicas encontrados no estudo fisico e quimico do sistema de
liberagao.

Sistema de - Ea AG,” AH, ASy

) 3 k (min™)

liberacdo (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol*K)

PVAFXT. 310K | 313K 310K | 313K 310K | 313K
0,9590 145,99

NPsAg 0,0021 | 0,0742 102,48 | 28,3 0,14 | 0,38

Observa-se pela analise cinética e termodindmica do processo de liberacdo das
NPsAg, que o sistema segue uma cinéetica de primeira ordem com baixa constante de
velocidade, sendo esta influenciada pela temperatura. A energia de ativacdo do processo é
relativamente baixa. O processo € termodinamicamente ndo espontaneo com AG>0 e,

endotérmico com AH>0, com um ligeiro aumento da desordem do sistema AS>0.

5.7 Avaliacio da atividade antimicrobiana das membranas PVA®T"NPsAg

As medias de um total de 12 medidas e o desvio padrdo das medidas dos halos de
inibicdo, para as bactérias estudadas, sdo apresentados na Tabela 13 e na Figura 55, para as
concentragdes 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNOs, que apresentaram halos de

inibic&o.
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Tabela 13. Médias e desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo para Staphylococcus aureus e Escherichia

coli.
« Halos de inibi¢cdo (mm) Média = DP
Concentragdo AgNO3 (mol/L) Gram + Gram -
0,1 11,74 £ 0,75 8,841 +0,47
0,08 12,03 +0,76 9,40+1,12
0,06 11,03+ 1,14 9,463 +0,71
0,04 11,04 + 0,86 8,89 + 0,44
0,02 7,17 +0,59 8,13 +0,86
(A) (B)
12 I I '[ Gram-positiva 12 Gram-negativa
ol l 10 o 'I
1 ! I }
I ]

Halo inibitério (mm)
1

Halo inibitério (mm)

T T
0,10 0,08

T T T
0,06 0,04 0,02

Concentragéo de AgNO,_ (mol/L)

Figura 55. Medidas dos halos inibitorios. (A) Staphylococcus aureus, (B) Escherichia coli.

T
0,10

T T
0,06 0,04

Concentragdo de AgNO3 (mol/L)

Para as imagens dos halos de inibicdo foram utilizados apenas os resultados das
concentracdes de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNO3;, com formacdo de halos de

inibicdo para Staphylococcus aureus e Escherichia coli, conforme Figuras 56 e 57,

respectivamente.

Figura 56. Halos de inibicdo para Staphylococcus aureus.

Nas concentracgdes de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNOs.
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Figura 57. Halos de inibicdo para Escherichia coli.
Nas concentraces de 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mol/L de AgNO3.

Os dados mostram que ao aumentar a concentracdo de AgNO3; nas amostras, a
atividade antimicrobiana das NPsAg é eficaz tanto para a bactéria Staphylococcus aureus
como para a bactéria Escherichia coli. Observa-se que os resultados da acdo antimicrobiana
se demonstraram eficazes a partir da concentracdo de 0,02mol/L de AgNQOs3, para as bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa. Essa concentracdo foi mais eficaz para a bactéria
Escherichia coli. Entretanto para todas as outras concentragdes de AgNQ; testadas, a bactéria
Staphylococcus aureus apresentou halos de inibicdo maiores, comparados a bactéria
Escherichia coli. A diferenca observada nos halos de inibigdo pode estar relacionada com as
caracteristicas morfologicas das cepas utilizadas, principalmente com a superficie externa
(BALOUIRI et al., 2016).

A parede celular da bactéria Gram-positiva é Unica e consiste de uma camada
espessa, composta de multiplas camadas de peptidoglicano responsavel pela manutencdo da
célula e sua rigidez. A caracteristica diferencial da bactéria Gram-negativa € a presenca de
uma dupla membrana que rodeia a célula bacteriana e apenas uma camada de peptidoglicano,
Figura 58 (BRAYNER et al., 2006).
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Figura 58. Esquema ilustrativo das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa.
(KAYSER et al., 2004)

O efeito das nanoparticulas de prata na bactéria Gram-positiva pode estar associado a
fragmentacdo da parede de peptidoglicano. As nanoparticulas de prata, por apresentarem
escala nanométrica, podem ter a capacidade de alcancar espacos intercelulares ou fissuras
presentes na superficie bacteriana (MIRZAJANI et al., 2011).

No estudo de Shahverdi et al. (2007) foi observado que o efeito bactericida das
NPsAg é influenciado pelas dimensdes da particula, tendo as menores particulas os melhores
efeitos. Esse resultado foi diferente do estudo de Yoon et al. (2007), que relacionou a
constituicdo da membrana celular como a causa da maior resisténcia sobre microrganismos
gram-negativos. Porém no estudo de Sondi e Salopek-Sondi (2004) foi sugerido que o0s
diferentes resultados sobre os micro-organismos estdo relacionados com as diferentes
metodologias empregadas, ja que os constituintes do meio de cultura podem influenciar nos
efeitos dos ions de prata na acdo antimicrobiana. E ainda de acordo com Montanari et al.
(2012), o tamanho do halo de inibicdo pode ser influenciado pela capacidade de difusdo de
cada antimicrobiano.

O método padronizado pela Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI
(2003) utilizado nesse estudo, foi desenvolvido para andlise de agentes antimicrobianos
convencionais como antibioticos. Essas substancias sdo, em geral, hidrofilicas e difundem-se
mais facilmente em agar. Entretanto, substancias viscosas, insollveis em agua ou que

possuem uma composicdo quimica complexa, podem ter uma difusdo comprometida.
5.8 Ensaios de citotoxicidade in vitro da membrana PVA™"NPsAg

Os ensaios de citotoxicidade segundo a norma ISO 10993-5 através do extrato,
devem ser realizados inicialmente para avaliar os materiais e identificar aqueles que
apresentam comportamento citotoxico devido a lixiviacdo de algum componente toxico,

oriundo do processo de sintese, para as células de mamiferos. Desta maneira, € possivel
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selecionar apenas 0s materiais mais adequados para a aplicacdo invivo, 0 que permite
minimizar a experimentacdo animal. Assim, o material comprovadamente citotoxico é
representado por aquele que libera um elemento ou composto quimico em quantidade
suficiente para causar a morte celular. Nesse caso, a inducdo da toxicidade pela amostra
avaliada é medida em uma faixa de concentragdes especifica do biomaterial e a concentracdo
que produz uma reducdo em 50% da absorcdo de MTS foi considerada como o parametro de
toxicidade. A Figura 59 mostra o ensaio de citotoxicidade das membranas de PVA®*TNPsAg

contra as células CHO- k1.

o e #

Viabilidade celular (%)

T I T I T I T I T I
0 20 40 60 a0 100
Concentracio dos Extratos (%)

Figura 59. Curvas de viabilidade celular.
Em relagéo as diferentes concentracdes de extratos da membrana PVA®"NPsAg (s), do controle negativo
(PEAD) (m), do controle positivo (fenol) (A).

Observa-se que as membranas PVA®T"NPsAg apresentam biocompatibilidade com
células de mamiferos, pela auséncia de citotoxicidade, evidenciada pela viabilidade celular,
que se manteve-se em 100%, para todas as concentracdes, conforme Tabela 14, tendo-se o

PEAD como controle negativo e o fenol a 0,4% como controle positivo.



108

Tabela 14. Classificacdo de citotoxicidade de materiais com estratificacdo dos niveis de viabilidade celular em
porcentagem de acordo com a ISO 10993-5.

Viabilidade celular (%)*

citotoxicidade faixa
nao-citotoxico > 90
levemente citotdxico 80a90
moderamente citotoxico 50a79
severamente citotdxico <50

* porcentagem em relacéo ao controle negativo de toxicidade.
Estes resultados indicam que a membrana PVA®"NPsAg testada, pode contribuir

para a preservacdo das células sadias quando da sua aplicagdo como curativos para o
tratamento de feridas.
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6 CONCLUSOES

O extrato de Cinnamomum zeylanicum utilizado no estudo foi obtido pela técnica de
maceracao dinamica, com concentracdo de 0,002 g/mL. A caracterizacdo fisico-quimica do
extrato, por FTIR, TGA, DSC e MEV, mostrou que além do principio ativo, o cinamaldeido, o
extrato também contém, uma substancia de natureza polissacaridea, que favoreceu a
biorreducdo da prata e a estabilizacdo das nanoparticulas, durante o processo de biossintese
das NPsAg.

A biossintese de NPsAg a partir do extrato de Cinnamomum zeylanicum foi
confirmada por espectroscopia do UV-vis, a partir da banda de ressonancia de plasmon de
superficie (RPS) estabilizada em torno de 419 nm. O estudo cinético da biossintese a 23 °C
mostrou que a reacdo segue uma cinética de primeira ordem, com constante de velocidade
igual a 0,0078 min™. A formacdo das NPsAg também foi confirmada pelo espectro EDS,
mostrando um pico de emissdo em aproximadamente 3 keV, tipico de absorcdo de prata
metalica. A morfologia do complexo extrato-NPsAg, observada no MEV-EDS, mostrou que
as NPsAg se distribuem ao longo de toda a matriz organica de forma irregular e que apés a
reacdo de biossintese, as NPsAg formadas séo estabilizadas, permanecendo retidas na matriz
organica.

A matriz de PVA foi reticulada com &cido citrico 2%. O FTIR confirmou a
reticulacdo do PVA. Esta concentracdo de agente reticulante permitiu obter uma membrana de
PVA com 78% de teor gel e 253,33 % de intumescimento a 23 °C.

A biossintese in situ de NPsAg, na presenca de PVA, foi comprovada por
espectroscopia UV-vis. A formacao de NPsAg foi confirmada pela banda de RPS em 423 nm.
O estudo cinético da biossintese in situ a 23 °C mostrou que a rea¢do também segue uma
cinética de primeira ordem, e a constante de velocidade encontrada, foi k=0,017 min™. Essa
constante de velocidade é maior do que foi encontrada para a biossintese das NPsAg apenas
em presenca do extrato de Cinnamomum zeylanicum.

A caracterizacdo por FTIR da membrana PVA™T-NPsAg mostrou o deslocamento
da banda carboxilato, devido a interagcdo das NPsAg com a membrana de PVA.

A degradacdo térmica das membranas PVA®'-NPsAg apresentou 3 etapas. A
primeira, de 105 a 232 °C, atribuida a degradacdo do reticulante &cido citrico. A segunda
etapa de 315 a 450 °C e a terceira de 450 a 500 °C, associadas & degradacdo da cadeia
polimérica e um residuo que pode ser atribuido principalmente a prata metalica. Observou-se,

que o inicio da degradacédo térmica da cadeia de PVA curado e deslocado nas membranas de
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PVA contendo as NPsAg, o0 que sugere que a interacdo entre 0 PVA e as NPsAg, estabiliza
termicamente a cadeia do polimero e, portanto, retarda a degradagdo do PVA.

O mapeamento MEV-EDS revelou a presenca de NPsAg distribuida ao longo de toda
superficie da matriz polimérica da membrana PVA®*"-NPsAg obtida in situ. As NPsAg se
apresentaram com distribuicdo uniforme, sem formacéo de aglomerados, o que sugere que 0
PVA promove a formagdo de micelas e, estabilizacdo das NPsAg.

O valor médio do diametro das NPsAg, calculado a partir da equacdo de Scherrer
mostrou que as membranas PVA®'NPAg a 0,04, 0,06 e 0,1, apresentam um tamanho de
particula em torno de 12nm, 11nm e 9nm, respectivamente.

O estudo do intumescimento da membrana PVA®"-NPsAg em é&gua destilada, a
23 °C, mostrou no equilibrio um grau de intumescimento de 130 %. Os valores de
intumescimento no tempo, ajustados para o inicio do processo (10 min), na temperatura de
23 °C, pela equacdo de Fick, apresentou valor de constante difusional n< 0,5, o que denota
gue o mecanismo de absorcdo de &gua da membrana hidrogel PVA®T-NPsAg em agua
destilada, seguiu 0 modelo de difusdo Fickiana e constante de proporcionalidade k, foi de
0,509 min™®. A cinética de intumescimento a 23 °C, seguindo 0 modelo de Lagergren, se
ajustou a uma cinética de primeira ordem, obtendo-se um valor de constante de velocidade k=
0,117 min™,

O estudo cinético de liberacdo de NPsAg, realizado a 37 e 40 °C, seguiu uma
cinética de primeira ordem. Foi observado, que a temperatura exerce um efeito significativo
na constante de velocidade, sendo k= 0,00209 min™, em 37 °C e k= 0,0742 min™*, em 40 °C.
A partir da equacdo de Arrhenius a energia de ativacdo do processo de liberacdo foi
Ea= 959,87 kJ/mol. O estudo termodindmico, a partir da equacdo de Eyring Polanyi, do
processo de liberacdo das NPsAg em &gua destilada, mostrou que o sistema de liberacdo ndo é
espontaneo, com energia livre de Gibbs de AG;7=91,93 kd/mol a 37 °C e AGy =83,55 kd/mol a
40°C. O sistema de liberacdo é endotérmico, com entalpia de AH¢” = 957,28 kJ/mol. A
variagdo de entropia revela um aumento da desordem, sendo ASy"=2,76 kd/mol*K a 37 °C e
ASy’= 2,76 kJ/mol*K a 40 °C.

O estudo da atividade antimicrobiana mostrou que a membrana PVA®"NPsAg é
eficaz para ambas as bactérias, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A agéo
antimicrobiana foi eficaz a partir da concentracdo de 0,02mol/L de AgNOs;. A bactéria
Staphylococcus aureus apresentou halos de inibicdo maiores, comparados a bacteria

Escherichia coli. A analise da citotoxicidade in vitro revelou que a membrana PVA® " NPsAg
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apresentou-se ndo citotdxica, evidenciada pela viabilidade celular, que se manteve-se > 90%,
para todas as concentracdes testadas, indicando que a membrana PVA®T"NPsAg testada.
A membrana hidrogel PVA®*"NPsAg testada, pode contribuir para a preservacéo das

células sadias quando da sua aplicacdo como curativos para o tratamento de feridas.
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