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RESUMO

Feridas séo consequéncias de qualquer rompimento da estrutura e das fun¢des normais
do tegumento em decorréncia de traumas. O tratamento de feridas crdnicas requer
custos altos com curativos, profissionais de saude e permanéncia em hospitais. Feridas
crénicas podem ser infectadas por microrganismos, dificultando o processo de
cicatrizagao e cura. A fim de promover a cura de feridas infectadas sdo desenvolvidos
curativos contendo prata. A prata € um metal com propriedades antimicrobianas,
amplamente utilizado no tratamento de feridas cronicas. O polimero PVDF e seus
compositos sao biomateriais promissores devido a biocompatibilidade e suas respostas
piezoelétricas, piroelétricas e ferroelétricas. A mistura de polimeros e cerdmicas gera
materiais com potencial capacidade de regeneracdo dos tecidos, combinando
caracteristicas de resisténcia, flexibilidade e facil processabilidade dos polimeros e
fortes respostas piezoelétricas das cerdmicas. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver membranas de PVDF/BaTiO3z e P(VDF-TrFE)/BaTiO; com propriedades
piezoelétricas e antimicrobianas para aplicacbes em tratamento de feridas. Para tanto,
apos a confeccdo das membranas, foi realizada a impregnacdo da prata em algumas
amostras. Para a caracterizacdo do material foram utilizadas técnicas fisico quimicas e
microestruturais dos compdsitos isolados e impregnados com a prata. A medida do
angulo de contato foi utilizada para avaliar a hidrofilicidade do material, a
hemocompatibilidade foi avaliada com o teste de hemdlise e a atividade antimicrobiana
das membranas foi avaliada pelo método de difusdo em agar de kirby Bauer e formacao
de biofilmes utilizando cepas ATCC de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Os testes de caracterizagdo demonstraram que as membranas foram
sintetizadas com propriedades piezolétricas e que a prata foi impregnada com sucesso.
As medidas do angulo de contato confirmaram a hidrofilicidade do material e os testes
de hemocompatibilidade mostraram que as membranas podem ser utilizadas em contato
com 0 sangue. Ja os testes microbiolégicos demonstraram que as membranas de
PVDF/BaTiO3 e P(VDF-TrFE)/BaTiO3 apresentaram atividade antimicrobiana apos a
impregnacdo da prata, o que torna o material promissor no tratamento de feridas

crénicas infectadas.

Palavras-chave: Feridas, Biofilmes, Polifluoreto de vinilideno, Polifluoreto de

vinilidenotrifluoretileno.



ABSTRACT

Wounds are consequences of any disruption of the structure and normal functions of the
integument as a result of trauma. The treatment of chronic wounds requires high costs
for dressings, healthcare professionals and hospital stays. Chronic wounds can be
infected by microorganisms, making the healing and healing process difficult. In order
to promote the healing of infected wounds, dressings containing silver are developed.
Silver is a metal with antimicrobial properties, widely used in the treatment of chronic
wounds. The PVDF polymer and its composites are promising biomaterials due to their
biocompatibility and their piezoelectric, pyroelectric and ferroelectric responses. The
mixture of polymers and ceramics generates materials with potential capacity for tissue
regeneration, combining characteristics of resistance, flexibility and easy processability
of polymers and strong piezoelectric responses of ceramics. The present work aims to
develop PVDF/BaTiO3 and P(VDF-TrFE)/BaTiO3 membranes with piezoelectric and
antimicrobial properties for applications in wound treatment. Therefore, after making
the membranes, silver impregnation was carried out in some samples. For the
characterization of the material, physical chemical and microstructural techniques of
isolated composites and impregnated with silver were used. The contact angle
measurement was used to assess the hydrophilicity of the material, the
hemocompatibility was assessed with the hemolysis test and the antimicrobial activity
of the membranes was assessed by the diffusion method on Kirby Bauer agar and
biofilm formation using ATCC strains of Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. Characterization tests demonstrated that the membranes were synthesized
with piezoelectric properties and that the silver was successfully impregnated. Contact
angle measurements confirmed the hydrophilicity of the material and
hemocompatibility tests showed that the membranes can be used in contact with blood.
The microbiological tests showed that PVDF/BaTiO3 and P(VDF-TrFE)/BaTiO3
membranes showed antimicrobial activity after silver impregnation, which makes the

material promising in the treatment of chronic infected wounds.

Keywords: Wounds, Biofilms, Polyvinylidenefluoride, Polyvinylidenetrifluorethylene
fluoride.
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1 INTRODUCAO

1.1 FERIDAS

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, possui fungbes importantes como: atuar
como barreira para patdgenos estranhos; regular a temperatura corporal; ser responsavel
pelas sensacOes e prevenir a desidratacdo do corpo (KANJI; DAS, 2017). A principal
funcdo da pele é a protecdo ao meio externo.

Ferida significa qualquer rompimento da estrutura e das fungbes normais do
tegumento e cicatrizacdo, bem como uma série de eventos que iniciam em decorréncia
do trauma (TOLFO et al., 2020). Apds o inicio de uma ferida segue-se 0 reparo
tecidual, um processo complexo que envolve proliferagdo celular, migracdo e
remodelamento, com a finalidade de reestabelecer a funcdo da pele. Falhas no processo
de cicatrizacdo podem prolongar o tempo de reparo, levar a complicacdes como dor,
infecgOes, amputagdes, tempo de internagdo e aumentar as taxas de mortalidade
(POBLETE JARA et al., 2015).

As feridas foram chamadas de “epidemia silenciosa” porque qualquer que seja a
causa possuem um impacto substancial sobre os que sofrem com elas, seus cuidadores e
sobre o sistema de salde e viver com uma ferida afeta seriamente a qualidade de vida. O
custo humano se manifesta por dor, angustia, isolamento social, ansiedade, internacéo
prolongada, morbidade crénica ou mesmo mortalidade. Além disso, geram custos altos
com materiais, profissionais de salde e permanéncia no hospital (LINDHOLM;
SEARLE, 2016).

O termo ferida cronica é usado para definir feridas que ndo cicatrizaram
espontaneamente dentro de 3 meses. Esse tipo de ferida se tornou frequente nos paises
ocidentais e um verdadeiro desafio para equipes de enfermagem e médicos. Elas
representam um custo estimado de 25 bilhdes de délares anualmente nos EUA e de 2 a
4% do orgamento nos paises ocidentais (DRAGO et al., 2019).

Como exemplo tem-se feridas apds extensas queimaduras e feridas em pacientes
portadores de diabetes. O tratamento é trabalhoso e caro, além de ter alto risco de
infeccdo e, por vezes ser necessaria intervencgdo cirurgica. A amputacdo de membros em
pessoas diabéticas varia de 10 a 20 vezes mais que da populacdo em geral, sendo que a

cada 30 segundos, em algum lugar do mundo, ocorrem amputacdes de parte de membro
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ou membro inteiro em decorréncia do diabetes. A carga de cuidados de saude associada
a feridas cresce a cada dia devido ao aumento de diabetes e obesidade. Até 2030 é
estimada a prevaléncia de 552 milhGes de pessoas vivendo com diabetes e a gestdo de
feridas nesses pacientes € um desafio, pois muitos mecanismos envolvidos no processo
de cicatrizacao sdo modificados na presenca do diabetes (SHAH et al., 2019).

Estudos referentes aos anos de 2012 e 2013 no Reino unido demonstraram que
nesse periodo havia 2,2 milhdes de pacientes portadores de algum tipo de ferida, o que
corresponde a 4,5% da populacdo adulta do pais. O uso dos recursos em feridas crénicas
foi bem maior que o gasto com o tratamento de feridas que cicatrizaram, sendo que o
custo anual do gerenciamento dessas feridas inclui profissionais de satde, material para
curativos e medicamentos. Foram gastos anualmente cerca de 5,3 bilhdes de libras, onde
2,1 bilhGes foram utilizados em feridas que cicatrizaram e 3,2 bilhdes para feridas
crbnicas, 0 que representa um gasto em média 135% maior, evidenciando o substancial
gasto dos sistemas de saide com o tratamento de feridas cronicas (GUEST et al., 2017).

Segundo Lindholm, Searle. (2016). estima-se que em uma populacdo de 1
milhdo de pessoas, aproximadamente 3500 pessoas estdo vivendo com uma ferida, das
quais 525 terdo suas feridas por mais de 1 ano e que, 27 a 50% dos leitos hospitalares
estdo ocupados por pacientes que necessitam de alguma forma de tratamento para
feridas. Outra estimativa € de que 3% do total de custos do sistema de salde sejam
empregados para o tratamento de feridas, o que nos Estados Unidos corresponde a 25
bilhdes de dodlares gastos anualmente. A Figura 1 representa a divisdo dos recursos

usados no tratamento de feridas.

Curativos e materiais
15% do total
Hospitalizacao -
50%o do total

Tempo da Enfermagem
30-35% do total

Figura 1: Recursos publicos utilizados no tratamento de feridas.
Fonte: Adaptado de Lindholm, Searle. (2016).
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No Brasil, 0 aumento da expectativa de vida causa preocupacao em profissionais
e gestores dos sistemas de saude, isso porque o envelhecimento da populacdo €
acompanhado pelo aumento das doengas cronicas. Um estudo em Teresina, Piaui
avaliou a presenca de feridas crénicas em idosos assistidos pela atencéo basica. Dentre
as feridas cronicas, foram avaliadas lesGes por pressdo (LP) e Ulcera vasculogénica
cronica (UVC), devido a essas feridas serem mais frequentes em idosos. Os dados
mostraram uma prevaléncia de feridas cronicas estimados de 11,8% nos idosos,
predominando LP com 5% e as regifes mais acometidas foram a sacral, plantar e terco
distal da perna. A prevaléncia nesse estudo foi maior que aquelas observadas em
estudos na Alemanha e na Irlanda, onde as taxas de prevaléncia de feridas cronicas séo
de 1,04% e 3,7% respectivamente (VIEIRA; ARAUJO, 2018).

1.1.1 CLASSIFICACAO DAS FERIDAS

Quanto a profundidade, as feridas podem ser classificadas como superficial ou
epidérmica espessura parcial ou espessura total. Nas feridas superficiais ou epidérmicas
apenas a epiderme foi lesada. As células epiteliais respondem a injuria em 24 a 48
horas. Elas fecham sem deixar qualquer cicatriz. Nas feridas de espessura parcial a
epiderme e parte da derme sdo destruidas, atingindo parcialmente os foliculos capilares
e as glandulas sudoriparas. A cicatriz dessas feridas geralmente fica imperceptivel. Nas
feridas de espessura total ha destruicdo da epiderme, da derme e do subcutaneo. Os
tecidos profundos como mdsculos ou 0ssos podem estar envolvidos. Neste tipo, a
cicatrizacdo é mais complexa e de longa duracdo. Quanto mais extenso o traumatismo,
maior é o nimero de elementos lesados (ABAZARI et al., 2020; CORTES, 2013).

Quanto ao tempo de evolucdo as feridas dividem-se em agudas e cronicas.
Uma ferida aguda ocorre apds um trauma ou cirurgia e se move através dos estagios do
processo de cura (hemostasia, inflamacdo, proliferagdo e maturacdo) e o seguem de
forma previsivel (SHAH et al., 2019). Trata-se de feridas trauméticas, com ruptura da
vascularizagdo e rapida hemostasia. Respondem prontamente ao tratamento, costumam
exigir cuidados restritos ao local e, num ambiente ideal, cicatrizam em 4 a 14 dias.
Entretanto, as cronicas, sao feridas de longa duracdo e de dificil cicatrizacdo, ou apos
cicatrizarem, recidivam. Nas feridas cronicas acontece um desvio do processo cicatricial
fisiolégico (CORTES, 2013).
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O processo normal de cicatrizacdo comeca com a formacéo de coagulos de fibrina,
0 que é denominado hemostasia. As plaquetas dos vasos sanguineos danificados s&o
expostas a matriz extracelular em caso de ferimentos e danos ao tecido e a fibrina se liga
a monacitos e neutrdfilos e participa da fase inflamatdria, que dura 4 dias em condicdes
normais. As células inflamatorias promovem o recrutamento e a proliferacdo de
fibroblastos, células endoteliais vasculares e queratindcitos durante a fase proliferativa,
a partir dai a matriz extracelular é substituida por tecido de granulacéo. Os fibroblastos
se diferenciam em mioblastos que promovem a contracdo da ferida e reducdo da sua
area. Apos o completo fechamento da ferida, a remodelacéo do tecido ocorre abaixo da
derme e pode levar até 1 ano ou mais para ser concluida (KANJI, DAS., 2017;
TOTTOLI et al., 2020). A sequéncia dos processos de cicatrizacdo de feridas esta

ilustrada na Figura 2.

Hemostase Inflamacao Proliferacdo Maturacdo

coagulo cicatriz epiderme cicatrizada

R

| T — |
macrofago proliferacdo de derme cicatrizada

vaso sanguineo
fibroblasto fibroblastos

Figura 2: Etapas da cicatrizacéo de feridas.
Fonte: Adaptado de SHAH et al.( 2019).

Uma recente classificacdo de feridas em pacientes diabéticos foi elaborada pela
Sociedade Americana de Cirurgia Vascular para acompanhar e diagnosticar a isquemia,
com o objetivo de mensurar o risco de amputacdo e os beneficios em promover a
revascularizacdo do membro inferior ameacado com base em trés fatores: a) Ferida
(Wound); b) Isquemia (Ischemia) e; c) Infeccdo (foot Infeccion). Com relagdo a
classificacdo das feridas ficou definido como: Para a ferida, grau 0 quando ndo ha
ferida; grau 1 — ferida superficial que acomete no maximo dois dedos; grau 2 — ferida na
parte anterior do pé podendo acometer mais de dois dedos, apresentar ou ndo exposi¢do
Ossea e de tenddo e/ou presenca de ulcera superficial no calcanhar; grau 3 — ferida
extensa no pe e/ou ulcera cuja profundidade ja acometeu o calcaneo (LUZ, 2021).

Com relacdo ao contetdo microbiano as feridas podem ser classificadas como

limpas (assépticas), ou seja, estdo isentas de microrganismos patogénicos, sem falhas
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técnicas, em tecidos estéreis ou de facil descontaminacdo; as feridas podem ser
infectadas (sépticas), ou seja, colonizadas ou com contaminagdo grosseira por detritos
OuU microrganismos como parasitas, bactérias, virus ou fungos. Apresentam agente
infeccioso local, intensa reacdo inflamatdria, destruicdo de tecidos, exsudacdo purulenta
e odor caracteristico (BORGES et al., 2016; CORTES et al., 2013).

Em feridas sépticas, & medida que a carga bacteriana aumenta para niveis
criticos a cicatrizacao fica prejudicada e tem-se a infec¢do. Os sinais locais de infeccéo
sd0 ma cicatrizacdo, aumento rapido do tamanho da ferida, aumento da cobertura de
fibrina, aumento do tecido de granulagdo com exsudato, odor desagradavel, aumento da
dor, formacéo de pus local ou formagéo de abscesso (POWERS et al., 2016; CEFALU
et al., 2017). Na Figura 3 esta representada uma ferida com sinais locais de infecgéo.

Figura 3: Ferida infectada necrética no brago.

Fonte: Adaptado de CEFALU et al.( 2017).

Feridas que ndo seguem esse processo de cura sdo conhecidas como feridas
cronicas e resultam em tempos de recuperagdo prolongados. A maioria das feridas
cronicas permanece no estagio inflamatério e ndo progridem para a fase de proliferacdo
e cura. O processo de cicatrizacdo é afetado por fatores relacionados ao paciente como
imunodeficiéncia adquirida, doencgas periféricas vasculares, lesdo tecidual em
decorréncia de radioterapia, bem como uma variedade de medicamentos utilizados pelo

paciente e doengas metabdlicas como o diabetes (SHAH et al., 2019).
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1.1.2 TRATAMENTO DE FERIDAS

“Curar feridas” ¢ historicamente uma das praticas mais basicas e essenciais da
civilizacdo humana. Dos papiros do Egito aos campos de batalha da Criméia existem
relatos de cuidados como a cria¢do de ataduras e curativos caseiros com mel, graxa e
algoddo para evitar infeccdo. Atualmente hd um crescente corpo de literatura para
informar tanto praticas mais simples como tecnologicamente mais avangadas no manejo
das feridas (POWERS et al., 2016).

Curativos sdo produtos técnicos que visam criar um ambiente de cicatrizacdo
ideal para feridas, permitindo umidade adequada por remocao do exsudato excessivo e
protecdo da contaminagdo bacteriana. O sucesso do curativo depende da avaliacdo
precisa das propriedades da ferida com posterior selecdo do curativo mais adequado. As
categorias de curativos incluem filmes oclusivos, ideais para protecdo versatil e
hidrocoloides, que podem ser usados para remover delicadamente exsudatos de feridas
cronicas (DEUTSCH; EDWARDS; MYERS, 2017).

Os curativos devem cobrir a ferida e acelerar o processo de cura. Existem o0s
curativos tradicionais, denominados inertes (gaze, algoddo) que sdo usados devido ao
seu baixo custo e processo simples de fabricacdo, porém tem sua aplicacdo limitada por
ndo manter a umidade necessaria ao leito da ferida e possuir propensdo a adesdo de
tecido de granulagdo. Curativos modernos sdo mais adequados por proporcionar
ambiente Umido, ter melhor biocompatibilidade, degradabilidade e, além disso, aliviar a
dor (SHI et al., 2020). A Tabela 1 apresenta os curativos modernos, suas caracteristicas,

condigdes de uso e indicagéo.
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Tabelal: Variedade de curativos atualmente utilizados no tratamento de feridas crénicas

Variedade Descricéo Caracteristicas Condicg0es
adequadas
Hidrogel Rede tridimensional de  Hidratacdo, remocéo de Ulceras de presséo,
polimeros hidrofilicos tecido necrotico e feridas cirurgicas,
monitoramento da queimaduras, dermatite
ferida sem retirar o por radiacdo.
curativo.
Hidrocoloide Hidrogel misturado Excelente propriedade  Ferida exsudativa grave
com borracha sintética de absorcdo de
e materiais vicosos exsudatos.
Alginato Polissacarideos Excelente propriedade  Feridas infectadas e ndo
derivados de alga de absorcao de infectadas, com grande
marrom exsudatos e hemostasia.  quantidade de exsudato.
Espuma Consiste em poliuretano ~ Semipermeabilidade, Feridas infectadas
ou é baseada em isolamento térmico,
silicone atividade
antimicrobiana.
Filme Consiste em adesivo Propriedades de Feridas do epitélio e

poroso e poliuretano
fino transparente

debridamento
autolitico, impermeavel
aos liquidos e bactérias.

feridas superficiais com
exsudato limitado.

Fonte: Adaptado de SHI et al.(2020).

Desde a década de 1970 a bioengenharia de curativos tem evoluido para se
tornar um complemento viavel do tradicional curativo principalmente para feridas de
dificil cicatrizacdo. Esses curativos usam componentes da pele humana para imitar a
arquitetura da pele normal, de modo que ndo sé recuperam a epiderme como otimizam o
ambiente de cura. Sdo desenvolvidos na tentativa de produzir o curativo ideal

(POWERS et al., 2016). As propriedades de um curativo ideal estdo listadas na tabela 2.

Tabela 2: Propriedades de um curativo ideal

PROPRIEDADES DE UM CURATIVO IDEAL
Previnir a contaminacgéo
Manter a umidade adequada
Requer trocas pouco frequentes
Absorvente
Passivel de conformacdo
Antimicrobiano
Remover odores
N&o causar dor
Promover desbridamento
Ter baixo custo

Fonte: Adaptado de DEUTSCH; EDWARDS; MYERS (2017).
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1.1.3 FERIDAS INFECTADAS E BIOFILMES

As infecgdes bacterianas agudas da pele sdo causadas predominantemente por
cocos Gram positivos aerdbicos, principalmente por estreptococos beta-hemoliticos e
Staphylococcus aureus. Em contraste, as feridas cronicas sdo frequentemente
contaminadas com espécies da microbiota normal da pele e, ocasionalmente,
organismos Gram negativos (CEFALU et al., 2017). Na tabela 3 estdo listados os

contaminantes mais comuns da pele e feridas.

Tabela 3: Principais bactérias aerébias e anaerdbias contaminantes da pele e feridas.

Contaminantes mais comuns da pele e feridas.

Aerobias Anaerobias
Staphylococcus aureus Bacteroides spp
Staphylococcus epidermidis Fusobacterium spp
Streptococcus pyogenes Peptostreptococcus spp
Pseudomonas aeruginosa Veillonella spp
Staphylococcus aureus meticilina Porphyromonas spp

resistente (MRSA)
Enterococcus faecalis
Coliformes
Acinetobacter baumannii

Fonte: Adaptado de CELAFU et al. (2017).

Biofilmes s&o agregagdes complexas de microrganismos caracterizadas pela
secrecdo de uma matriz adesiva e protetora. As células microbianas que crescem no
biofilme sdo incluidas em uma matriz polimérica composta de polissacarideos,
proteinas, glicopeptideos e DNA. Dessa forma os microrganismos ficam protegidos e
estabelecem intercomunicacdo através de sinais quimicos e fisicos para aumentar a
integridade do biofilme (DRAGO et al., 2019).

Eles se desenvolvem em superficies bidticas e abioticas incluindo dispositivos
médicos, ortopédicos e fragmentos de tecidos mortos. Em feridas cronicas, acredita-se
que o biofilme seja responsavel pela demora na cicatrizagcdo. Aproximadamente 93%
das Ulceras venosas sdo colonizadas por Staphylococcus aureus e 52% por
Pseudomonas aeruginosa. Geralmente na fase inicial da ferida, microrganismos
enddgenos sao geralmente destruidos pelo sistema imune, porém a presenca do biofilme

protege a bactéria tanto do sistema imune quanto de antibioticos (JARA et al., 2020).
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A formacdo do biofilme bacteriano comeca quando uma bactéria plancténica
encontra pelo caminho uma superficie revestida por filme através dos movimentos
flagelares. Superadas as forcas repulsivas eletrostaticas entre o substrato e a superficie
celular bacteriana ocorre a adesdo. Apos a fixacdo a superficie ter ocorrido, a
microcol6nia se desenvolve rapidamente. Nesse ponto, as bactérias sdo envolvidas em
uma matriz protetora e comegam a expressar o fendtipo do biofilme. Quando o biofilme
se estabelece e amadurece na superficie ele libera células planctdnicas que migram até
um novo local para colonizacdo (OMAR et al., 2017; KUMARAVEL et al., 2021).

O modo de vida do biofilme fornece protecdo contra a dessecacdo melhor que
quando a bactéria estd em vida livre. Resisténcia ou tolerdncia aos antibidticos séo
propriedades emergentes relacionadas aos biofilmes. Resisténcia denota uma
caracteristica genética hereditaria que € adquirida por mutacdo ou troca de genes que
permanece mesmo quando as células do biofilme sdo dispersas. Por outro lado,
tolerdncia denota capacidade especifica dos biofilmes e que, se perde apds a disperséo
das células. Gragas a essas caracteristicas, sugere-se que o biofilme possa ser visto
como uma fortaleza, na qual resisténcia antimicrobiana, tolerancia e sobrevivéncia
formam os pilares (FLEMING; RUMBAUGH, 2017).

Os fatores de risco para a formacdo de biofilmes sdo diabetes, insuficiéncia
venosa, desnutricdo, cancer, antibioticoterapia, internacdo prolongada e sistema
imunoldgico do hospedeiro. O uso de implantes, proteses, cateteres e outros dispositivos
favorecem a formacdo de biofilmes, o que muitas vezes leva a infeccdo associada a
utilizacdo desses dispositivos. Além disso, feridas, endocardite, periodontite,
osteomielite e dermatite atdpica podem estar associadas a biofilmes (DRAGO et al.,
2019).

Muitas doencas infecciosas sdo causadas ou exacerbadas pelos biofilmes.
Doencas infecciosas orais sdo exemplos de interagfes dindmicas entre microrganismos,
hospedeiro e a dieta do hospedeiro, que levam ao estabelecimento de biofilmes
patogénicos ou placa dental (BOWEN et al., 2018).

Streptococcus suis € uma bactéria Gram positiva, importante agente zoonético
que pode causar artrite, meningite, broncopneumonia, septicemia e outras doencas em
humanos e animais que podem estar relacionadas com a formacdo de biofilmes,
podendo, portanto, comprometer seriamente a saude publica. A Figura 4 explica como

se da a formagé&o do biofilme por Streptococcus suis.
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1. ADESAO REVERSIVEL DISPERSAO DO BIOFILME
2- ADESAO IRREVERSIVEL
3-MICROCOLONIA ﬂ
4- DESCOLAMENTO CELULAR Matriz EPS " 0
@ Bactéria Planctonica
4 \ )
* @ o ! @
o®® 0o Y -
Bactéria Séssil %0 ® 0 =) 0

Figura 4: Diagrama esquematico e micrografia eletronica de varredura de diferentes etapas na
formacdo de biofilme de Streptococcus suis. As diferentes etapas da formagdo de biofilme
incluem a fixacdo inicial de bactérias planctonicas a superficie solida, fixacdo irreversivel ao
longo da superficie em camada Unica de formacéo e micro colénias, fusdo de microflora maltipla
e crescimento para cima, maturacdo do biofilme com formagdo de uma estrutura tridimensional e
dispersdo celular.

Fonte: Adaptado de Yi et al. (2020).

Além de bactérias, leveduras do género Candida também tem a capacidade de formar
biofilmes. A Candida albicans é a espécie mais relacionada a candidiase oral, gracas a
sua capacidade de produzir biofilmes em préteses que se tornam reservatorios de fungos
(BERGAMO et al, 2018; BRITO et al., 2020).

As infeccBes cronicas por biofilmes sdo persistentes e muito dificeis de
erradicar. Muitas vezes elas respondem incompletamente aos antibidticos prescritos
com base na concentragdo inibitéria minima e geralmente o quadro se repete quando o
tratamento termina, por isso a aplicagdo da concentracdo inibitéria minima para
tratamento de feridas cronicas e infecOes relacionadas a presenca de biofilmes costuma
ser menos efetiva (OMAR et al., 2017).

As feridas cronicas representam um ambiente ideal para a formacao de biofilmes
devido a adesdo de microrganismos facilitada pela presenca de tecido necrético e

detritos. Estudos mostram que os biofilmes estdo presentes em 60-80% dos pacientes
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com feridas cronicas infectadas e apenas 6% em portadores de feridas com infeccdes
agudas (DRAGO et al., 2019).

Curativos bioativos e algumas formulagdes naturais, polimeros sintéticos e
semissintéticos sdo empregados como suporte na cura de feridas. O desenvolvimento
desses materiais tem grande potencial para melhorar a regeneracdo tecidual na
cicatrizagao de feridas principalmente na forma de scaffolds que permitem a adeséo,
migracdo e proliferacdo de varias moléculas de sinaliza¢do que induzem a remodelacéo
e cicatrizacdo de feridas (SHAH et al., 2019).

1.2 MATERIAIS PIEZOELETRICOS

Os materiais piezoelétricos estdo cada vez mais sendo alvo de pesquisa na area
biomédica. Isso se deve a sua interessante propriedade de gerar campos elétricos
mediante a aplicacdo de tensdes mecénicas (GENCHI et al., 2016; RIBEIRO et al.,
2018).

Capazes de fornecer sinais elétricos sem a necessidade de um dispositivo de
estimulacdo externa e, além disso, melhorar o ambiente elétrico fisiologico para
estimular o reparo dos tecidos (TANDON; BLAKER; CARTMELL, 2018).

A palavra “piezo” ¢ originaria da palavra grega “piezin” que significa pressao,
assim piezoeletricidade pode ser traduzida como “eletricidade induzida por pressdao”.
Biomateriais que exibem caracteristicas piezoelétricas possuem comportamento
eletromecanico ao transformar energia mecanica em polarizacdo elétrica sem a
aplicacéo de tensdo externa (KAPAT et al.,2020). Séo considerados inteligentes devido
ao fato de traduzirem a pressao mecanica sobre eles em sinais elétricos.

O requisito basico do material para exibir piezoeletricidade depende de sua
estrutura cristalina. Esses materiais possuem uma grande variedade de aplicagdes como
transdutores, atuadores e sensores. Além disso, tem aplica¢bes significativas na
engenharia de tecidos como biomaterial eletroativo para reparacdo de tecidos como o

neuronal, reparacgéo e regeneracgéo da pele, ossos e cartilagens (JACOB et al., 2018).
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1.3 POLIMERO PVDF E O COPOLIMERO P(VDF-TrFE)

A atividade piezoelétrica do polimero polifluoreto de vinilideno (PVDF) foi
relatada por Kawai, em 1969. O PVDF ¢é um polimero semicristalino amplamente
utilizado em muitas aplicagbes como transdutor eletroacustico, sensor de pressdo e
memoria ferroelétrica de acesso aleatorio. A fase B é fortemente polar e exibe melhores
opcdes piezoelétricas e ferroelétricas. Como o PVDF tem alto teor de fase B é o
polimero piezoelétrico mais aplicado em sistemas eletromecanicos flexiveis (LI et al.,
2019).

O PVDF é comumente utilizado em membranas para destilagdo devido a sua
estabilidade quimica, momento dipolo também muito alto e como eletrélito polimérico
para baterias ou também como elemento ativo em dispositivos de captacdo de energia
devido a suas notaveis propriedades piroelétricas e piezelétricas (RUSSO et al., 2018).

Também possui aplicabilidade na fabricacdo de microfibras e tem sido muito
estudado na area de bioengenharia para a producdo de compdsitos biocompativeis, que
sd0 responsaveis por induzir crescimento dsseo, sintese de tecidos artificiais e proteses
(DIAS et al., 2017). Devido a sua alta flexibilidade e ndo toxicidade é usado em uma
variedade de aplicacbes biomédicas desde engenharia de tecidos a suportes para
dispositivos implantaveis. Seu copolimero, polifluoreto de vinilideno trifluoretileno
(PVDF-TrFE) também apresenta citocompatibilidade, e mostrou influéncia positiva
sobre adesdo e proliferacdo celular, além de regeneracdo de cartilagens neurais e
articulares (JACOB et al., 2018).

Estudos anteriores demonstraram que o PVDF e seu copolimero P(VDF-TrFE)
possuem Otima flexibilidade mecanica, processamento simples e excelente
biocompatibilidade e, por isso sdo candidatos ideais para a producdo de sensores tateis
de grande &rea e captacdo de energia de atividades humanas (CHEN; HAN; SHEN,
2017).

A producdo de misturas e compoésitos nas quais se associa propriedades
mecanicas as magnéticas resulta no desenvolvimento de polimeros condutores, como o
PVDF. Este polimero é facilmente processavel em filmes flexiveis, apresenta
interessantes propriedades mecanicas, opticas, térmicas e possui resisténcia ao ataque de
produtos quimicos. (DIAS et al., 2017).

Polimero semicristalino hidrofébico modificado, o PVDF possui baixa energia

superficial e boa capacidade de eletrofiacdo. Sua energia de superficie em membranas é
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de 30,3x10® N/m e o angulo de contato de aproximadamente 120 a 130° (AN et al.,
2017). E formado por mondmeros de fluoreto de polivinilideno (CH,-CF;) como
mostrado na Figura (4), apresenta boas propriedades piezoelétricas, resisténcia quimica
e propriedades mecanicas e é solivel em solventes polares como dimetilacetamida,
dimetilformamida e ésteres, e a polarizacdo do composto ocorre entre 0s grupos de CH,
e CF, (MARTINS, 2010).
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Figura 5: Monémero de Polifluoreto de Vinilideno.
Fonte: MARTINS, 2010

A forma cristalina do polimero muda de acordo com o método de preparacéo,
sendo observadas cinco fases diferentes devido ao seu processamento: fase a
(conformacdo trans-gauche TGTG’), fase B (conformagdo total trans TTTT), fase y
(alternéncia tripla-trans-gauche T3GT3G’), fase o (alternancia trans-gauche TGTG’) e
¢ (alternancia tripla-trans-gauche). (TANDON; BLAKER; CARTMELL, 2018). Essas
conformacdes determinam a natureza polar/apolar da cadeia polimérica, como pode ser

visto na Figura 6.
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Figura 6: Desenho esquematico das cadeias do PVDF e suas respectivas fases.

Fonte: Adaptado de Tandon; Blaker; Cartmell. (2018).

A fase que possui maiores caracteristicas piezoelétricas, piroelétricas e
ferroelétricas ¢ a fase B (MARTINS; LOPES; LANCEROS-MENDEZ, 2014), o que o
torna um polimero eletricamente ativo. A alta eletronegatividade dos atomos de fluor
presente nas cadeias poliméricas e o alinhamento espontaneo dos dipolos C-F na fase
conferem ao PVDF suas propriedades dielétricas (VACCHE et al., 2014; SINGH,
GAUR, 2018).

Apesar destas caracteristicas, a alta hidrofobicidade do PVDF pode dificultar
determinadas aplicagfes influenciando na absor¢do do material (BERA; MANDAL;
SARKAR, 2016). No entanto, é possivel atribuir ao polimero caracteristicas hidrofilicas
através da adicdo de outros componentes durante seu processamento, como, por
exemplo, o 6xido de grafeno e a ceramica BaTiO3, além de agregar novas propriedades
a este material composito (LARIOS et al., 2018).

O copolimero Poli fluoreto de vinilideno-trifluoretileno, P(VDF-TrFE) apresenta
estrutura semicristalina e cristalinidade inferior quando comparado com o PVDF.
Porém, se a raz&o molar de VDF for alterada (variagdo de 50 a 80% em mols) quando
ligado ao TrFE, ¢ possivel obter uma conformagdo muito semelhante a B-PVDF,

aumentando assim o0 as caracteristicas piezelétricas. O copolimero se cristaliza na fase 3
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independente da técnica de processamento utilizada (COSTA et al., 2013; VACCHE et

al., 2012). A fase  do copolimero esta representada estruturalmente na Figura 7.

VDF T:FE

II

fase p P(VDF-T1FE)

.

=z

Figura7: Estrutura polimérica do P(VDF-TrFE) na fase p.
Fonte: Adaptado de Mai et al. (2015).

Uma caracteristica que torna o copolimero P(VDF-TrFE) um material promissor
¢ que este ja se encontra na fase 3, demonstrando melhores propriedades ferroelétricas
quando comparado ao PVDF. Isso ocorre porque os ions de F, C e H possuem alta
eletronegatividade entre si €, como o F atrai a maioria dos elétrons, ocorre a polariza¢éo
dos atomos que compdem o material (BARKOULA et al., 2008). Estudos demonstram
que a adi¢do de TrFE no PVDF pode promover a formacéo da fase B devido ao efeito do
impedimento estérico. Baseado nas suas caracteristicas, o0 P(VDF-TrFE) tem despertado
0 interesse de muitos pesquisadores e sua aplicacdo tem sido expandida em diversos
tipos de materiais (LI et al., 2019).

1.4 A CERAMICA BaTiO;

O titanato de bario (BaTiO3) € um material ferroelétrico com diversas
aplicagdes, o qual se destaca por sua alta permissividade dielétrica, baixas perdas
dielétricas e 6timas propriedades piroelétricas e piezoelétricas (OLIVEIRA et al., 2018).

O BaTiO3; foi o primeiro material ceramico onde a ferroeletricidade foi

descoberta e também o primeiro material piezoelétrico a ser testado para reparo 0sseo,
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com excelente biocompatibildade e promocéo de alto grau de crescimento(ACOSTA et
al., 2017). Pode apresentar cinco tipos de estruturas cristalinas diferentes: hexagonal,
cUbica, tetragonal, ortorrdmbica e romboédrica na forma ABO3 onde A e B sdo céations
metalicos e O representa o0 oxigénio. A forma estrutural cibica é a mais comum e
conhecida por perovskita (NEIVA et al., 2017).

Os titanatos fazem parte dos materiais cerdmicos dielétricos e semicondutores,
apresentando assim grande potencial para aplicacdes tecnoldgicas (MAGALHAES et
al., 2017). Apresentam vantagens como alta rigidez, bons coeficientes piezoelétricos e
tem baixa toxicidade devido a sua insolubilidade (SU et al., 2020).

A toxicidade do BaTiO3 a longo prazo ¢é frequentemente estudada porque, como
a maioria das perovskitas, exibe dissolucdo de ions em fluidos biol6gicos. Além disso,
estudos demonstraram que fons Ba*™® podem ser absorvidos pelo material 6sseo
inorganico e que Ba*™ é incorporado em matriz 6ssea da mesma forma que o célcio,
porém sem efeitos prejudiciais ao tecido (ACOSTA et al., 2017).

Segundo Oscarson. (2015), a toxicidade dos compostos de bario depende da sua
solubilidade. Apés absorcdo Ba* se acumula no esqueleto e é insolGvel, por isso é
pouco provavel que cause efeitos adversos.

A estrutura cristalina da ceramica esta representada na Figura 8. Neste caso,
observa-se uma estrutura cubica, formada por atomos de Ba nos vértices (A), atomos de
Ti no centro da célula unitaria (B) e atomos de O no centro das faces do cubo,

caracterizando assim a estrutura perovskita ABOs.

(@) (b)

Q T
Q@ o0

Figura 8: Estrutura Perovskita tetragonal do BaTiO3. (a) Deslocamento do atomo de Ti induzindo uma
polarizagdo paralela a dire¢do do campo aplicado; (b) Deslocamento do 4&tomo de Ti induzindo uma
polarizagdo contréaria a (a) através da aplicagdo de um campo oposto.

Fonte: Adaptado de Almadhoun (2011).
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Esta cerdmica demonstrou ser biocompativel em diversos estudos in vitro e in
vivo, além de indicar alto potencial regenerativo em materiais a base de BaTiO3; como
implantes. Ainda, a mesma € capaz de induzir a proliferacdo celular e a osteoinducao

gracas as suas propriedades ferromagnéticas (GIMENES et al, 2019).

1.5 PVDF E SEUS COMPOSITOS COMO BIOMATERIAL

Materiais inertes, porosos, permeaveis e mecanicamente estaveis sdo necessarios
para apoiar aplicacbes biomédicas que estardo em contato direto com o sangue
(ARUMUGAM et al., 2019). O desempenho biolégico de um material depende da sua
capacidade de imitar o microambiente e induzir resposta celular. Essa propriedade é
demonstrada em alguns materiais piezoelétricos, inclusive o PVDF (TANDON;
BLAKER; CARTMELL, 2018).

O polimero PVDF e seus copolimeros sdo muito utilizados como biomateriais
devido a sua melhor resposta eletroativa e suas respostas piezo, piro e ferroelétricas
quando comparados aos demais polimeros. Estes materiais possuem alta flexibilidade e
sdo biocompativeis, conferindo aos mesmos uma variedade de aplicacGes, possuem alta
resisténcia quimica e fisica, além de propriedades termoplésticas. No entanto esse

material ndo ¢é biodegradavel, o que limita sua aplicabilidade (JACOB et al., 2018).

Recentemente, materiais a base de carbono e PVDF carregados eletricamente
condutivos e piezelétricos se mostram mais favoraveis nos estudos in vitro.
Biomateriais eletricamente carregados e condutores favorecem a aderéncia, proliferacao
e maturacdo de uma ampla variedade de linhagens celulares. Tem sido reportado
também como influéncia positiva no crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo de
fibroblastos, células neonatais e células tronco (ARUMUGAM et al., 2019).

O P(VDF-TrFE) € um copolimero biocompativel com excelente estabilidade
qguimica e pode suportar o crescimento celular, o que faz dele um material promissor
para a construcdo de revestimentos bioativos. Revestimentos bioativos sdo projetados
para promover estabilidade quimica, visando prevenir efeitos colaterais toxicos ou
respostas inflamatdrias dos implantes, bem como potencializar a osteocondutividade
(TANG et al.,2020).
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Segundo ADADI et al.,, 2020 fibras piezoelétricas de P(VDF-TrFE) séo
flexiveis, de baixo custo, leves, biocompativeis e podem ser utilizadas para a aplicacao
em reparos cardiacos. Sua estrutura fornece morfologia para apoiar o crescimento e a
adesdo das células, sua porosidade permite a infiltracdo e facilita a difusdo para a
regeneracdo do tecido. Além disso, tem a capacidade de fornecer informacGes sobre a
atividade contratil do tecido de reparo.

Estudos recentes mostraram que o copolimero influencia positivamente na
adesdo e crescimento de células osteoblasticas e fibroblastos, além de serem adequadas
em aplicacdes para reparacdo e regeneracao de tecidos (NUNES-PEREIRA et al., 2015;
LOPES et al., 2016).

A mistura de polimeros e cerdmicas gera novos biomateriais com potencial
capacidade de regeneracdo do tecido 6sseo combinando com caracteristicas vantajosas
de resisténcia, flexibilidade e facil processabilidade de polimeros e fortes respostas
piezoelétricas da ceramica (LOPES et al., 2013; SPICER, 2020).

Membranas de P(VDF-TrFE)/BaTiO; combinam caracteristicas mecénicas dos
polimeros com a biocompatibilidade das ceramicas e sua utilizacdo pode ser uma
alternativa benéfica em procedimentos que requerem regeneracdo Ossea e,
consequentemente podem ser exploradas como alternativa no tratamento da regeneragéo
tecidual que envolve o uso de biomateriais e em tratamento de doengas como a
osteoporose (SCALIZE et al., 2016).

Materiais piezoelétricos promovem o crescimento de pele, acelerando a
cicatrizacdo de feridas (DU et al., 2020) e, além disso a porosidade facilita a
transferéncia de nutrientes e formacdo da vascularizacdo, possibilitando réapida
regeneracdo dos tecidos (ALDALBAHI et al., 2020).

PVDF e seus compositos sdo biocompativeis e a piezoeletricidade causada pela
deformacdo mecénica pode melhorar a atividade de fibroblastos in vivo e in vitro, por
iSso sdo potenciais candidatos para aplicacGes em cicatrizacdo de feridas (GUO et al.,
2020).
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1.6 PRATA COMO AGENTE ANTIMICROBIANO

A incorporacdo de materiais com propriedades biocidas tem sido considerada
uma maneira eficaz de conferir propriedades antimicrobianas a membranas. Dentre
esses materiais se destaca a prata, que quando introduzida dentro das membranas inibem
efetivamente o crescimento de células bacterianas e evita a formacéo de biofilmes na
superficie das mesmas (ZENG et al., 2016).

A prata (Ag) é um metal de transicdo, altamente condutor e estavel e atua como
agentes anti-incrustantes, sua principal aplicacdo biomédica. A incorporacdo de Ag em
membranas de polimeros reduz drasticamente a adesdo bacteriana sem alterar as
propriedades das membranas. A mudanca na adesdo bacteriana € atribuida a lise da
célula, ligacdo de proteina citosolica e a presenca de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (BROKESH; GAHARWAR, 2020; ZAKIA et al., 2020).

Desde 1857 a prata ocupa um lugar fundamental na medicina como um dos
primeiros agentes antimicrobianos empregados para prevenir e tratar infeccbes em
feridas. O uso da prata era limitado a sua forma elementar (Ag°) ou como nitrato de
prata (AgNO3). Um grande avanc¢o na tecnologia ocorreu com a introducao de prata nos
curativos, o que demonstrou maior eficcia devido a maior oxidacdo da superficie e
formacdo de 6xido de prata. Nesse processo cria-se um reservatorio de fons prata (Ag")
disponiveis e ocorre liberacdo de hidroxido (OH") no leito da ferida e o resultado é uma
atividade altamente eficaz contra os microrganismos (KALAN et al., 2017).

Materiais contendo prata estdo sendo utilizados em varios campos da medicina,
devido &s suas caracteristicas fisicas, quimicas e antimicrobianas. A a¢do antibacteriana
da Ag ainda ndo esta bem elucidada (LEE; JUN, 2019; CIOBANU; ILISEI; LUCA,

2014). Alguns mecanismos propostos para explica-la estdo representados na Figura 9.
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1.Adesdo a membrana celular

-Altera a estrutura da membrana e a permeabilidade
- S -Vazamento de contelddo celular e ATP

-Prejudica a atividade de transporte

2.Penetracdo dentro da célula e nucleo
-Desestabiliza e desnatura proteinas °
-Interage com DNA

Reticulo

¢ 4 Genotoxicidade
Endoplasmatico

-Danos a base de DNA
-Quebra de cadeia e mutacdes
-Inibicdo de replicacdo e transcricdo

3.Geracdo de ROS e toxicidade celular
-Oxida proteinas e lipidios

-Disfuncdo mitocondrial
-Desestabilizacdo do ribossomo
-Estresse do reticulo endoplasmatico

Figura 9: As quatro principais vias do mecanismo citotoxico da Ag: 1, Ag adere a superficie de uma
célula danificando sua membrana e alterando a atividade de transporte; 2, Ag penetra dentro da célula e
interagem com inGimeras organelas celulares e biomoléculas, que podem afetar a funcdo celular
correspondente; 3, Ag participa na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) dentro da célula
levando a um dano celular e; 4, Ag induz genotoxicidade.

Fonte: Adaptado de Lee; Jun. (2019).

A acdo da prata depende do tipo de composto de prata envolvido e de seu alvo
celular. Parece, porém, que os compostos biologicamente ativos estdo sempre em sua
forma catidnica, Ag®, seja liberada no organismo a partir de sais de prata, complexos ou
nanoparticulas. Os mecanismos citotoxicos dos ions prata sdo baseados em uma série de
danos causados pelo Ag” nas células bacterianas ou cancerigenas (MEDICI et al., 2016;
EBRAHIMINEZHAD et al., 2016). Outra hipotese para explicar o0 mecanismo de agado
antimicrobiana da prata é que os ions Ag® podem formar ligagBes quimicas com o0s
grupos tiodis (-SH) presentes nos aminoacidos, causando alteracdo na permeabilidade da
célula bacteriana ocasionando sua morte ou fons Ag® podem interagir com o &cido
desoxirribonucleico (DNA) da bactéria impedindo a reproducéo celular. O uso da prata
¢ particularmente interessante porque comumente ndo induz resisténcia bacteriana
(BOTELHO et al., 2020).
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Um mecanismo interessante da atividade bactericida é o efeito “zumbi”, onde as
espécies metélicas ndo sdo desativadas pela morte da bactéria e podem exercer seu
efeito bactericida repetidamente. Bactérias mortas por prata servem como reservatorio
de liberacdo de cations letais e sdo capazes de induzir a morte em bactérias vivas
quando entram em contato com estas (WAKSHLAK; PEDAHZUR; AVNIR, 2015). O

efeito “zumbi” estd ilustrado na Figura 10.

Figura 10: Efeito zumbi de bactérias mortas pela prata que se tornam mortais para outras bactérias.
Fonte: MEDICI et al.( 2019).

A prata exibe eficiéncia de inibicdo contra diferentes tipos de microrganismos
patogénicos, por isso é utilizada como antibacteriano, antifngico, em cateteres,
curativos para feridas e cremes para curar queimaduras na pele (ELMEHBAD;
MOHAMED, 2020). A atividade antibacteriana dos ions prata (Ag") é diretamente
proporcional a sua concentracao, biodisponibilidade e depende do microrganismo alvo,
apesar disso, tem se mostrado eficiente mesmo em pequenas concentragdes
(MAILLARD, HARTEMANN, 2013; STARON et al., 2020).

fons de prata podem formar compostos insoltveis com os grupos sulfidrila na
parede celular de bactérias. Quando isso ocorre, ha comprometimento das funcbes de
enzimas, transporte de elétrons e consequente blogueio da cadeia respiratoria
(MENDES et al., 2012.
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Aprimoramento nas formulagcdes com prata e curativos para feridas representa
importante inovacdo para tecnologia, pois novas opgOes terapéuticas para prevencao e
controle de infecgbes em feridas sdo extremamente necessarias para melhorar a
qualidade de vida dos pacientes bem como diminuir a taxa de mortalidade (KALAN et
al., 2017).

Portanto, baseados em todos os dados descritos o presente trabalho teve como
objetivo desenvolver membranas porosas de PVDF/BaTiOs; e P(VDF-TrFE)/ BaTiOs,
associa-las com a prata e avaliar a biocompatibilidade e atividade microbiolégica dos

mesmos para serem utilizados como curativos no tratamento de feridas.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver membranas de PVDF/ BATiOze
P(VDF-TrFE)/BaTiO3, associadas ou ndo a AgNOs, e avaliar a possivel atividade
antimicrobiana das membranas visando aplicagdo na area biomédica, em especial como

curativo para feridas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Produzir as membranas dos compdsitos PVDF/BaTiO; e P(VDF-
TrFE)/BaTiO3 e impregnar com prata;

* Caracterizar os compositos PVDF/BaTiO3; e P(VDF-TrFE)/BaTiO3 isolados e
impregnados com prata;

* Avaliar a molhabilidade das membranas através da determinacdo do angulo de
contato;

* Estudar a hemocompatibilidade das membranas isoladas e associadas com a
prata;

* Avaliar a atividade microbiol6gica das membranas através do método de Kirby

Bauer e formacao de biofilmes.



3 METODOS E DESCRICAO DA PESQUISA

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental desse trabalho esta representado na Figura 11

PVDF

P(VDF-TrFE)

BaTiOs

Incorporagéo:
BaTiO; + PVDF
BaTiO; + P(VDF-TrFE)

Ultrassom
(Homoaoeneizacdo)

Confeccéo das
membranas
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Caracterizacédo

Incorporacgéo
AgNO;

TGA/DSC

Angulo de
contato

Figurall: Delineamento experimental desse trabalho.
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3.2 CONDICIONAMENTO DO PO TITANATO DE BARIO (BaTiO;)

O pé Titanato de Bario adquirido comercialmente (Sigma Aldrich, 99,9%, <2
pm, BaTiOs) foi calcinado utilizando-se um forno mufla a uma temperatura de 1380°C
por um periodo de 4 horas. Essa calcinagdo aumenta as particulas da cerdmica e evita a
formacéo de contaminantes, como o0 BaCOj3. Apds a calcinacéo foi adicionado 20 mL de
alcool isopropilico ao pé e esta mistura foi levada ao moinho planetario de alta energia,
em jarro de 4gata de 50 mL e bolas de moagem com didmetro de 5 mm. As bolas
ocupavam ¥% do volume total. O moinho planetario foi utilizado a uma frequéncia de 40
Hz por 1 hora. Em seguida, a mistura foi seca em estufa a 60°C por um periodo de 24h.
Apbs o periodo de secagem, utilizou-se um almofariz/pistilo de porcelana para

promover a desaglomeracdo das particulas.

3.3 SINTESE DAS MEMBRANAS DOS COMPOSITOS PVDF/
BaTiO; e P(VDF-TrFE)/BaTiO; E IMPREGNACAO DA PRATA

A sintese dos compositos foi realizada em laboratério com temperatura
controlada de 25°C. Pastilhas de Polifluoreto de vinilideno e p6s de Poli (fluoreto de
vinilideno-trifluoretileno) utilizados para a sintese foram adquiridos comercialmente. O
Polifluoreto de vinilideno (PVDF) (Kynar ®) utilizado para a sintese do compésito em
estudo foi pesado. A massa de 4,806 g deste polimero foi dispersa em 32 mL de
Dimetilformamida (99,8%, Sigma Aldrich, DMF) e solubilizada a 50°C.

O P(VDF-TRFE) (Arkema Piezotech FC 20) possui em sua composi¢do 20%
(em mol) de TrFE e 80% (em mol) de PVDF. A massa de 4,914 g deste copolimero foi
dispersa em 32,76 mL de Dimetilformamida (99,8%, Sigma Aldrich, DMF) na
proporcéao de 15¢g/100 mL e solubilizada a 50°C.

Apos a completa dissolucdo dos copolimeros, o pd de BaTiOs foi lentamente
adicionado as soluc6es de PVDF/DMF e de P(VDF-TrFE)/DMF até sua total dispers&o.
Em seqguida, as dispersdes foram submetidas por 6 minutos em ultrassom de alta
poténcia, sob refrigeracdo em banho de agua/gelo para serem homogeneizadas.

Para a confeccdo das membranas as misturas homogéneas foram depositadas em

pulverizador comercial e posteriormente pulverizadas em refratarios contendo agua



42

deionizada como mostra a Figura 12. A distancia entre o pulverizador e o refratario foi

de aproximadamente 200 mm.

Figura 12: Representacdo da confec¢do das membranas.
Fonte: Autor

Em seguida as membranas foram retiradas da agua e colocadas em estufa a
100°C por 12 horas para garantir a completa evaporacdo do solvente e de goticulas de
agua residuais (SIMOES, 2018).

Para a sintese dos compdsitos foram utilizadas concentracfes de 10% em
volume da ceramica BaTiOs. Para calcular a massa do copolimero em relacdo a
ceramica, foi utilizado a Equacdo 1 (GIMENES, 2005) :

Meeramica = ((I) - Pceramica -mcopolimero) - (1 - (I)) -pcopolimero (1)

onde ¢ corresponde a fracdo volumétrica de ceramica no compasito.
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Apods a sintese das membranas foi realizada a impregnacdo de algumas amostras
com a prata. As amostras foram imersas em 50 mL de solugédo 0,5M de nitrato de prata
(AgNO3) recém preparada com pH 6,5 a 22°C por um periodo de 48 horas. Ap0s esse
tempo, as amostras foram cuidadosamente imersas em agua destilada para lavagem das
mesmas e depois secas a 60°C por 24 horas (CIOBANU; ILISEI; LUCA, 2014).

3.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG) E CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A andlise térmica é um conjunto de técnicas que estuda as relagcdes entre as
propriedades da amostra e a temperatura, enquanto a amostra passa por processos de
aquecimento ou resfriamento de maneira controlada (BANNACH; PERPETUO, 2011).
A analise termogravimétrica permite observar as variacdes de massa da amostra e
estabilidade térmica do material em determinada temperatura e a calorimetria
diferencial de varredura possibilita a caracterizacdo das alteragbes cristalinas do
composto em estudo, tais como temperatura de fusdo e cristalizacéo, transicdo vitrea e
de Curie (GIMENES, 2005).

Assim, submeteu-se as membranas de PVDF/BaTiO3; e P(VDF-TrFE)/BaTiO3
com e sem prata ao equipamento da Mettler Toledo TG 50 pertencente ao laboratorio de
Biomateriais da UNIFEI/Itajubd, a uma faixa de temperatura de 25°C a 1000°C e taxa
de aquecimento de 10°C por minuto para analise termogravimétrica. O gas de arraste
empregado na analise foi 0 N,

Para a calorimetria diferencial de varredura o equipamento utilizado foi
Shimadzu DSC 60 do laboratério de Biomateriais da UNIFEI/Itajubd. As medidas
foram realizadas na faixa de temperatura de 100°C a 250°C a uma taxa de aquecimento

de 10°C por minuto, sob atmosfera de nitrogénio (N,) e fluxo de gas de 50 mL/min.

3.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica que permite a analise da interacdo das moléculas ou atomos com a radiacao
eletromagnética. Dessa forma, como as moleculas possuem um arranjo especifico de

atomos, a absorcao da radiacédo infravermelha (IV) por moléculas organicas ocorre em



44

frequéncias especificas possibilitando a caracterizacdo das ligacdes e atomos em bandas
caracteristicas (SOLOMONS, 2011).

No presente trabalho utilizou-se o FTIR para estudar a fase cristalina 3 presente
nas membranas de PVDF/BaTiO3; e P(VDF-TrFE)/BaTiOj3 isoladas e impregnadas com
a prata, onde as membranas foram colocadas diretamente no equipamento na posi¢do do
feixe luminoso. As anélises foram realizadas no intervalo de 400 a 4000 cm™ e
resolucdo de 4 cm™. Para cada amostra realizou-se 16 varreduras no equipamento
Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer da Central Analitica do Instituto de
Fisico-Quimica (IFQ) da UNIFEI/Itajuba.

3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) e EDS

O microscépio eletronico de varredura (MEV) é um instrumento utilizado na
caracterizagdo da topografia da superficie, composicdo e propriedades de um
determinado material, uma vez que gera imagens com grande profundidade de foco, o
gue permite avaliar o tamanho e morfologia das particulas (FERREIRA, 2016).

Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) € uma analise feita em conjunto

com o MEV, utilizada para mapear os elementos da amostra (LUGG et al., 2015).
Permite mapeamento de superficie para detectar quase todos os elementos, exceto H,
He, Li e Be (BAHARRA et al., 2018).
Utilizou-se a técnica para avaliar a distribuicdo das particulas dos pds ceramicos na
matriz polimérica ap6s a sintese das membranas de PVDF/BaTiO; e P(VDF-
TrFE)/BaTiO3 com e sem prata, estudar a porosidade das membranas e confirmar a
incorporacdo da prata.

Foi utilizado o Microscopio Eletronico da marca Shimadzu, Modelo SS-550, do
laboratério de microanalise da UNIFEI/Itajubd. As membranas de PVDF/BaTiOs; e
P(VDF-TrFE)/BaTiOj3 isoladas e com prata foram analisadas diretamente no aparelho,

com utilizacdo de elétrons secundarios e metalizadas com ouro.

3.7 MOLHABILIDADE

O angulo de contato caracteriza a hidrofilicidade da superficie se a agua tiver
sido utilizada como agente umectante. Angulos de contato inferiores a 90° designam as

superficies como hidrofilicas e indica que o umedecimento da superficie é favoravel e o
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fluido se espalhara por uma grande area, enquanto as superficies com angulos de
contato acima de 90° sdo consideradas hidrofobicas e geralmente significa que o
umedecimento da superficie ndo é favorecido (STRNAD et al., 2016).

A molhabilidade € uma propriedade fisico-quimica das superficies que permite a
compreensdo da tendéncia ou ndo de espalhamento de um liquido sobre a superficie de
um material. Uma das técnicas mais comuns baseia-se na teoria de Young-Laplace,
onde se mede a tangente entre uma gota de liquido e a superficie do material, conforme
a Figura 13 representa. Assim, pode-se definir se o material é hidrofébico ou
hidrofilico, quando o liquido utilizado € a agua (FARIAS, 2016).

tangente a superficie

inge angulo de
liquida no contacto \ contacto @

vapor

Wv
Ky 1L liquido

sélido

A

L

Figura 13: Representacdo da medicéo do angulo de contato.
Fonte: Farias, 2016.

No presente trabalho, avaliou-se o angulo de contato pelo método de gota séssil,
onde 10 pL de agua deionizada foram depositados sobre a superficie das amostras de
PVDF/BaTiO3 e P(VDF-TrFE)/BaTiO3 com e sem prata na temperatura controlada de
25°C £ 1°C. Foram realizadas 4 medidas com intervalos de 20 minutos. Para a anélise
utilizou-se o goniémetro Kruss Easy Drop pertencente ao Laboratério de Central
Analitica da UNIFEI — Itajuba.

3.8 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

3.8.1 DISCO DIFUSAO EM AGAR

Disco difusdo em agar (Método de Kirby Bauer) é o mais antigo método de teste
de sensibilidade aos antimicrobianos utilizado na pratica clinica em laboratérios. Trata-

se de um método versatil e permite testar a maioria das bactérias patogénicas. Para a
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realizacdo dos testes foram utilizadas as normas do Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST- EUCAST, 2021).

Foram preparadas duas suspensdes bacterianas: Staphyloccocus aureus
American Type Culture Colection (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa American
Type Culture Colection (ATCC 27853). Apds o preparo, as suspensdes foram ajustadas
em densitdmetro para a escala 0,5 de MC Farland, ilustrado na Figura 14, o que
corresponde a 1,5 x 10 UFC.mL™. Posteriormente, com o auxilio de swab estéril, as
suspensdes foram semeadas em placas de agar Mueller Hinton e a seguir, as
membranas, previamente preparadas foram adicionadas ao meio. Como controle, discos
comerciais de penicilina e meropenem foram adicionados as placas com S.aureus e
P.aeruginosa, respectivamente.

As placas foram incubadas em estufa microbiolégica a 35°C por 18 horas e,
apos esse tempo foram realizadas as medidas do diametro dos halos de inibicéo.

Os testes foram feitos em triplicata e as analises estatisticas foram realizadas
usando andlise de variancia (ANOVA) e o pos-teste de Tukey. Os valores foram
expressos como a média * erro padrdo com n = 3 e P <0,05 como nivel de significancia
(DA SILVA et al., 2021)

Figura 14: Representag&o do ajuste da suspenséo para a escala 0,5 de MC Farland.

Fonte: Autor.
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3.8.2 FORMACAO DE BIOFILMES

Os testes para avaliar a formacdo do biofilme foram realizados no Laboratorio
de Microbiologia do Centro de Estudos, Investigagdo e Inovacdo em Materiais
Biofuncionais da UNIFEI/Itajuba, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Daniela Sachs.
Para o estudo, utilizou-se a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), uma vez que a presenca dessas bactérias em feridas é
fortemente observada (BARRETO et al., 2015; CEFALU et al., 2017).

Os ensaios foram realizados de acordo com Pinheiro et al. (2020). Inicialmente
preparou-se 0s meios de cultura infusdo de cérebro e coracdo (BHI) na forma de caldo e
agar, de acordo com as especificacbes do fabricante. Ambas as solucdes foram
esterilizadas em autoclave a 127°C por um periodo de 15 minutos juntamente com todos
0s materiais que seriam utilizados nos testes.

O meio de cultura BHI-agar foi distribuido em placas de Petri, onde as estirpes
de bactérias foram inoculadas. Apos, incubou-se as placas em estufa microbioldgica a
37°C por 24 horas. Colbnias isoladas das placas foram adicionadas em um tubo de
ensaio com 3 mL de solucdo de cloreto de sddio 0,9% estéril até obter-se a turbidez 0,5
na escala Mc Farland (1,5 x 10® UFC.mL™).

Para realizar o ensaio, as amostras foram subdivididas em dois grupos: Grupo
Teste (Gt): amostras de PVDF/ BaTiO3 e P(VDF-TrFE)/BaTiO3 impregnadas com prata
e Grupo Controle (G¢): amostras de PVDF/ BaTiO3; e P(VDF-TrFE)/BaTiOs.

Em uma placa contendo 24 pocos adicionou-se 2 mL de caldo BHI
suplementado com 1% de glicose para a formacdo de biofilme e 100 pL da suspensdo
do inoculo bacteriano correspondente a 0,5 na escala de Mac Farland em cada pogo. Em
seguida, as amostras de controle e impregnadas com prata foram colocadas em cada
poco e levadas para a estufa por 48 horas a 37° C.

Posteriormente as amostras foram colocadas em tubos Falcon com 3 mL de
solucdo de cloreto de s6dio 0,9%, levadas ao agitador vortex modelo MA-162 e marca
Marconi por 2 minutos e lavadas em ultrassom, modelo USC-1400A e marca Unique
por 10 minutos, para a dispersao dos biofilmes e obtencdo de uma solugdo bacteriana
pura. A partir dessa solucdo, realizou-se uma diluicdo seriada onde foram obtidas
concentracdes de 102, 10, 10° e 10®. Apés, 20 pL do indculo bacteriano foi aplicado
na parte superior da placa deixando a gota escorrer até o final. Incubou-se por 24h a
37°C.
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A Figura 15 representa o procedimento de cultivo do biofilme:

24h, 37°C
- - " oA -3 d ﬁ
@ incubac3o

A
Esti 5 tad =
e;';p:f Rt Estufa bacteriolégica Colénias isoladas Solugo de 0.5
Mac Farland
48h, 37°C
incubagéo g
2mL de BHI + 0.1 mL solug&o Estufa bacterioldgica CaE S St levada
McFarlant + amostras A0 vortex pior ol e ao
sonicador por 10 min
0,1mL oimL 0dmL 0,1mL
5 u 24h, 37°C
1) (2) © 0 incubag3o
099 0.99 0.99 0.99
mL mL mL mL Inocula-se uma gota
de cada soluggo Contagem numero de
Diluig8o seriada colénias

Figura 15: Representagdo do procedimento de cultivo do biofilme.
Fonte: Autor.

Por fim, avaliou-se o crescimento das col6nias na superficie das placas, as quais
foram quantificadas através do célculo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC),
descrita na Equacdo 2 (ZHENG et al., 2012):

UFC (mL™) = n? de colonias @

diluigdo da amostra Xvolume inoculado

Procedeu-se os calculos através do software GraphPad Prism, onde os valores obtidos
foram transformados em log;o, Os dados obtidos foram analisados por ANOVA e as
diferengas foram avaliadas pelo pos-teste de Tukey, na qual os valores maiores que 0,05

foram considerados significativos.
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3.9 ENSAIO DE HEMOCOMPATIBILIDADE

A hemolise descreve a ruptura dos glébulos vermelhos e a liberagdo subsequente
de moléculas intracelulares, particularmente ap6s contato com a superficie de materiais.
As moléculas liberadas podem induzir ativacdo plaquetaria e aumentar a conversao de
protrombina em trombina, ativando a coagulacdo do sangue. A hemoglobina livre no
plasma é o analito classico para o teste de hemolise (BRAUNE et al., 2019).

Para utilizacdo do material que estard em contato com o sangue € necessario que
ele seja considerado ndo hemolitico (LI et al., 2020)
Para avaliacdo da hemocompatibilidade realizou-se o teste de hemdlise, o qual segundo
a ASTM F756-08, é considerado como um teste de citotoxicidade in vitro que permite
avaliar a sobrevivéncia ou lise das hemacias, ou seja, a resposta dos glébulos vermelhos
quando o material entra em contato com o sangue. Através da taxa de hemoglobina
liberada, € possivel determinar se o material pode ser considerado hemolitico,
levemente hemolitico ou ndo hemolitico (DU et al., 2020).

Inicialmente, esterilizou-se as membranas sob agéo de luz ultravioleta durante 1
hora. Apds, cada membrana foi incubada em 10 ml de solug&o de cloreto de sodio a 0,9

% e mantida em estufa a 37°C durante 30 minutos, conforme o esquema representado na

figura 16.
g 1
30min, 37°C
Esterilizagdo 10mL de cloreto il
das amostras de sodio 0,9% e

Figura 16: Esquema da preparacdo das membranas para o ensaio de hemolise.
Fonte: Autor.

Ap0s a preparacdo das membranas, coletou-se o sangue de um voluntario sadio,
a vacuo em tubos contendo o anticoagulante citrato de sodio, sendo que apés a retirada,
0s mesmos foram homogeneizados delicadamente para impedir a coagulacdo do sangue.
Em seguida, 4 mL do sangue total coletado foram diluidos em 5 mL de solugédo

salina 0,9% a 37°C. Foram retirados 0,2 mL desta solucdo e adicionados aos tubos
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falcon previamente preparados, os quais foram novamente levados a estufa a
temperatura de 37°C por 1h. Para os controles, foram preparados dois tubos falcon de
15mL: O primeiro com 10 mL de solugdo de cloreto de sddio a 0,9 % e 0,2 mL de
sangue para o controle negativo, o qual espera-se 0% de hemdlise e o0 segundo com 10
ml de agua destilada e 0,2 mL de sangue para o controle positivo, onde deve ocorrer 100
% de hemolise.

Ap0s o periodo de incubacéo, centrifugou-se os tubos por 5 minutos a 2500 rpm
em uma centrifuga Bio Eng modelo BE 4000 — Brushless do laboratorio de anélises
microbiologicas, situado no prédio Biomaterais na UNIFEIl/Itajuba. Ao final, realizou-
se a leitura da absorbancia do sobrenadante das amostras centrifugadas em um
espectrofotdmetro Femto C432, no comprimento de onda de 540 nm.

Com os valores de absorbancia obtidos das amostras de ambos 0s grupos, assim
como do controle (+) e (-), a taxa de hemdlise (%) foi calculada de acordo com a
Equacédo (LIU et al., 2016):

_ (A-con
- (Cp—Cn)

x 100 (3)

Onde A corresponde a absorbancia da amostra, Cn a absorbancia do controle
negativo (-) e Cp a absorbancia do controle positivo (+).

Considerou-se p<0,05 para indicar uma diferenca estatistica significativa da taxa
de hemolise entre os grupos estudados.

O esquema ilustrativo, apresentado na figura 17, representa o ensaio de hemdlise
acima descrito:

= 2

g9

Preparacdo dos controles

y . positivo e negativo min, 37°
tﬁ 7‘14‘ o ==’ N = .

Coleta de sangue em tubo Homogeneizacdo
com 3,5 mL de citrato de
sédio

Estufa

0,2 mL de sangue adicionados
as amostras recém-preparadas

u’ &V o
Tubos sdo levados a centrifuga
por 5 min e 2500 rpm

Andlise da absorbancia do

A
Validacdo do resultado
sobrenadante em 540 nm

analisando os controles

Figura 17: Esquema descritivo da técnica de analise de hemdlise.
Fonte: Autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG) E CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A Figura 18 mostra as curvas de degradacdo térmica do PVDF/BaTiO3 isolado e
associado a prata. Nela podemos observar que o PVDF/BaTiO3 possui estabilidade
térmica até aproximadamente 400°C. A partir dessa temperatura apresenta perda de
62% da sua massa inicial até aproximadamente 500°C, onde a maior velocidade de
perda se da em 457°C como mostra o pico da curva DTGA. Valores semelhantes foram
encontrados nos estudos de MENDES et al. (2012), FU et al. (2015) e SHARMA;
QUAMARA; GAUR (2018). Ao final do experimento restaram 38% da massa inicial, 0
que pode ser atribuido ao BaTiO3z uma vez que este ndo sofre perdas de massa
significativas com o aumento da temperatura (HAROON; RAI;UDDIN,2019).

Com relacdo a curva termogravimétrica do PVDF/BaTiO3; associado a prata
observa-se que nao ocorreram mudancas significativas na degradacdo térmica do
composito, porém com a adicdo da prata nota-se um aumento da quantidade de residuo
e da estabilidade térmica do material como visto em SANCHES et al. ( 2015), ULLAH
et al. (2019) e SUNIL et al. (2020).
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90 3 £0,0
o 754 u
L2 ] - -0,2
= 60 ] PVDFBaTiO3 - -0,4
g 45 Perda de Massa --0,6
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% - FF7—7—7—7—7--1,0 (|;r)
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5 754 0,05
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Figura 18: Curvas termogravimétricas de PVDF/BaTiOse PVDF/BaTiOzassociado a prata.

Fonte: Autor
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A andlise da curva de degradacéo térmica do P(VDF-TrFE)/BaTiO3 na Figura 19
mostra que o0 composito possui estabilidade térmica até aproximadamente 445°C. A
partir dessa temperatura, apresenta perda de cerca de 60% da massa inicial e a principal
regido de degradagdo esté entre 445-515°C. A maior velocidade de perda de massa se da
em 476°C como mostra o pico da curva DTGA e ao final do experimento tem-se um
residuo de aproximadamente 40% da massa inicial, provavelmente atribuido ao BaTiOs.
Estes eventos podem ser confirmados através dos estudos de GENCHI et al. (2016) e
GUAN; XU; GONG (2020). Ja a curva termogravimétrica do P(VDF-TrFE)/BaTiO3
associado a prata ndo apresentou diferenca de comportamento com relagdo a curva do
copolimero isolado.

As curvas que representam o processo térmico dos materiais estudados indicam
estabilidade térmica até 400°C. Uma vez que os compositos serdo utilizados como
biomateriais, eles devem ser estaveis a temperatura do corpo humano que esta entre 35 e
37°C e poderdo ser submetidos a temperaturas de até 134°C nos processos de
esterilizacdo (KIM et al, 2017). Observa-se que nesses valores de temperatura nédo

ocorre eventos que caracterizem degradacdo do material.
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Figura 19: Curvas termogravimétricas de P(VDF-TrFE)/BaTiOse P(VDF-TrFE)/BaTiOzassociado a
prata.

Fonte: Autor
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A Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC) € uma técnica utilizada para
obter as temperaturas e o fluxo de calor envolvido com as transi¢cbes dos materiais em
funcdo do tempo e da temperatura. Estas transi¢cdes podem estar associadas a alteragdes
fisicas e quimicas e reacGes quimicas de reticulagdo, decomposicdo, desidratacdo ou
dissociacdo (MOTHE, 2009).

Nesse trabalho, a analise DSC foi feita com o objetivo de verificar a mudanga na
cristalinidade do material. Pode-se observar na Figura 20 os termogramas de
aquecimento das membranas de PVDF/BaTiO;3 isoladas e das mesmas associadas a
prata. Durante 0 aquecimento o pico endotérmico em 169°C € caracteristico do ponto de
fusédo da membrana de PVDF/BaTiO3;, mesmo valor encontrado por SANCHEZ et al.
(2015). Ja nos estudos de ABDOLMALEKI, AGARWALA (2020) esse pico se deu em
166°C.

Quanto as caracteristicas do DSC, os picos ndao dependem apenas da fase
cristalina, mas também de caracteristicas como morfologia, defeitos, tamanho cristalino
e processo de obtencéo. A literatura ndo permite definir uma Unica temperatura de fuséo
para as diferentes fases do PVDF, mas sim um intervalo, que no caso das fases a ¢ 8
estd entre 167-172°C. O valor encontrado no experimento, 169°C se encontra dentro
desse intervalo, porém é necessario complementacdo com o FTIR para confirmar a
presenca da fase p do PVDF (MARTINS, LOPES, LANCEROS-MENDEZ, 2013).

Com relacdo a influéncia do BaTiO3; na cristalinidade do material, estudos
demonstram que a temperatura de fusdo é dependente da propor¢cdo PVDF/BaTiO3 O
valor encontrado nesse estudo corresponde a temperatura de fusdo do composito que
possui 90% em massa PVDF e 10% em massa de BaTiOs, dados que corroboram com
os estudos de GONZALES-BENITO et al. (2019).

Podemos observar que ap0s a impregnacdo da prata nas membranas de
PVDF/BaTiO3 a temperatura de fusdo ndo sofreu alteracéo, indicando que a prata nao

influenciou a cristalinidade do material.
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Figura 20: Curvas DSC de PVDF/BaTiOse PVDF/BaTiOzassociado a prata

Fonte: Autor

Pode-se observar na Figura 21 um pico endotérmico em 134°C e outro em
149°C que se relacionam respectivamente com a temperatura de Curie e com a
temperatura de fusdo do componente cristalino do compdsito. Valores semelhantes
foram obtidos em GIMENES (2005) e GENCHI et al. (2016). A analise da curva de
DSC nesse estudo esta de acordo com a literatura e demonstra que a adicdo de BaTiO3
ndo interfere significativamente na mudanca de fase do P(VDF-TrFE), uma vez que a
temperatura de fusdo do copolimero isolado é aproximadamente 148°C (ZHUANG et
al.,2020). De maneira semelhante ao que ocorre com as membranas de PVDF/BaTiOs,

apos impregnacao da prata ndo ha mudanca significativa no perfil do DSC.
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Figura 21: Curvas DSC de P(VDF-TrFE)/BaTiOze P(VDF-TrFE)/BaTiO;associado a prata.

Fonte: Autor
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4.2 ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier é uma
ferramenta analitica utilizada para a identificacdo de diferentes grupos funcionais que
constituem um composto. E uma técnica que fornece informagdes sobre fragmentos
moleculares e presenca de alguns grupos funcionais especificos de moléculas organicas
(HOSPODAROVA,; SINGOVSKA; STEVULONA, 2018).

A Figura 22 representa as bandas de absorcéo de FTIR relativas as vibracdes das
ligacGes quimicas das membranas de PVDF/BaTiO3, Nela sdo visualizadas bandas em
839 cm™, que corresponde ao estiramento simétrico de CF, e em 873 cm™ deformacéo
angular assimétrica no plano associados aos grupos de CH, e CF, e ao estiramento
assimétrico do grupo CF,, indicando a presenca da fase B do PVDF. Esses dados
corroboram com a literatura onde se encontra que bandas préximas a 840 cm™ sdo
caracteristicas da fase p do PVDF, assim como bandas em 880 cm™ (AN et al., 2016;
SILAKAEW, THONGBAI, 2019; ABDOLMALEKI, AGARWALA,2020; SHARMA,
GAUR,2021).

A banda na regido 1069 cm™ corresponde também a fase p do PVDF e na regido
de 1178 cm™ representa o estiramento assimétrico e deformacao angular assimétrica no
plano do grupo CF, assim como encontrado em ABEDNEJAD et al. (2019). Em 1277
cm™ e 1400 cm™ tem-se bandas correspondentes & vibracdo de CH,, Bandas referentes
ao BaTiO3se sobrepdem as do PVDF( ABDOLMALEKI, AGARWALA,2020).
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Figura 22: Espectro do FTIR do compésito PVDF/BaTiO;

Fonte: Autor
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Apdbs a impregnacdo da prata, as membranas foram submetidas a um novo

experimento de FTIR para estudar a influéncia da prata nas vibraces das moléculas do

PVDF/BaTiOs Os graficos comparativos estdo representados na Figura 23.

A andlise da figura mostra que nao foram observadas mudancas no espectro de

FTIR das membranas impregnadas com prata quando comparado com as membranas do

composito isolado.
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Figura 23: Espectro do FTIR do compdsito PVDF/BaTiO; e PVDF/BaTiOs/Ag.

Fonte: Autor

A seguir foi discutido o espectro de FTIR das membranas de P(VDF-

TrFE)/BaTiO;3 isoladas e com prata para comparagdo. Assim cCOmo ocorreu com

PVDF/BaTiO3 as bandas de absorcdo se referem principalmente ao copolimero P(VDF-

TrFE), cuja estrutura quimica evidenciando suas ligacdes esta representada na Figura

24.
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Figura 24: Representacdo esquematica da estrutura quimica do P(VDF-TrFE).

Fonte: Autor

A figura 25 representa as bandas de absorc¢do de FTIR relativas as vibragfes das
ligacOes quimicas caracteristicas do P(VDF-TrFE)/BaTiO3,
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Figura 25: Espectro do FTIR do compésito P(VDF-TrFE)/BaTiOs,

Fonte: Autor

No espectro do FTIR do P(VDF-TrFE)/BaTiO3 as bandas mais importantes sdo
as observadas em 840 cm™ caracteristicas de ligagdes CF, e CC, 1282 cm™ que
corresponde a ligagdes CH,, CC e CCC e em 1400 cm™ que representam CH, e CC.
Essas bandas caracterizam a fase p do P(VDF-TrFE) como ja foi visualizado nos
estudos de Martins et al. (2016) e Zhuang et al. (2020). A presenca de bandas nessas
regides sugere que o processo de desenvolvimento do material favoreceu a formacéo da
fase ferroelétrica f do copolimero (GUAN; XU; GONG, 2020).

Os espectros de FTIR das membranas de P(VDF-TrFE)/BaTiOs isoladas e
associadas a prata estdo representados na Figura 26. Nota-se que, da mesma maneira
que o PVDF/BaTiO3 o composito P(VDF-TrFE)/BaTiO3z ndo apresentou mudangas no
espectro do FTIR apds impregnacgéo da prata.
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Figura 26: Espectro do FTIR do compésito P(VDF-TrFE)/BaTiO3; e P(VDF-TrFE)/BaTiOs/Ag.

Fonte: Autor

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi utilizada para mensurar a morfologia
dos materiais compdsitos, verificar a presenca de poros e, juntamente com o EDS,
confirmar a presenca da prata apds sua impregnacdo nas membranas. A Figura 27
mostra pequenos monolitos, brilhantes, na matriz polimérica que corresponde as
particulas de BaTiO3 As areas indicadas pelas setas realcam presenca de poros no
material. Nota-se que apds a impregnacdo da prata ocorre uma diminuicdo dos poros

presentes no material, semelhante ao que ocorreu nos estudos de RAM et al. (2020).
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Figura 27: Micrografia obtida por MEV: A) PVDF/BaTiO; isolado e B) PVDF/BaTiO; com prata em
aumento de 3000 vezes.
Fonte: Autor

A presenca quantitativa da prata no material estad representada na Figura 28,
onde observa-se que com o MEV associado ao EDS foi evidenciada a presenca da prata

na forma de particulas coradas em vermelho distribuidas na matriz do compésito.

PVDF_BaTiO3 ¢_Ag
SE_MAG: 3000 x_HV: 15,0 kV WD:7.9 mm

MAG: 3000x HV: 15kV WD: 7,9mm

PVDF_BaTiO3 c_Ag PVDF_BaTiO3_c_Ag

Date:11/02/2020 10:54:21 _C_J
Image size 800 x 600 Date:11/02/2020 10:54:28

A Image size:800 x 600
oo Mag-3000x
HV:15,0kvV

Figura 28: Micrografia de MEV do PVDF/BaTiOs/Ag com EDS para anélise da presenca da prata.

Fonte: Autor

A Figura 29 mostra a micrografia do filme de P(VDF-TrFE)/BaTiO; isolado e apos a
impregnacdo da prata com aumento de 3000 vezes. Pela imagem pode-se notar a

presenca de monolitos, estruturas brilhantes, com tamanhos variaveis. Essas particulas
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correspondentes ao BaTiO3z se encontram dispersas na area mais escura da micrografia,
que corresponde a matriz de P(VDF-TrFE) como discutido em GUO et al. (2020).

Apo6s impregnacdo da prata ainda pode-se observar monolitos de tamanhos variados e
aglomerados de particulas na matriz, porém ocorreu reducdo no numero de poros
observados na superficie da membrana, evidenciando que a prata, além de revestir a
superficie, também ocupa o interior dos poros. Eventos que também ocorreram nos
experimentos de MOHAN et al. (2020).

A)P(VDE-TrFE)/BaTiO3 B)P(VDF-TrFE)/BaTiOx/Ag

EHT « 3000 AV Sl A < NTS NSD
WD~ 70 e Mag= JOOKX

LCX - INEY

Figura 29: Micrografia obtida por MEV: A) P(VDF-TrFE)/BaTiOsz e B) P(VDF-TrFE)/BaTiOz/Ag com
aumento de 3000 vezes.

Fonte: Autor

Ao comparar a superficie da membrana de PVDF/BaTiO3 e a superficie da
membrana de P(VDF-TrFE)/BaTiO3 nota-se que a primeira apresenta um numero
maior de poros de diferentes tamanhos. Para esses materiais a topografia da superficie,
incluindo a textura e a porosidade, é fundamental para criar condi¢cdes que permitam a
adesdo celular e a deposicdo de matriz extracelular para a regeneracdo dos tecidos
(AZIMI et al., 2019).

Nesse estudo, foi confirmada a presenca qualitativa da prata impregnada na
superficie, o que estd demonstrado na Figura 30, onde se se observa as particulas de
prata com distribuicdo uniforme coradas de vermelho.
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Figura 30: Micrografia de MEV com EDS no composito P(VDF-TrFE)/BaTiO3 com prata.

Fonte: Autor

4.4 MOLHABILIDADE

Para caracterizar a molhabilidade de uma superficie utiliza-se a determinacgéo do
angulo de contato. Materiais hidrofilicos formam com a dgua angulos menores que 90°
(PRAKASH; RAJ; PRASANTH, 2017). A tabela abaixo apresenta a varia¢do do angulo

de contato do compdsito com a agua no decorrer do tempo.

Tabela 4: Variacdo do angulo (6) de contato no decorrer do tempo

Tempo (Minutos) ()] 9) (6) P(\VDF- (0) P(VDF-
PVDF/BaTiO4 PVDF/BaTiOs/Ag  TrFE)/ BaTiO; TrFE)/
BaTiOs/Ag
0 85+ 0,82 748 +1,14 76,6 £1,78 71,6 £ 3,28
10 80,3+ 0,55 68,2 +£ 1,05 65,4 + 2,07 64,8 £ 3,76
20 75,4 £ 0,67 61,8 £ 0,70 63,5+ 3,77 47 £2,39

Fonte: Autor

Observando a tabela 4 ¢é possivel verificar que angulo de contato (6) € menor que
90° em todas as membranas, inclusive ap6s a impregnacdo da prata e que, com o passar

do tempo o angulo diminui e ocorre adsor¢do da gota de agua, o que indica que 0s
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compositos PVDF/BaTiOs;, PVDF/BaTiO3/Ag, P(VDF-TrFE)/BaTiO;, P(VDF-
TrFE)/BaTiOs/Ag sdo hidrofilicos, propriedade importante para que sejam utilizados
como biomaterial. Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de GITTENS
et al.(2014) e SACKEY et al. (2020).

4.5 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.5.1 DISCO DIFUSAO EM AGAR

A avaliacdo microbiologica foi realizada com a finalidade de avaliar a atividade
antibacteriana das membranas antes e apds a impregnacdo da prata. A Figura 31
apresenta os halos de inibicdo no teste de disco difusdo em agar (Kirby Bauer) para a
bactéria Staphylococcus aureus. Esse método € muito utilizado em laboratérios de
analises clinicas e permite inferir se o microrganismo € sensivel ou resistente a
determinados antibidticos, através da medida do diametro do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano (BALOUIRI et al., 2016).

As membranas isoladas, tanto de PVDF/BaTiO3 como de P(VDF-TrFE)/BaTiO3
ndo apresentaram halos de inibicdo do crescimento bacteriano, indicando que as
mesmas ndo possuem atividade antibacteriana. J& as membranas impregnadas com prata
apresentaram halos de inibicio em média de aproximadamente 14 mm para
PVDF/BaTiOs/Ag e em média 11 mm para P(VDF-TrFE)/BaTiO3/Ag. O halo de
inibicdo da penicilina, antibidtico utilizado como controle para o teste, foi de 46 mm.

Os resultados obtidos mostram que, apds impregnacdo da prata as membranas

apresentaram atividade antibacteriana, através da inibicdo do crescimento de S. aureus.
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Figura 31: Média do didmetro dos halos de inibicdo (mm) de PVDF/BaTiO3, PVDF/BaTiO3; + AgNOs,

PVDF/TrFE/BaTiO; e PVDF/TrFE/BaTiOs; + AgNO; no teste disco-difusdo em agar para Staphylococcus

aureus. Os valores sdo expressos pela em média + erro padrdo da média com n = 3. *P<0,05 quando

comparado com o grupo PVDF/BaTiOs. #P<0,05 quando comparado com o grupo PVDF/TrFE/BaTiOs.
Fonte: Autor

Resultados semelhantes foram encontrados para Pseudomonas aeruginosa como
mostra a Figura 32 onde as membranas isoladas ndo inibiram o crescimento bacteriano e
as membranas impregnadas com prata, PVDF/BaTiOs/Ag e P(VDF-TrFE)/BaTiO3/Ag
apresentaram média dos halos de inibicdo de aproximadamente 12 mm e 7 mm
respectivamente. O diametro do halo do meropenem, antibiético utilizado como

controle do teste, foi de 33 mm.
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Figura 32. Média do didmetro dos halos de inibicdo (mm) de PVDF/BaTiO3, PVDF/BaTiO; + AgNOs,

PVDF/TrFE/BaTiO; e PVDF/TrFE/BaTiOz + AgNOs no teste disco-difusdo em agar para Pseudomonas

aeruginosa. Os valores sdo expressos pela em média + erro padrdo da média com n = 3. *P<0,05 quando

comparado com o grupo PVDF/BaTiOs;. #P<0,05 quando comparado com o grupo PVDF/TrFE/BaTiOs.
Fonte: Autor

Foi possivel observar também que PVDF/BaTiOs/Ag apresentou valores
significativamente maiores dos halos de inibicdo quando comparado com P(VDF-
TrFE)/BaTiOs/Ag (P< 0,05) e portanto, apresentou maior atividade antimicrobiana no
ensaio de disco difusdo em &gar. Esse resultado, provavelmente pode ser atribuido ao
fato da membrana de PVDF/BaTiO3 possuir uma maior quantidade de poros em sua
superficie(como visualizado no MEV) e com isso abrigar maiores concentracfes de
prata que se difundiu no agar, como visto em MENDES et al. (2012) e TORRES-
FLORES et al. (2021).
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Com relacdo as cepas de bactérias utilizadas no ensaio, ocorreu maior inibicéo
do crescimento de S.aureus quando comparado a P. aeruginosa, pois é possivel notar
que tanto as membranas de PVDF/BaTiOs/Ag como P(VDF-TrFE)/BaTiOs/Ag
apresentaram halos maiores para S.aureus. A diferenca observada nos halos de inibicédo
pode estar relacionada com as caracteristicas citologicas das cepas utilizadas,
principalmente com a superficie externa. A parede celular da bactéria Gram-positiva
(S.aureus) € Unica e consiste de uma camada espessa, composta de multiplas camadas
de peptidoglicano responsavel pela manutencdo da célula e sua rigidez. Pode ser que a
prata atue na fragmentacéo do polissacarideo (BALOUIRI et al., 2016; HELOU,2018).

A caracteristica diferencial da bactéria Gram-negativa (P. aeruginosa) é a
presenca de uma dupla membrana que rodeia a célula bacteriana e apenas uma camada
de peptidoglicano. Além disso, bactérias Gram-negativas possuem um envelope que
fornece protecdo contra a acdo de antibioticos, devido a presenca de lipopolissacarideos
na membrana externa e bombas de efluxo abrangendo todo o envelope (VANDERA et
al., 2020).

Segundo Randal et al. (2013) e Maillard, Hartemann. (2013), a resisténcia a
prata por parte dos microrganismos Gram-negativos pode resultar da aquisicdo de
plasmideos, que conferem resisténcia através de mutacdo cromossdmica, 0 que pode
talvez explicar a maior resisténcia da P. aeruginosa quando comparada ao S. aureus nos

ensaios com as membranas impregnadas com a prata.

452 FORMACAO DE BIOFILMES

Biofilmes protegem as bactérias das defesas do hospedeiro e geralmente sdo
associadas a infec¢des nasocomiais em dispositivos como cateteres, valvulas cardiacas,
préteses Osseas e feridas (OTTO, 2013 a).

Na Figura 33 estdo ilustradas placas de agar BHI com o crescimento bacteriano
de S.aureus e P. aeruginosa dos ensaios de formacdo de biofilmes, nas membranas
isoladas (A) e nas membranas em que a prata foi impregnada (B). Nas placas, da
esquerda para a direita temos 0s crescimentos nas seguintes diluicdes: 102, 10, 107,
108, respectivamente. Nota-se um crescimento elevado de UFC em todas as dilui¢des
onde as membranas estavam isoladas, ja nas placas onde a prata estava presente,

ocorreu uma expressiva diminuicdo do crescimento bacteriano, o que indica que a
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impregnacdo da prata conferiu atividade antimicrobiana as membranas de
PVDF/BaTiO3 e P(VDF-TrFE)/BaTiOs.
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Figura 33: Crescimento bacteriano no teste da formagdo de biofilmes das membranas isoladas com S.

aureus e P. aeruginosa (A) e crescimento bacteriano no teste de formacdo de biofilmes nas membranas

associadas a prata (B).
Fonte: Autor

A Figura 34 apresenta 0 comportamento adesivo das cepas de S. aureus em
contato com as superficies das membranas de PVDF/BaTiO3 e P(VDF-TrFE)/BaTiOs

com e sem prata. Nota-se que, com a impregnacdo da prata nas membranas ocorreu
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diminuicdo da formacdo de biofilmes de S. aureus, sendo mais expressiva em
PVDF/BaTiOs/Ag em concordancia com o teste da disco difusdo em &gar. Esses dados
confirmam que materiais contendo prata sdo capazes de controlar o crescimento de

biofilmes de bactérias consideradas resistentes como S. aureus, como discutido por

CHENG et al.(2020).
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Figura 34: Média do nimero de unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL) em
Staphylococcus aureus. Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo médio (SEM) de 5-7
amostras por grupo. *P<0,05 quando comparado com o grupo PVDF/BaTiOs;. #P<0,05 quando

comparado com o grupo PVDF/TrFE/BaTiOs.
Fonte: Autor

Da mesma forma que para S. aureus, as membranas impregnadas com prata
controlaram o crescimento dos biofilmes quando em contato com cepas de P.

aeruginosa como pode ser evidenciado na Figura 35.
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Figura 35: Média do numero de unidades formadoras de col6énia por mililitro (UFC/mL) em
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo médio (SEM) de
5-7 amostras por grupo. *P<0,05 quando comparado com o grupo PVDF/BaTiO;. #P<0,05 quando
comparado com o grupo PVDF/TrFE/BaTiOs.

Fonte: Autor

Membranas de PVDF/BaTiOs/Ag apresentaram controle na formacdo de
biofilmes significativamente maior (P<0,05) que P(VDF-TrFE)/BaTiOs/Ag. E possivel
afirmar que isso ocorreu pela expressiva diminuicdo do numero de UFC, tanto nos
ensaios com S. aureus como em P.aeruginosa, embora, assim como no teste de disco
difusdo, as membranas tiveram maior atividade antimicrobiana para S.aureus.

Esses resultados demonstraram que as membranas de PVDF/BaTiOs/Ag e
P(VDF-TrFE)/ BaTiO3s/Ag possuem atividade antimicrobiana devido a agdo da prata e
que apresentaram atividade antimicrobiana tanto para S.aureus quanto pra P.

aeruginosa, sendo portanto materiais promissores para o tratamento de feridas.
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453 ENSAIO DE HEMOCOMPATIBILIDADE

A hemolise pode causar a liberagdo de hemoglobina, componentes intracelulares
e substancias tromboplasticas pela ruptura dos glébulos vermelhos do sangue. A
atividade hemolitica é wuma propriedade importante porque determina a
biocompatibilidade do material quando em contato com o sangue (MOHAN, 2020).

Para a efetuacdo dos calculos da taxa de hemolise foram feitos os controles
positivo e negativo para a hemolise, como mostra a Figura 36. Observa-se que no tubo
do controle positivo, o sobrenadante esta vermelho, indicando a presenca de
hemoglobina que foi liberada apds a lise das hemécias. J& no tubo referente ao controle
negativo, o sobrenadante esta limpido e se formou um botdo de hemacias integras no

sedimento, 0 que caracteriza a auséncia de hemolise.

Figura 36: Controle positivo e controle negativo do teste de hemdlise.

Fonte: Autor

Apos a leitura das absorbancias em 540 nm, as porcentagens de hemélise foram

calculadas e estdo representadas na tabela 5.



Tabela 5: Taxa de hemélise das amostras analisadas
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Tubos Hemolise Hemolise Hemolise Hemolise
PVDF/BaTiO; (%) PVDF/BaTiOy/Ag (%)  P(VDF-TrFE)/  P(VDF-TrFE)/
BaTiO; (%) BaTiOy/Ag(%)
1 0,19 1,17 0,59 0,97
2 0,29 0,78 0,19 0,84
3 0,49 1,25 0,48 0,88
4 0,68 1,68 0,59 1,62
5 0,58 0,97 0,28 1,23
Média 0,45 1,17 0,43 1,11

Nota-se que a média das taxas de hemdlise das membranas varia de 0,43 a

1,17%, portanto esses materiais podem ser considerados ndo hemoliticos por

apresentarem taxas de hemdlise abaixo de 2%.

A comparacdo dos valores das porcentagens de hemdlise das amostras de
PVDF/BaTiO3 e P(VDF-TrFE)/BaTiO3 com e sem prata esta demonstrada na Figura 37.

Os resultados foram avaliados estatisticamente, considerando p < 0,05, ndo havendo

diferencas significativas entre as amostras. Deste modo, foi possivel observar que tanto
as membranas de PVDF/BaTiO3; e P(VDF-TrFE)/BaTiOj3 isoladas como as impregnadas

com prata ndo apresentaram atividade hemolitica, ou seja, quando em contato com o

sangue in vitro, ndo causaram a destruicdo das células sanguineas.
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Figura 37: Porcentagem hemolitica das membranas PVDF/ BaTiO; e P(VDF-TrFE)/BaTiO; com e sem
prata.

Fonte: Autor

As taxas para a ocorréncia de hemolise podem ser encontradas na norma ASTM

F756-08 (2013), as quais estdo representadas na Tabela 6.

Tabela 6: Taxas de hemolise definidas pela ASTM F756-08.

indice Hemolitico Grau Hemolitico
0-2 N&o hemolitico
2-5 Levemente hemolitico
>5 Hemolitico

Os dados obtidos mostram que o P(VDF-TrFE)/BaTiOs isolado ou impregnado
com prata podem ser classificados como ndo hemoliticos por apresentarem taxas de
hemolise abaixo de 2% segundo o protocolo internacional ASTM F756-08 de 2013 (DU
et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

No desenvolvimento do material a analise do MEV e EDS revelaram que 0s
compésitos PVDF/BaTiOz e P(VDF-TrFE)/BaTiO3; foram produzidos de modo que se
obteve membranas porosas e ocorreu a impregnacédo da prata.

Os dados obtidos utilizando as técnicas fisico-quimicas nos permitiram
caracterizar as membranas, confirmar a piezoeletricidade e estdo em conformidade com
a literatura.

Através da determinacdo do angulo de contato conclui-se que as membranas sao
hidrofilicas, o que torna o material promissor para ser utilizado como cobertura em
feridas.

O ensaio de hemocompatibilidade mostrou que tanto as membranas isoladas
como as impregnadas com prata sdo hemocompativeis, podendo ser utilizadas em
contato com o sangue.

Os testes microbioldgicos revelaram que ap6s a impregnacdo da prata as
membranas apresentaram atividade antibacteriana, indicando que o material

desenvolvido tem potencial para ser utilizado em curativos no tratamento de feridas.
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