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RESUMO

Membranas bicamadas compostas por nanofibras sdo materiais promissores para usos
medicinais e farmacéuticos, como na liberacdo controlada de medicamentos e curativos para
regeneracdo da pele, devido as suas propriedades singulares, tais como elevadas area
superficial, porosidade e possibilidade de modificacdo superficial. Neste projeto, membranas
bicamadas a base de poli (4cido lactico), PLA, obtidas pelas técnicas de fiagdo por sopro em
solucdo (solution blow spinning - SBS) e eletrofiacdo (electrospinning), com superficies
modificadas por whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata (AgNP) foram desenvolvidas
visando aplicacdes em curativos de pele. Os whiskers foram obtidos por hidrélise acida de -
quitina e exibiram comprimento e didmetro médios de aproximadamente 228 nm + 114 nm e
15 nm * 4 nm, respectivamente. A sintese das AgNP, obtidas pelo método de Turkevich, foi
confirmada pela banda de ressonéancia plasménica em 401 nm no espectro de UV-vis. As
micrografias de TEM mostraram que as AgNPs possuem formato esférico com diametro médio
de 2,1 nm + 0,4 nm, as quais apresentaram potencial zeta de —36,7 mV + 8,1 mV em média. As
fibras, obtidas por SBS e eletrofiacdo, apresentaram didametros médios de 1,6 £ 0,5 um e 346 +
81 nm, respectivamente, com auséncia de defeitos (beads). A modificacdo das superficies das
membranas ocorreu por duas etapas, em que a primeira resultou na deposi¢do de whiskers de
B-quitina a superficie por meio de filtracdo de suspensdo aquosa de whiskers e a segunda
resultou na deposicao de nanoparticulas de prata por meio de aspersao utilizando o aparato de
SBS. As imagens de MEV comprovaram a obtencdo de membranas bicamadas, contendo duas
camadas distintas, em que uma apresenta aspecto de fibras (PLA) e a outra de filme (whiskers
ou whiskers + AgNP). A superficie da membrana contendo whiskers de B-quitina apresentou
carater hidrofilico, valores médios de angulo de contato da agua de 55,7° + 4,5 (fiagdo por
sopro) e 59,2° + 4,9 (eletrofiacdo), em contraste com a face de PLA que apresentou carater
hidrofdbico (angulo de contato da 4gua > 90°%). As membranas exibiram valores de porosidades
(%) elevados, na faixa de 82% a 92%. A modificacdo da superficie da membrana com as AgNPs
conferiu atividade antimicrobiana as membranas bicamadas frente a bactérias Gram positiva
(Staphylococcus aureus) e Gram negativa (Escherichia coli). Portanto, os resultados indicam
que as membranas contendo PLA, whiskers B-quitina e AgNPs desenvolvidas neste estudo
apresentam propriedades promissoras para utilizacdo como curativos de lesGes de pele.

Palavras-chave: Curativos. Membranas assimétricas. Membranas bicamadas. Poli (&cido
lactico). Whiskers B-quitina. Nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

Nanofibrous bilayered membranes are promising materials for medicinal and pharmaceutical
uses, including in drug delivery and tissue engineering for wound dressings to treat skin injuries
due to their unique properties including high surface area, porosity and the possibility of surface
functionalization. In this study, PLA-based bilayered membranes were obtained by solution
blow spinning (SBS) and electrospinning and modified with B-chitin whiskers and silver
nanoparticles (AgNP). B-chitin whiskers were produced by acid hydrolysis and exhibited
average length of 228 nm + 114 nm and an average width of 15 nm £ 4 nm. AgNPs synthesized
using the Turkevich method were confirmed by their characteristic plasmon resonance
frequency (around 401 nm) using UV-vis spectroscopy. TEM images show that AgNPs have a
spherical shape with an average diameter of 2.1 nm and an average zeta potential of -36.7 mV,
which indicates the stability of the colloidal solution obtained. SEM images show that smooth,
continuous and bead-free nanofibers were obtained, with diameters around 1.6 + 0.5 pm and
346 + 81 nm for SBS and electrospinning, respectively. The modification of the membrane
surface occurred by two steps; the first resulted in the deposition of B-chitin whiskers on surface
by filtration and the second resulted in the deposition of silver nanoparticles using SBS
apparatus. The SEM images confirmed the achievement of bilayered membranes. The
membranes surface became hydrophilic by the deposition of the B-chitin whiskers (average
contact angle of 55.7° £ 4.5 for SBS and 59.2° + 4.9 for electrospinning), in contrast to the face
of PLA that presented a hydrophobic character (water contact angle > 90°). The membranes
also showed high porosities (%), with values in the range of 82% to 92%. With the deposition
of silver nanoparticles, the membranes surface exhibited antimicrobial activity against bacteria,
such as Gram-positive Staphylococcus aureus and Gram-negative Escherichia coli. Therefore,
the results indicate that the membranes containing PLA, B-chitin whiskers and silver
nanoparticles developed in this study present promising properties to be used as a wound
dressing.

Keywords: Wound dressing. Asymmetric membranes. Bilayered membranes. Poly (lactic
acid). B-chitin whiskers. Silver nanoparticles.
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1 Motivacao

A pele, além de ser o maior 6rgao do corpo humano, é fundamental para manter o bom
funcionamento do organismo, tendo a capacidade de regular a temperatura, evitar a
desidratacdo, contribuir para a producéo de vitamina D3 e proteger 6rgédos (ECHEVERRIA et
al., 2019; WU et al., 2020). Todas estas funcdes podem ser afetadas quando ocorrem cortes,
queimaduras ou feridas (ECHEVERRIA et al., 2019; GE et al., 2020). Estima-se que 60 milhdes
de pessoas no mundo ja tenham sido acometidas por feridas crdnicas ou complexas, o que
representa um sério desafio para os sistemas de sadde globais (ECHEVERRIA et al., 2019).
Para um tratamento adequado de feridas, & necessario um curativo com alta eficiéncia a fim de
constituir um ambiente ideal para a regeneracdo da epiderme, e fornecer uma barreira contra
perda de agua e agentes patogénicos (KALANTARI et al., 2020).

Apesar de existirem diversos curativos comercialmente disponiveis, eles ndo possuem
todas as caracteristicas necessarias de um curativo multifuncional capaz de acelerar a
cicatrizacao da pele (KALANTARI et al., 2020). Em situacdo ideal, um curativo deve: i) atuar
como barreira contra elementos e invasdo de organismos patogénicos; ii) absorver exsudatos
excedentes e manter o equilibrio de umidade no leito da ferida; iii) permitir a troca gasosa e de
nutrientes; iv) ndo ser toxico ou alergénico; v) proporcionar protecdo contra infeccdes e vi)
estimular o processo de regeneracio tecidual (ARAGON et al., 2019; GHOSAL et al., 2019;
MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015). Portanto, materiais para tratamento de
feridas que atendam esses requisitos tém sido amplamente estudados (GHOSAL et al., 2019;
HOMAEIGOHAR; BOCCACCINI, 2020).

Entre os materiais estudados, destacam-se as membranas bicamadas a base de
néotecidos, especialmente os biodegradaveis, por possuirem a capacidade de mimetizar a matriz
extracelular (ARAGON et al., 2019; MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015).
A obtengéo de néotecidos pode ser obtida de diversas formas, sendo amplamente utilizadas as
técnicas de eletrofiacéo e fiagcdo por sopro por proporcionarem materiais com fibras de didmetro
micro e nanometrico, altas razdo area superficial/volume e porosidade, apresentando
similaridade com a matriz extracelular (DOS SANTOS et al., 2020; MELE, 2016). Embora a
eletrofiacdo seja uma técnica poderosa e amplamente estudada, requer equipamentos
especializados, altas tensdes e alvos eletricamente condutores, além de possuir taxa de
deposicéo relativamente baixa (BEHRENS et al., 2014). Recentemente, a técnica de fiacdo por
sopro tem demonstrado grande potencial para producdo de naotecidos, sendo uma alternativa a

técnica de eletrofiacdo. Apresenta como vantagem o uso de um aparato simples, que nédo
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necessita de altas tensdes, gerando fibras com didmetros proximos aqueles das fibras
eletrofiadas e taxa de deposicao 10 vezes maior (BEHRENS et al., 2014; DARISTOTLE et al.,
2016).

Polimeros sintéticos e naturais tém sido utilizados no desenvolvimento de ndotecidos
por meio de ambas as técnicas (MEDEIROS et al., 2009; MORGADO; AGUIAR-RICARDO;
CORREIA, 2015). O poli (acido lactico) (PLA) destaca-se por apresentar propriedades
interessantes como biodegradabilidade, baixo custo de producdo, baixo impacto ambiental,
compatibilidade com biomoléculas e células (BELTRAN et al., 2018). Nanofibras & base de
PLA tém sido bastante utilizadas para producéo de curativos, pois possuem a capacidade de
mimetizar a topografia nativa do leito dérmico, ajudam a proteger o leito da ferida e sua relacdo
area/ volume estimula a fixacdo e proliferacdo das células, promovendo o fechamento de
grandes feridas (ECHEVERRIA et al., 2019; LIU et al., 2017c; LOCILENTO et al., 2019;
SCHNEIDER et al., 2018). Contudo, estes materiais possuem carater hidrofébico, apresentando
limitagdes para utilizagdo em feridas com liberagdo de exsudato, uma vez que possuem baixa
capacidade de absorvé-lo, além de ndo serem capazes de manter o equilibrio de umidade no
leito da ferida (CHITRATTHA; PHAECHAMUD, 2016; ZOU; SUN; WANG, 2019). Os
materiais a base de PLA também ndo possuem atividade antimicrobiana, propriedade
importante para evitar infec¢do de lesdes de pele.

Estratégias para aumentar o carater hidrofilico e conferir bioatividade a estes materiais
tém sido propostas. Dentre as abordagens utilizadas, estd a modificacdo da superficie dos
ndotecidos com nanomateriais poliméricos e metalicos. Whiskers de quitina sdo nanocristais
alongados biocompativeis, biodegradaveis, ndo-tdxicos, de carater hidrofilico e renovéavel,
sendo obtidos pela hidrolise 4cida da quitina. Neste estudo, uma das superficies dos naotecidos
de PLA foi modificada com whiskers de B-quitina de modo a torna-la hidrofilica, solucionando a
limitacdo da hidrofobicidade do PLA. Geralmente os whiskers sdo utilizados como aditivos na
producdo de nanofibras, sendo a abordagem de pds-processamento por modificacdo da
superficie com estes materiais pouco explorada (L1 et al., 2019b; ZENG et al., 2012).

O uso de nanoparticulas de prata no desenvolvimento de materiais curativos também é
amplamente difundido, uma vez que elas apresentam eficacia contra bactérias comumente
envolvidas no processo de infeccédo de lesdes de pele, como S. aureus e E. coli (MORONES et
al., 2005; RAI; YADAV; GADE, 2009; ZHENG et al., 2018). As membranas bicamadas de

PLA e whiskers passaram por uma segunda modifica¢do, em que nanoparticulas de prata foram
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aspergidas sobre sua superficie, a fim de conferir capacidade de inibicdo de crescimento de
bactérias ao curativo, visando a impedir infeccéo no ferimento cutaneo.

Portanto, o presente estudo visa ao desenvolvimento de membranas bicamadas pela
combinacédo de materiais ndotecidos de PLA, whiskers de f-quitina e de nanoparticulas de prata
buscando explorar suas propriedades de forma a obter um curativo multifuncional. Os
ndotecidos de PLA foram produzidos pelas técnicas de eletrofiacdo e fiagdo por sopro em
solucdo, de modo a comparar as técnicas em destaque na literatura e as propriedades das fibras

obtidas por elas.
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2 Introducéo e Revisdo Bibliogréafica
2.1 Pele

A pele, cuja representacdo esquematica é mostrada na Figura 1, € o maior érgdo do
corpo humano, representando cerca de 15% da massa corporal. Possui inimeras funcdes
cruciais para o bom funcionamento do organismo, como regular a temperatura, evitar a
desidratacdo, contribuir para producdo de vitamina D, além de isolar o ambiente interno do
externo, evitando invasbes fisicas, quimicas e microbianas, protegendo 0 corpo
(ECHEVERRIA et al., 2019; XU et al., 2020).

Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura da pele.

Pelo

Poro

Epiderme |

Capilares

Papila dérmica

Derme . Membrana basal

Receptor de tato

Ducto de glandula

Hipoderme | sudoripara

Fonte: Adaptado de Macneil,S. (2008).

Conforme é possivel observar na Figura 1, a pele apresenta estrutura de multicamadas,
sendo: epiderme, derme e hipoderme (MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015).
A epiderme é a camada mais externa da pele, com uma espessura média de 150 um,
representando a principal barreira contra fatores ambientais externos, como radiagdo UV,
agentes microbianos e traumas mecanicos, além de manter a hidratacdo do corpo
(DERVISEVIC et al., 2020; KALANTARI et al., 2020; MOEINI et al., 2020). E constituida
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majoritariamente por queratindcitos, mas também estdo presentes cornedcitos, células de
Langerhans, células de Merkel, células T CD8+ e células tronco (SOUTO et al., 2020). O
queratindcito € o tipo de célula mais predominante na pele e desempenha um papel critico no
seu processo de regeneracao, pois além de apresentar importancia estrutural, também secreta
moléculas com atividades antibacterianas (PETTY et al., 2020).

A camada interna imediatamente adjacente a epiderme € a derme, ou também chamada
de camada intermediaria, cuja espessura varia de 500 a 2000 um, dependendo de sua localizagao
no corpo (MOEINI et al., 2020). Esta camada é um tecido conjuntivo rico em colageno, sendo
a camada mais espessa das camadas que compdem a estrutura da pele (DERVISEVIC et al.,
2020; MOEINI et al., 2020). E constituida pela matriz extracelular, células vivas, terminagdes
nervosas, vasos sanguineos e apéndices cutaneos (glandulas sebaceas e sudoriparas e foliculos
capilares), fornecendo suporte estrutural, funcdo glandular e irrigacdo (DEBABOV; BOGUSH,
2020; MOEINI et al., 2020; SOUTO et al., 2020). Dentre as células presentes na epiderme
encontram-se 0s majoritariamente os fibroblastos, eles liberam colageno e elastina, que sdo
responsaveis pela resisténcia mecanica e elasticidade da pele (MOEINI et al., 2020). O limite
entre as camadas da epiderme e da derme é chamado de juncdo dermoepidérmica, na qual as
células basais da epiderme estdo fixadas & membrana basal. Esta € uma membrana porosa que
fornece espaco para nutrientes e troca de fluidos, atuando como reservatério para moléculas
necessarias para diversas finalidades, como bioldgica, imunoldgica e cicatrizacdo de feridas
(DERVISEVIC et al., 2020).

A hipoderme é a camada mais interna da pele, localizada diretamente abaixo da derme
e acima do mdsculo (DERVISEVIC et al.,, 2020; MOEINI et al., 2020). Composta
principalmente por adipécitos (células de gordura), a hipoderme contém uma rede de septos
fibrosos formados por vasos sanguineos, vasos linfaticos e colageno (DERVISEVIC et al.,
2020). E responséavel ndo somente pelo isolamento térmico e protecio mecénica do corpo, mas
também desempenha um papel importante na regulacéo das camadas superiores da pele, derme
e epiderme (DERVISEVIC et al., 2020; MOEINI et al., 2020). Em particular, a hipoderme
suporta a proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos, cicatrizacdo de feridas e regula a
ciclagem dos foliculos capilares (DERVISEVIC et al., 2020).
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2.2 Feridas e curativos

Quando a pele é acometida por cortes, queimaduras, incisdes cirurgicas ou doencas,
como diabetes, todas as fun¢Ges desempenhadas por este 6rgdo podem ser comprometidas
(ECHEVERRIA et al., 2019; SIMOES et al., 2018). Uma vez que o tecido cutianeo é
comprometido, sua estrutura e funcdes devem ser reestabelecidas o mais rapido possivel, de
modo a garantir a homeostase corporal (SIMOES et al., 2018).

As feridas sdo classificadas como abertas e fechadas, a depender de sua natureza
(MOEINI et al., 2020). Entre as feridas fechadas estdo contusdo, hematoma e abrasdes
(MOEINI et al., 2020). Entre as feridas abertas estdo laceracdes, feridas com ferramentas de
puncao e corte, feridas cirdrgicas, picadas de insetos, lesdes vasculares e metabdlicas (MOEINI
et al., 2020). Além disso, as feridas podem ser clinicamente classificadas em agudas e crénicas
(SIMOES et al., 2018). As feridas agudas ocorrem repentinamente, como consequéncia de
escoriacdes, radiacdo, mudancas extremas de temperaturas, incisdes, laceracdes e puncdes, cujo
tempo de cicatrizacao esta associado ao seu tamanho e profundidade, levando em média 8 a 12
semanas para cicatrizagio espontanea (MOEINI et al., 2020; SIMOES et al., 2018). Ja as feridas
cronicas podem ser Glceras de presséo, diabéticas, venosas e por insuficiéncia arterial (SIMOES
et al., 2018). Geralmente este tipo de feridas requer maior tempo de cicatrizacdo (de até alguns
meses) devido a inflamacdo prolongada, sendo consequéncia, na maioria da vezes, de
colonizag&o por bactérias (MOEINI et al., 2020; SIMOES et al., 2018).

No ano de 2019, estima-se que cerca de 60 milhdes de pessoas tenham sido acometidas
por feridas crénicas e complexas, representando um sério desafio para os sistemas de salde
globais (ECHEVERRIA et al., 2019). Para um tratamento adequado de feridas, é necessario um
material de fechamento com alta eficiéncia que deve constituir um ambiente ideal para a
regeneracdo da epiderme, e fornecer uma barreira contra a perda de agua e infeccdo da ferida
crénica (KALANTARI et al., 2020). Portanto, os curativos sdo fundamentais para tratamento
de feridas cutaneas. Estima-se que o mercado global desses produtos, que atingiu mais de US$
17 bilhGes em 2016, ultrapasse US$ 20 bilhdes em 2021, devido ao envelhecimento da
populacdo e ao aumento da incidéncia de doencgas croénicas como diabetes (HOMAEIGOHAR,;
BOCCACCINI, 2020).

Os curativos para feridas cutaneas atualmente disponiveis no mercado sdo, geralmente,
na forma de hidrogeis, filmes, esponjas e espumas (HOMAEIGOHAR; BOCCACCINI, 2020).
Entretanto, curativos comerciais geralmente sdo secos e, as vezes, se fixam na superficie da
ferida causando desconforto e dor quando removidos, além de ndo possuirem as caracteristicas
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necessarias para atuarem como um curativo funcional capaz de acelerar a cicatrizagéo da pele
(KALANTARI et al., 2020). Um curativo funcional deve cumprir uma série de pré-requisitos,
como: i) atuar como barreira contra elementos e invasdo de organismos patogénicos; ii)
absorver exsudatos excedentes e manter o equilibrio de umidade no leito da ferida; iii) permitir
a troca gasosa e de nutrientes; iv) ndo ser toxico ou alergénico; v) proporcionar protegao contra
infeccBes e vi) estimular o processo de regeneracéo tecidual (ARAGON et al., 2019; GHOSAL
etal., 2019; MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015). Embora nos ultimos anos
tenha ocorrido grande avango no desenvolvimento de materiais voltados para uso como
curativos, ainda sdo necessarias pesquisas para producdo de um material que atenda a todos 0s
requisitos mencionados anteriormente. Dentre 0s tipos de materiais desenvolvidos atualmente
com potencial utilizacdo como curativos estdo as membranas bicamadas compostas por
nanofibras ou ndotecidos, que possuem a capacidade de mimetizar a matriz extracelular da pele.
A camada externa protege a lesdo contra danos fisicos e agentes infecciosos de maneira
semelhante a epiderme, e a camada interna mais hidrofilica permite a absorcdo de exsudatos,
mimetizando a estrutura da derme (ARAGON et al., 2019; MORGADO; AGUIAR-RICARDO;
CORREIA, 2015).

De acordo com a norma NBR-13370, ndotecido é uma estrutura plana, flexivel e porosa,
constituida de véu ou manta de fibras ou filamentos, orientados direcionalmente ou ao acaso,
consolidados por processo mecanico (friccdo) e/ou quimico (adeséo) e/ou térmico (coesdo) e
combinacg6es destes (ABNT, 2017). Estes materiais representam uma nova classe de materiais
para serem utilizados como curativos, 0s quais oferecem inUmeras vantagens, como elevadas
porosidade, &rea superficial e possibilidade de funcionalizacdo quimica (PAN et al., 2017),
sendo bastante estudados ndo somente como curativos para lesdes de pele (DU et al., 2016),
mas também como meios de filtracdo (ZHOU; LIN; WU, 2016), scaffolds para engenharia de
tecidos (MAGIERA et al., 2017) e liberagdo controlada de drogas (DOS SANTOS et al., 2020a).
A industria global de n&otecidos cresceu sucessivamente na Ultima década, a uma taxa de 6 a
7% ao ano, o0 que demonstra sua importancia comercial (BANERJI et al., 2019).

Existem diversas técnicas que possibilitam a producdo de ndotecidos para aplicacéo
biomeédica, como eletrofiacdo, fiacdo por sopro em solucdo, fiacdo centrifuga e fiacdo
microfluidica (DOS SANTOS et al., 2020b). Este estudo baseou-se nas técnicas de eletrofiacdo
e fiacdo por sopro em solucdo para producdo dos naotecidos, uma vez que estas sdo as mais

comumente encontradas na literatura para obtengéo deste tipo de material.
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2.3 Técnica de eletrofiagio

A eletrofiagdo € uma técnica que vem sendo amplamente estudada nos Ultimos anos
para producdo de micro- e nanofibras devido a sua versatilidade, reprodutibilidade e as
caracteristicas finais das fibras (DOS SANTOS et al., 2020b). As fibras apresentam altas area
superficial e porosidade, caracteristicas interessantes para utilizagdo como curativos,
permitindo a alta permeacdo de gases e nutrientes (ADELI; KHORASANI; PARVAZINIA,
2019; ARAGON et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2020b; ECHEVERRIA et al., 2019). Além
disso, as fibras possuem estrutura semelhante a matriz extracelular, funcionando como suporte
para fixacdo e proliferacdo de células (ADELI; KHORASANI; PARVAZINIA, 2019;
ARAGON et al., 2019; ECHEVERRIA et al., 2019). Um esquema do aparato de eletrofiacdo

pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 - Esquematizacdo do aparato de eletrofiacéo.
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Fonte: Autoria propria.

O processo de eletrofiacdo depende da aplicacdo de um campo elétrico elevado entre o
capilar metalico, podendo ser este uma agulha na ponta de uma seringa na qual esta contida a
solucdo polimérica, e um coletor metélico, no qual se dard a deposi¢cdo das nanofibras
(CASASOLA et al., 2014). Dessa forma, a solucéo polimérica é injetada sob fluxo controlado
por uma bomba, gerando uma gota na ponta do capilar, que é mantida pela tenséo superficial
(CASASOLA et al., 2014). Alta tenséo elétrica é aplicada entre o capilar e o coletor, da ordem
de 5a 30 kV, resultando em incremento na densidade de carga de mesmo sinal na superficie da
gota da solucdo polimérica (MELE, 2016). Forcas eletrostaticas sdo geradas pela repulséo entre

essas cargas, contrapondo as forcas de tensdo superficial e modificando a geometria da gota. A
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medida que as forgas elétricas superam a forca de tensdo superficial da gota, esta assume a
forma de um cone, conhecido como cone de Taylor, pelo qual s&o ejetados jatos finos de solugéo
polimérica eletricamente carregada (MELE, 2016). No trajeto entre a agulha e o coletor, o
solvente é evaporado, levando a formacdo de uma manta formada por fibras que pode ser
extraida posteriormente do um coletor (CASASOLA etal., 2014; GHOSAL etal., 2019; MELE,
2016).

Os parametros que podem influenciar na producdo das fibras sdo divididos em trés
categorias: solucdo, processo e ambientais (REPANAS; ANDRIOPOULOU; GLASMACHER,
2016). Como parametros mais significativos da solucédo estdo o tipo de polimero, massa molar,
concentracdo, viscosidade, tensdo superficial e condutividade elétrica; estes sdo determinados
principalmente pelas caracteristicas do polimero e do solvente (HU et al., 2014; REPANAS;
ANDRIOPOULOU; GLASMACHER, 2016). Como parametros do processo podem ser citados
a tensdo, taxa de fluxo, distancia capilar-coletor (distancia de trabalho) e tipo de coletor (HU et
al., 2014). A tensdo aplicada € um parametro de grande importancia, pois somente apos atingido
um limiar de tenséo elétrica se inicia o processo de eletrofiacdo. Estudos indicam que altas
tensdes sao mais propensas a obtencao de fibras com didmetros menores, entretanto, a formacéo
de beads (defeitos em formato de contas) € mais pronunciada; o nivel de significancia da
influéncia deste parametro varia com a concentracdo da solucdo e distancia de trabalho
(REPANAS; ANDRIOPOULOU; GLASMACHER, 2016). Quando os solventes sdo volateis,
taxas de fluxo e tensdes mais altas sdo mais frequentemente utilizadas, entretanto, taxas de fluxo
mais altas também ocasionam aumento da espessura das fibras (REPANAS;
ANDRIOPOULOU; GLASMACHER, 2016). A distancia de trabalho é outro fator importante,
pois deve haver uma distancia minima para que a evaporacao do solvente seja efetiva e o jato
consiga chegar ao coletor de maneira desejavel (RODRIGUEZ-TOBIAS; MORALES;
GRANDE, 2019). Os parametros ambientais sdo temperatura e umidade relativa, a primeira
afeta a taxa de evaporacdo do solvente e a viscosidade da solucdo, sendo que baixas
temperaturas levam a viscosidades altas e assim, fibras mais espessas; ja o efeito da umidade
relativa é dependente da natureza da solugdo (HU et al., 2014; REPANAS; ANDRIOPOULOU;
GLASMACHER, 2016; RODRIGUEZ-TOBIAS; MORALES; GRANDE, 2019).

Os materiais naotecidos obtidos por esta técnica sdo formados por fibras apresentando
diametro, usualmente, na escala micro- e nanomeétrica e apresentam similaridade com a matriz
extracelular, funcionando como suportes para fixacdo e proliferacdo de células, além de

apresentarem elevadas raz&o area superficial/volume e porosidade, o que propicia a permeacgao
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de gases, transporte de nutrientes e a manutencdo do equilibrio hidrico no leito da ferida
(ADELI; KHORASANI; PARVAZINIA, 2019; ARAGON et al., 2019; ECHEVERRIA et al.,
2019). Embora a eletrofiacdo seja uma técnica versatil e amplamente estudada, requer
equipamentos especializados, altas tens6es elétricas e alvos eletricamente condutores, além de
possuir taxa de deposicéo relativamente baixa (BEHRENS et al., 2014).

A obtencdo de fibras com morfologia, porosidade, area de superficie e resisténcia
mecanica adequadas para utilizacdo do material como curativo é diretamente dependente da
alteracdo e combinacgdo dos processos acima citados (GHOSAL et al., 2019). Assim sendo, a
etapa de otimizacdo combinada destes parametros é fundamental para a obtencao de fibras com
didmetros e morfologias desejaveis.

2.4 Técnica de fiacdo por sopro em solucdo (Solution Blow Spinning - SBS)

O método de fiacdo por sopro em solucdo (do inglés solution blow spinning (SBS)), é
uma técnica alternativa a eletrofiacdo para producgdo de fibras micro- e nanométricas. O SBS
apresenta algumas vantagens, pois ndo requer fonte de alta tenséo, permite a deposicéo das
fibras in situ, e possui maior produtividade, caracteristicas estas que sdo vantajosas para a
producdo de curativos (BEHRENS et al., 2014; DARISTOTLE et al., 2016; KENRY; LIM,
2017; MEDEIROS et al., 2009; WOJASINSKI; PILAREK; CIACH, 2014).

Figura 3 — Esquematizacéo do aparato de Solution Blow Spinning (SBS).
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al. (2013).

No aparato ha um par de bicos concéntricos, conforme ilustrado na Figura 3, nos quais
uma solucéo de polimero é forgada através do bico interno a uma taxa de fluxo controlada por
uma bomba de infusdo (OLIVEIRA et al., 2013; WOJASINSKI; PILAREK; CIACH, 2014). A
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gota formada na ponta do bico interno é entdo esticada por um fluxo de gés de alta pressao, o
qual é controlado por um mandmetro, e que flui ao redor da gota através do bico externo
(OLIVEIRA et al., 2013; WOJASINSKI; PILAREK; CIACH, 2014). Isso faz com que a
superficie da gota se distorca em uma forma conica (OLIVEIRA et al., 2013; WOJASINSKI;
PILAREK; CIACH, 2014). Quando a pressao critica do ar é excedida, multiplos filamentos do
polimero sdo lancados em direcdo a um coletor. Enquanto estes filamentos percorrem a
distancia de trabalho, séo estirados e ocorre a evaporacdo do solvente (OLIVEIRA et al., 2013;
WOJASINSKI; PILAREK; CIACH, 2014).

De forma semelhante ao processo de eletrofiacdo, a fiacdo por sopro em solucdo é
influenciada por parametros experimentais incluindo a presséo do ar, a distancia entre o coletor
e 0 bico interno (distancia de trabalho), a distancia entre o bico interno e o externo (distancia
de protruséo), a taxa de fluxo da solucgéo, a rotacao do coletor, além dos parametros ambientais,
como temperatura e umidade e também os pardmetros da solucdo, como massa molar do
polimero, concentracdo e solvente utilizado (DARISTOTLE et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2013).

Como exemplo de pardmetros do processo, grupos de pesquisa relataram que o diametro
da fibra ¢é afetado apenas pela taxa de fluxo da solucdo de polimero a baixas pressdes de gas.
As taxas utilizaveis variam, normalmente, entre 0,02 a 1 mL min* (DARISTOTLE et al., 2016).
A pressdo do gas deve ser suficiente para efetiva distorcdo do formato da gota e consequente
formacdo de filamentos, porém ndo deve ser alta a ponto de ndo permitir a evaporacdo do
solvente, ocasionada pela diminui¢do da temperatura no dispositivo SBS devido a expansao do
gas (DARISTOTLE et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013). O solvente escolhido deve ser capaz
de solubilizar de maneira satisfatéria o polimero a ser utilizado, cuja concentracdo deve alta 0
suficiente de modo a permitir a formacéao de fibras e impedir a formagéo de beads. Por fim, a
massa molar do polimero deve ser alta a ponto de criar emaranhados entre as cadeias
poliméricas, produzindo um tempo de relaxacdo do polimero suficientemente alto
(DARISTOTLE et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013).

De modo semelhante a técnica de eletrofiacdo, a obtencdo de fibras com morfologia,
porosidade, &rea de superficie e resisténcia mecénica adequadas para utilizacdo do material
como curativo é diretamente dependente da combinacao dos parametros citados anteriormente.
Assim sendo, a obtencdo de fibras pela técnica de fiagcdo por sopro em solucdo também pode
apresentar dificuldades, devido a necessidade de otimizacdo de parametros de modo a obter
fibras com dimens6es e morfologias adequadas as aplica¢fes pretendidas.
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2.5 Poli (4cido lactico) (PLA)

O poli (4cido lactico) (PLA), Figura 4, é um poliéster alifatico; cuja obtencao se da por
meio da fermentacdo da glicose derivada de fontes como milho, batata, beterraba ou cana de
acucar. A sintese do poli (&cido lactico) pode ocorrer por policondensacgédo de acido lactico ou
polimerizacdo por abertura de anel do dimero ciclico do acido lactico, utilizando um catalisador
adequado (BELTRAN et al., 2018; SAINI; ARORA; KUMAR, 2016).

O PLA éum polimero de grande relevancia, cuja producdo industrial global atingiu 0,5
milhdo de toneladas em 2020 (BELTRAN et al., 2018; NARAYANAN et al., 2016). Dentre
suas propriedades destacam-se a versatilidade de processamento, producdo de baixo custo,
baixo impacto ambiental e propriedades mecénicas semelhantes as do poliestireno (PS) ou poli
(tereftalato de etileno) (PET) (BELTRAN et al., 2018; NARAYANAN et al., 2016).
Adicionalmente, o PLA é largamente empregado em aplicacGes biomédicas, pois associa

biocompatibilidade e biodegradabilidade.

Figura 4 - Estrutura do poli (acido lactico) (PLA).
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Fonte: Adaptado de CASTRO-AGUIRRE et al. (2016).
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Estas caracteristicas conjuntas tém impulsionado seu uso na producdo de micro- e
nanofibras (ECHEVERRIA et al., 2019; LOCILENTO et al., 2019; SCHNEIDER et al., 2018).
por eletrofiacdo e SBS visando aplicagcdes em curativos de pele, incluindo no desenvolvimento
de membranas bicamadas (CHAGAS et al., 2021; HARTMANN, 1998; SANTORO et al.,
2016). Contudo, estes materiais possuem carater hidrofébico, limitando sua aplicacdo para
feridas com liberacdo de exsudato, uma vez que possuem baixa capacidade de absorvé-lo, além
de ndo manter o equilibrio de umidade no leito da ferida (CHITRATTHA; PHAECHAMUD,
2016; ZOU; SUN; WANG, 2019). Os materiais a base de PLA também ndo possuem atividade
antimicrobiana, propriedade importante para impedir infeccdo de leses de pele (LIU et al.,
2017a).

Nesse sentido, estratégias para aumentar o carater hidrofilico e conferir bioatividade a
estes materiais tém sido propostas (LIU et al., 2017c; LOCILENTO et al., 2019; SCHNEIDER
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et al., 2018). Dentre as abordagens utilizadas, est4 a utilizacdo de blendas poliméricas ou a
modificacdo da superficie dos ndotecidos com nanomateriais poliméricos e metalicos. Como
exemplo da utilizacdo de nanofibras de PLA para aplicacdes biomédicas, pode ser citado o
estudo realizado por Locilento et al. (2019), os quais desenvolveram membranas a base de PLA
e poli(éxido de etileno) (PEO) como matriz e adicdo de extrato de semente de uva, rico em
antioxidantes, pela técnica de eletrofiacdo. Os experimentos de cultura com células de
fibroblastos mostraram biocompatibilidade e mostraram que as nanofibras de PLA/PEO
carregadas com extrato de semente de uva suportaram uma melhor fixacdo e proliferacdo
celular que as nanofibras de PLA com extrato de semente de uva, devido & maior hidrofilicidade
gerada pela presenca do PEO.

No presente estudo foram propostas modifica¢6es da superficie dos naotecidos de PLA,
visando conferir carater hidrofilico e antimicrobiano a superficie em contato com a pele, de
modo a absorver o exsudato em excesso liberado em feridas (MIGUEL; MOREIRA;
CORREIA, 2019; WU et al., 2016). As modificacdes devem ocorrer apenas em uma das faces,
de modo que a face externa apresente comportamento hidrofébico, evitando a desidratacdo do
leito da ferida. Assim, a membrana bicamada produzida deve ser capaz de manter o equilibrio
de umidade na ferida (MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; WU et al., 2016).

Para conferir carater hidrofilico as mantas, foram utilizados whiskers de quitina, obtidos
pela hidrolise &cida da quitina, que sdo biocompativeis, biodegradaveis e ndo-toxicos, além de
apresentam carater hidrofilico e renovavel (ANDRE et al., 2020; FACCHINATTO et al., 2021).
Dessa forma, sdo potenciais matérias-primas para a producdo de curativos de pele, e a
modificacdo da superficie dos ndotecidos com este material tem o intuito de tornar a superficie
interna da membrana bicamada hidrofilica. Geralmente os whiskers sdo utilizados como
aditivos na producdo de nanofibras, sendo a abordagem de p6s-processamento por modificagcdo

da superficie com estes materiais ainda pouco explorada (LI et al., 2019b; ZENG et al., 2012).
2.6 Beta-quitina e Whiskers

Quitina, ilustrada na Figura 5 (A), € um polissacarideo que ocorre abundantemente na
natureza e sua estrutura quimica é composta principalmente por unidades 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose (GICNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN), unidas por
ligagdes glicosidica do tipo P(1—4), apresentando predominantemente estruturas do tipo
GIcNAc (CAMPANA-FILHO et al., 2007). A quitina encontra-se na estrutura esquelética de
invertebrados, como artrépodes, anelideos e celenterados, além de estar presente nas paredes
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celulares de alguns fungos. Esse polissacarideo apresenta estruturas polimoérficas como
ilustrado na Figura 5 (B), a saber: a, B e y-quitina (LAVALL; ASSIS; CAMPANA-FILHO,
2007). A a-quitina € comumente encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como carapacas
de caranguejos e camardes (ANITHA et al., 2014; CAMPANA-FILHO et al., 2007). As
polimorfas - e y-quitina ocorrem em estruturas flexiveis, mas também resistentes
(CAMPANA-FILHO et al., 2007). Nas lulas do género Doryteuthis, a a-quitina esta presente
na cuticula que reveste as paredes do es6fago e estdbmago, a B-quitina esta presente nos gladios,
sendo seu principal componente, enquanto a y-quitina € encontrada em uma cuticula espessa
que recobre outras zonas do estomago (ANITHA et al., 2014; CAMPANA-FILHO et al., 2007;
LAVALL,; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2007).

Figura 5 - (A) Estrutura priméria de quitina, onde n é o grau de polimerizacdo. (B) Representacao

esquematica das estruturas de quitina, na qual as setas indicam o sentido do terminal ndo-redutor para o
redutor.

a)
GH0H 0 NHCOCH;
. H .
H ” 0] ~0 -
NHCOCHj CH,OH n
b) a-QUITINA B-QUITINA -QUITINA

A A A A A A A A A A s A

Y A\ 4 \ 4

Fonte: CAMPANA-FILHO et al. (2007).

A a-quitina é caracterizada por uma disposicao antiparalela das cadeias poliméricas nos
dominios cristalinos, favorecendo a existéncia de um grande nimero de ligagdes de hidrogénio
inter e intra—cadeias, e também entre cadeias de diferentes lamelas, resultando em
empacotamento denso. A f-quitina corresponde a estruturas com disposicdo paralela das
cadeias poliméricas nos dominios cristalinos, dificultando a formacéo de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, resultando em um empacotamento menos denso. A y-quitina é caracterizada

por uma combinacdo das estruturas o e f, onde as cadeias poliméricas sdo dispostas
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aleatoriamente em que h& duas cadeias paralelas e uma cadeia antiparalela (ANITHA et al.,
2014). As diferencas caracteristicas que ocorrem entre as polimorfas proporcionam diferengas
em suas propriedades, por exemplo, com relacdo a capacidade de hidratacdo. Moléculas polares
penetram mais facilmente na estrutura da f-quitina, entretanto encontram maior dificuldade
para penetrar na estrutura da a-quitina (CAMPANA-FILHO et al., 2007; LAVALL; ASSIS;
CAMPANA-FILHO, 2007). Alem disso, o processo de extracdo da a-quitina da biomassa
exige, geralmente, mais etapas, uma vez que, nas fontes industriais mais empregadas para a sua
producdo, esta fortemente associada a carbonatos, proteinas e pigmentos, sendo necessario para
sua extracdo os processos de desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo. Ja 0s
gladios de lulas, principal fonte de B-quitina, contém quantidade desprezivel de minerais, ndo
sendo necessario executar o processo de desmineralizacdo. Além disso, usualmente, ndo ha
quantidade consideravel de pigmentos, tornando o processo de despigmentacdo, muitas vezes,
também desnecessario (LAVALL; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2007). Assim sendo, estes
fatores contribuiram para a escolha da S-quitina como fonte de matéria prima para a producao
dos whiskers.

Entre as propriedades interessantes para utilizacdo deste polimero sdo ndo-toxicidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de ser facilmente processado em diversas
formas, como membranas, esponjas, géis, microparticulas, nanoparticulas, nanocristais e
nanofibras, os quais podem ser aplicados em diferentes areas, como administracdo de
medicamentos, engenharia de tecidos e cicatrizacdo de feridas (ANITHA et al., 2014).
Nanocristais de polissacarideos sdo foco de interesse em muitos estudos devido as suas
excelentes propriedades intrinsecas, tais como dimensdes nanométricas, alta &rea de superficie,
biodegradabilidade, ndo toxicidade, propriedades de absorcdo, carater renovavel, baixa
densidade e fécil modificacdo devido & grande quantidade de grupos hidroxila na superficie.
Whiskers de quitina sdo nanocristais alongados, cujas dimensGes podem ser variaveis, sendo
encontrados na literatura didmetros de 1 a 60 nm e comprimentos de 150 a 800 nm (MA et al.,
2014; SRIUPAYO et al., 2005; ZENG et al., 2012; ZHANG et al., 2016). Podem ser obtidos
por meio da remocdo de dominios amorfos da quitina sob certas condi¢6es, como hidrolise
acida. Com esse fim, geralmente a a-quitina € utilizada devido a sua abundante disponibilidade,
entretanto, a B-quitina também tem sido utilizada e os nanocristais sdo mais facilmente obtidos,
principalmente devido ao menor nimero de ligagdes de hidrogénio presentes, tornando-a mais

susceptivel areacdo (ZENG et al., 2012). Whiskers de quitina tém sido bastante estudados como
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reforgo em composito e preparagdo de scaffolds, apresentando resultados promissores para area
de regeneracéo de tecidos (L1 et al., 2019b; ZENG et al., 2012).

2.7 Nanoparticulas de prata (AgNP)

Nanoparticulas sdo nanomateriais que apresentam todas as suas dimensdes em escala
nanométrica e apresentam notéveis propriedades quimicas, sendo considerados como as
fronteiras da nanotecnologia (BATOOL et al., 2019; GHOSAL et al., 2019). Suas propriedades
optoeletrdnicas, bioativas e mecénicas Unicas no regime de nanoescala permitem seu uso como
sensores, catalisadores e agentes antimicrobianos (GHOSAL et al., 2019). O presente estudo
busca explorar as propriedades antibacterianas das nanoparticulas de prata, que evidenciam
acdo contra inimeras bactérias, como P. aerugisona, V. cholera, E. coli, S. aureus e S. typhus,
entre outras, evidenciando seu alto poder antimicrobiano (JUSUF et al., 2020; MORONES et
al., 2005). As nanoparticulas de prata exibem grande afinidade com grupos que possuem
enxofre e fésforo, ambos encontrados tanto nas membranas, como no interior das células
bacterianas (ZHANG et al., 2019). Assim sendo, as hanoparticulas interagem com a membrana
celular de bactérias, causando danos no processo de respiracdo celular e, no citoplasma,
interagem com o DNA, impedindo a divisdo celular (ZHANG et al., 2019; ZHENG et al., 2018).

Por mais de um século, a prata tem sido utilizada como um elemento com propriedades
antimicrobianas, e 0 AgNOs ainda ¢ aplicado no tratamento de feridas cronicas, entretanto, é
irritante para os tecidos e causa manchas na superficie com a qual entra em contato
(KALANTARI et al., 2020). Novas gerac6es de curativos impregnados com nanoparticulas de
prata tém sido propostas como alternativa no tratamento de feridas (KALANTARI et al., 2020).
Além disso, devido ao seu tamanho nanométrico, nanoparticulas de prata possuem maior razdo
area de superficie/volume, facilitando o contato com células de bactérias, maximizando a
atividade antimicrobiana, mesmo quando presente em concentragbes muito pequenas
(KALANTARI et al., 2020). Apesar de suas propriedades notérias, as nanoparticulas de prata
ndo sdo indicadas para serem utilizadas diretamente no tecido em aplicacdes biomédicas,
devido aos efeitos citotoxicos que podem ocorrer no sistema vivo em alta concentracao
(BATOOL et al., 2019). Dessa forma, para essas aplicaces, as nanoparticulas devem ser
utilizadas incorporadas ou impregnadas em materiais poliméricos, de modo a evitar sua
penetracdo em alta quantidade no sistema vivo (BATOOL et al., 2019).

Diversos sistemas poliméricos contendo nanoparticulas de prata para aplicagdes
biomédicas tém sido estudados, como hidrogeis (BATOOL etal., 2019; MASOOD et al., 2019),
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nanofibras (CACCIOTTI et al., 2014; CREMAR et al., 2018; LIU et al., 2017a; TRA THANH
et al., 2018), esponjas (SATHIYASEELAN et al., 2017), filmes (RAMOS et al., 2016), entre
outros. Além de diferentes formas de materiais, as AgNPs também podem ser utilizadas em
associacdo com uma vasta gama de polimeros, como quitosana, polietileno glicol (PEG)
(MASOOD et al., 2019), poli (acido lactico) (PLA) (FORTUNATI et al., 2013), alginato
(DINIZ et al., 2020), poliacetato de vinila (PVA) (BATOOL et al., 2019), policaprolactona
(PCL) (TRA THANH et al., 2018), entre outros. No geral, os estudos voltados para aplicagdes
biomédicas apresentam resultados promissores para utilizacdo das AgNPs, mostrando eficacia
em impedir infecOes de pele e, consequentemente, acelerando o processo de cicatrizagao
(DINIZ et al., 2020; EL-AASSAR et al., 2020; KALANTARI et al., 2020; LIANG et al., 2016;
TRA THANH et al., 2018).

Com base nas suas propriedades antimicrobianas e sua versatilidade, nanoparticulas de
prata foram, neste estudo, aspergidas sobre a superficie de membranas bicamadas, a fim de
avaliar sua capacidade de impedir o crescimento de bactérias em ferimentos. Para ratificar sua

eficacia, as mesmas foram submetidas a testes de atividade antimicrobiana.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Produzir ndotecidos bicamada compostos por nanofibras a base de PLA, obtidas por
duas técnicas distintas: fiacdo por sopro em solucdo (SBS) e eletrofiacdo, modificadas com
whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata potencialmente aplicaveis no tratamento de
lesGes de pele.

3.2 Objetivos especificos

4 Obtencado e caracterizacao de whiskers de quitina a partir de B-quitina extraida de gladios
de lulas da espécie Doryteuthis spp;

v Producdo e caracterizacdo de nanoparticulas de prata;

v Producdo de membranas bicamadas compostas por PLA/Whiskers de
quitina/nanoparticulas de prata pela combinacdo de técnicas de fiacdo e métodos de filtragem;
v Execucdo de experimentos fisico-quimicos e ensaios biologicos para avaliacdo das

propriedades e atividades dos materiais.
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4 Materiais e metodos

O poli (4cido lactico), PLA, (4060D) (massa molar média (Mw) = 113.600 g mol™;
indice de polidispersividade=1,8), com um teor de isdmero-D de 12%, foi adquirido da
NatureWorks LLC (EUA) (LAI; HSIEH, 2016). Reagentes: Acido cloridrico (HCI) (Mw) =
36,46 g mol™) adquirido da Neon Comercial (Brasil); N,N-Dimetilformamida (DMF) (Mw) =
73,09 g mol™) adquirido da Neon Comercial (brasil); Cloroférmio ((Mw) = 119,38 g mol™?)

adquirido da Neon Comercial (Brasil).
4.1 B-quitina

B-quitina foi extraida de gladios de lulas, da espécie Doryteuthis spp, cedidos pela
Miami Pescados (Cananéia/SP). Inicialmente, os gladios foram lavados manualmente para
remocao de residuos, secos em estufa com circulacdo de ar por 24h a 30°C e moidos em moinhos
de facas (modelo MA048 MARCONI). Em etapa subsequente, a biomassa foi submetida ao
processo de desproteinizacao, em que 200 g de gladios moidos e secos foram suspensos em trés
litros de solucdo aquosa de NaOH 1 mol L, e mantido sob agitacdo mecanica por 18h a
temperatura ambiente (= 25°C) e filtrada. O solido resultante foi lavado com 4gua destilada até
a agua de lavagem apresentar pH 7, filtrado e seco em estufa de circulacao de ar por 24h a 30°C.
A B-quitina obtida foi submetida a processo de moagem e tamisagéo para obtencdo de material
particulado com granulometria > 425 um, o qual foi utilizado no processo de preparacdo dos
whiskers (CHAUSSARD; DOMARD, 2004; LAVALL,; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2007).
A quitina obtida apresentou grau médio de acetilagdo (DA) = 89,4 + 4,9% , sendo este definido
como o conteddo médio de unidades GIcNAc ao longo das cadeias de quitina, e massa molar
média viscosimétrica (M,) = 206,6 + 14,3 x 10* g mol! (DELEZUK et al., 2011;
FACCHINATTO et al., 2021). O valor de M, foi obtido pelo método de viscosimetria capilar,
empregando a equacio de Mark-Houwink-Sakurada (K'=24x10*L g 'e a=0,69) da
viscosidade intrinseca do polimero ([n]) (FACCHINATTO et al., 2021). O valor de DA foi
obtido por meio de Espectroscopia de RMN de *3C no estado solido, calculando-se a raz&o das
integrais dos sinais do carbono do grupo metila (Icnz) e dos carbonos do anel de glicopiranose

(Ici-cs) (FACCHINATTO et al., 2021).
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4.2 Preparo da suspenséao de Whiskers de g-quitina

A preparagdo dos whiskers foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Nair
e Dufresne (2003) com modificagdes desenvolvidas pelo grupo de pesquisa do Prof. Sérgio
Paulo Campana Filho (ANDRE et al., 2020; FACCHINATTO et al., 2021). A B-quitina foi
submetida & hidrdlise acida empregando solugdo de HCI 3 mol L™ sob refluxo durante 3 h a
90°C, de modo a remover os dominios ndo cristalinos. Apds este periodo, o sistema foi retirado
do aquecimento e resfriado em banho de gelo, de forma a interromper a reacéo de hidrdlise. A
suspensdo resultante foi centrifugada a 5000 rpm por 10 min e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspenso com agua destilada e centrifugado novamente. Esse processo foi
repetido até a obtencao de suspensdo com pH no intervalo de 5 — 7, a qual foi dialisada por 48
h contra agua deionizada. Apo6s a dialise, os whiskers foram dispersos utilizando Ultra Turrax
a uma velocidade de 19000 rpm a 5 min e, em seguida, sonicado por 5 minutos utilizando
dispositivo ultrassdnico Hielscher Sonifier UP400S (v = 24 kHz) acoplado ao sonotrodo de 22
mm de diametro, com irradiacéo intermitente (ciclos de 50% de pulsacédo) e poténcia ajustada
em 200 W. Ao final do processo foi obtida uma suspensao aquosa de whiskers de -quitina com
concentracio de 27,8 mg g*. Os whiskers obtidos apresentaram grau médio de acetilagio (DA)
= 86,5 + 5,7 % e massa molar média viscosimétrica (M,) = 2,49 + 0.05 x 10* g mol
! (DELEZUK et al., 2011; FACCHINATTO et al., 2021). O valor de M,, foi obtido pelo método
de viscosimetria capilar, empregando a equacio de Mark-Houwink-Sakurada (K'=2,4 x 107#
Lg lea=0,69) daviscosidade intrinseca do polimero ([n]) (FACCHINATTO et al., 2021).
O valor de DA foi obtido por meio de Espectroscopia de RMN de *C no estado sélido,
calculando-se a razdo das integrais dos sinais do carbono do grupo metila (Icns) e dos carbonos
do anel de glicopiranose (Ici-cs) (FACCHINATTO et al., 2021).

4.3 Sintese de nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas por meio do método Turkevich, conforme
metodologia descrita por GORUP et al. (2011). Inicialmente, prata foi reduzida a partir de uma
solucgéo de nitrato de prata (AgNO3) com adicao de citrato de sodio (NazCeHs07) com relagéo
molar de 1:3. Foram colocadas 100 mL de agua deionizada em aquecidmento sob refluxo até
atingir a temperatura de 90°C, entdo adicionou-se 1 mL de AgNOs (0,1 mol L) e 1 mL de
NasCsHsO7 (0,3 mol L™%). A reacdo prosseguiu por aproximadamente 12 minutos até
aparecimento de coloragcdo amarela, a qual evidenciou a formacao de nanoparticulas de prata e,

entdo, 1 mL de soluc&o de hidroxido de aménio (1,4 mol L) foi adicionado ao meio reacional.
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Nessa etapa, 0 complexo de diamin prata (1) é formado, removendo os ions de prata que ndo
foram reduzidos, impedindo a formag&o de novos nucleos e o crescimento de particulas que ja
foram formada (GORUP et al., 2011). A suspensdo obtida foi armazenada ao abrigo da luz até

posterior caracterizagéo e uso.
4.4 Processo de eletrofiacao

Soluc¢éo polimérica com concentracéo de 10% (m/v), ou seja, 10 mg de soluto por 100
mL de solucdo, foi preparada pela dissolucdo de PLA em solucdo cloroférmio/N,N-
dimetilformamida 4/1 (v/v) empregando agitacdo magnética por 5h a temperatura ambiente. O
arranjo experimental utilizado para eletrofiacdo consiste em uma fonte de alta tenséo (Glassman
High Voltage, Inc., USA), um recipiente para a solucéo, capilar metalico e coletor rotatorio de
aco inox revestido com papel aluminio e bomba para controle de vazao da solucéo polimérica
(New Era Pump Systems, Inc., USA). Os parametros da eletrofiacdo (vazdo da solucéo
polimérica, distancia capilar-coletor, voltagem aplicada e tipo de coletor) foram explorados
visando a obtencdo de rede homogénea composta por fibras sem presenca de defeitos (beads).
Deste modo, diversos experimentos foram realizados até a otimizacdo dos parametros, que
foram: vazéo (10 pL min't), distancia de trabalho (5 cm), tensdo (20 kv) e rotagdo (180 rpm).

A temperatura do experimento foi mantida na faixa de 25-30°C e a umidade relativa 30-40%.
4.5 Processo de fiagdo por sopro em solucéo (SBS)

Solucdo polimérica de PLA com concentracdo de 12% (m/v) foi preparada pela
dissolucdo do polimero em solucdo cloroférmio/dimetilformamida 4/1 (v/v) empregando
agitacdo magnética por 5h a temperatura ambiente. O arranjo experimental utilizado na fiagdo
por sopro em solucdo consiste em fonte de ar comprimido isento de 6leo (Schulz, modelo
10VL/200-2HP de um estagio) acopladado a manémetro (Matheson, modelo 22024-1) para
controle da pressdo e uma bomba para controle da vazao de solucdo. A solucdo polimérica foi
acondicionada em seringa de vidro com capacidade de 20 mL, a qual foi acoplada a agulha
concéntrica. As fibras produzidas foram coletadas em coletor rotatdrio de ago inoxidavel
revestido com papel aluminio. O principal desafio dessa etapa do projeto consistiu em
determinar os possiveis parametros de fiacdo por sopro, que incluem a vazdo das solucdes
poliméricas, distancia agulha-coletor (distancia de trabalho), distancia de protrusdo do bico
interno e pressdo, que possibilitassem a obtencao de fibras sem presenca de defeitos (beads),
assim, diversos experimentos foram realizados até obtencdo da melhor combinacdo de

parametros. Os pardmetros otimizados foram: vazdo =7,5 mL h', distancia de trabalho = 20
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cm, distancia de protrusdo = 2 mm, pressdo = 2 bar e rotagdo = 180 rpm. A temperatura do
experimento foi mantida na faixa de 25-30°C e a umidade relativa entre 30-40%.

4.6 Modificacédo dos ndotecidos

Apds a obtencéo das fibras de PLA pelos processos de SBS e eletrofiacdo, as mesmas
foram submetidas a duas etapas subsequentes de modificacdo de superficie, cujos processos
estdo resumidos na Figura 6. A primeira modificacdo resultou na adicdo de whiskers de f-
quitina a superficie das mantas por meio de filtracdo de suspensdo de whiskers. A segunda
modificacdo resultou na adicdo de nanoparticulas de prata a camada de whiskers anteriormente
adicionada. Assim, ao final das modificagdes foram obtidas membranas bicamadas constituidas
de PLA, whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata.

Figura 6 - Esquema do método de producdo das membranas bicamadas, mostrando a etapa de obtencéo
das fibras por eletrofiacdo e fiagdo por sopro em solucdo. A primeira modificacdo de superficie consiste

na filtragdo com suspensdo de whiskers de B-quitina e segunda modificacdo via aspersdo de
nanoparticulas de prata.
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PLA Eletrofiaciao

ﬁ

Fiacao por sopro

AgNP

Coletor
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B-quitina Nanoparticulas

Fibras de de prata
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Matriz
de fiacao

Corte da seciio transversal

Fonte: Autoria propria.
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4.6.1 Modificaciao da superficie dos naotecidos com Whiskers de -quitina

Diferentes métodos foram avaliados para modificacdo dos naotecidos com whiskers de
B-quitina, a saber: i) filtracdo com presséo negativa, utilizando bomba a vacuo, ii) imersao e iii)

aspersdo utilizando o aparato de fiacdo por sopro, conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Métodos estudados para modificacdo da superficie dos ndotecidos com whisker de B-quitina,
a saber: filtracdo, imersdo e aspersao.

C Whisker f-quitina Whisker f-quitina

b

30
=)

Filtragdo Imersiao Aspersio
Fonte: Autoria propria.

Para todos os métodos foram necessarios ajustes de pardmetros. Para a técnica de
filtracdo foram analisados os parametros de volume e concentracdo; para a técnica de imersao,
foram analisados o volume de suspenséo, a velocidade de agitacdo magnética e a concentragéo;
para a técnica de aspersdo, os parametros de distancia de trabalho (distancia agulha-coletor),
pressdo, vazdo e concentracdo foram analisados. Para todos os métodos foram analisadas ao
menos trés concentracdes de whiskers de B-quitina, a saber: 2,5; 1,0 e 0,5 mg g™*. Foram obtidas
imagens de MEV das amostras dos diferentes experimentos e, assim, observado o aspecto das
membranas. Os melhores resultados para modificacdo da superficie das membranas se deram
por meio da técnica de filtracdo, se mostrando mais adequada e, portanto, a escolhida para esta
etapa. Sendo assim, somente 0s resultados obtidos por essa técnica serdo apresentados no

presente estudo.

Para a modificacao por filtracdo foi utilizado um funil de Biichner de vidro de 125 mL
com placa porosa n° 03, ou seja, 15-40 um. As mantas fibrosas de PLA (obtidas por SBS e
eletrofiacdo) foram cortadas em quadrados de 4 x4 cm e colocados no funil sobre papel de
filtro. Posteriormente, foram despejados 7,5 mL de suspensdo de whiskers de B-quitina 0,5 mg
g sobre as fibras e filtrados. As mantas foram colocadas entre placas de Teflon para secagem

por cerca de 12 h.
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4.6.2 Modificacdo da superficie dos ndotecidos com Nanoparticulas de

prata

Apo6s a modificacdo da superficie da membrana com whiskers de B-quitina, a mesma
face foi submetida a uma segunda modificacdo via deposicdo de nanoparticulas de prata
empregando a técnica de SBS. A membrana foi fixada em coletor rotatério, no qual a face
contendo fibras de PLA encontrava-se posicionada juntamente ao coletor e a face contendo
whiskers virada para o lado externo, sendo que as nanoparticulas de prata foram depositadas
sobre esta Ultima. As condi¢cdes de modificacdo foram estudadas com o objetivo de obter
superficie contendo particulas distribuidas de forma homogénea. Os parametros foram
analisados, atingindo a melhor combinagéo de fatores, a saber: distancia agulha-coletor de 30
cm, distancia de protrusdo de 2 mm, vazéo da suspensdo de 15 mL h* e pressédo aplicada de 3

bar.

4.7 Caracterizacoes

4.7.1 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A morfologia dos whiskers de B-quitina foi analisada utilizando o equipamento
Microscopio JEM-2100- JEOL LaB6. A suspensédo de whiskers foi diluida para a concentracdo
de 20 mg mL™ e sonicada por 3 min utilizando dispositivo ultrassénico Hielscher Sonifier
UP400S (v = 24 kHz) acoplado ao sonotrodo de 22 mm de didmetro, com irradiagcdo
intermitente (ciclos de 50% de pulsacdo) e poténcia ajustada em 200 W. Em seguida, uma
aliquota de 70 pL desta suspenséo foi depositada sobre grade de transmissao de cobre, recoberta
com contraste de acetato de uranila e seca a 37 °C em estufa de circulacdo por aproximadamente
12h. A morfologia das nanoparticulas de prata tambem foi analisada utilizando o equipamento
Microscopio JEM-2100- JEOL LaB6. A suspensao coloidal de AgNP foi diluida 5 x e dispersa
por 3 min utilizando Ultra Turrax. Em seguida uma aliquota de 100 uL desta suspensao foi
depositada sobre grade de transmissdo de cobre e seca a 37 °C em estufa de circulacdo por
aproximadamente 12h. A partir das micrografias, o didmetro e o0 comprimento dos whiskers, e
o didmetro das nanoparticulas de prata puderam ser determinados com auxilio do programa
ImageJ 1.45 (National Institutes of Health, Bethesda, MD).
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4.7.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e Potencial Zeta () das

nanoparticulas de prata

O diametro hidrodindmico das nanoparticulas de prata e sua distribuicdo foram
analisados utilizando a técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS), por meio do
equipamento Zetasizer Nano SZ Malvern. O equipamento também permitiu a determinacao do
potencial zeta de superficie das nanoparticulas. Para cada experimento, DLS e potencial zeta,
foram retiradas 3 aliquotas da solucao coloidal aquosa de AgNP, as quais foram analisadas a
25°C.

4.7.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das superficies das membranas foi avaliada empregando um microscépio
eletronico de varredura digital modelo ZEISS LEO-440. Amostras com dimensfes de 1 cm X
1 cm foram cobertas por fina camada de ouro e a partir das micrografias, o diametro médio das
fibras pode ser determinado utilizando o programa ImageJ 1.45 (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). A distribuicdo do diametro das fibras foi determinada considerando o diametro

de, no minimo, 150 fibras de pelo menos 4 micrografias para cada amostra.
4.7.4 Espectroscopia no UV-Vis

Os espectros de absorcao na regido do ultravioleta-visivel das solucdes coloidais de
nanoparticulas de prata foram coletados em espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 na regido
de 300 a 800 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico e 4gua deionizada

como branco.
4.7.5 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Os whiskers de B-quitina foram previamente liofilizados e avaliados quanto aos grupos
funcionais existentes em sua estrutura quimica por espectroscopia na regido do infravermelho
utilizando um ATR/FTIR Bruker Tensor 27, com acessorio de refletancia total atenuada
horizontal empregando cristal de seleneto de zinco (ZnSe). Os espectros foram obtidos em

duplicata, na regido de 600 a 4000 cm, resolucéo de 4 cm™ e acimulo de 32 varreduras.
4.7.6 Andlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das membranas bicamadas e dos whiskers de B-quitina foi
analisada em equipamento TGA-50 (Shimadzu). O experimento foi executado utilizando-se
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aproximadamente 8 mg dos whiskers e 5 mg de cada amostra das membranas bicamadas, as
quais foram colocadas em porta amostra de platina e aquecidas de 25 a 700°C sob razéo de

aquecimento de 10 °C min* e atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™.
4.7.7 Medidas de angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas em um goniémetro Attension® Theta
Lite a 25 °C. Amostras com dimensdes de 1 cm x 1 cm foram fixadas em lamina de vidro com
fita dupla face e uma gota de agua deionizada (= 2 pL) foi depositada sobre a superficie da
amostra com apoio de uma seringa, sendo a imagem da gota sobre a superficie capturada por
um periodo de 10 s. Os angulos de contato dos lados direito e esquerdo da gota foram calculados
por meio do software OneAttension. Os valores de angulo de contato foram determinados
utilizando-se a média entre os angulos direito e esquerdo de cinco repetices, sendo que o
procedimento foi realizado nas duas faces das membranas, de modo a caracterizar a assimetria

do material obtido em termos de hidrofilicidade e hidrofobicidade de suas faces.
4.7.8 Potencial zeta de superficie

As analises de potencial zeta de superficie referem-se a medidas de potencial zeta na
interface solido-liquido (LUXBACHER et al., 2009; PETRINIC et al., 2018). As medidas
foram realizadas em equipamento Anton Par (Mocelo SurPASS3). Amostras foram cortadas na
dimensdo 2 cm x 1 cm e submetidas a varredura de pH (2 a 11) em solucdo. Foram analisadas
ambas as faces das membranas bicamadas apds primeira e segunda modificacdo. Para as
membranas obtidas apos a primeira modificacdo foram analisadas a face contendo fibras de
PLA e a face contendo whiskers de B-quitina. Para as membranas obtidas ap0s a segunda
modificacdo foram analisadas a face contendo somente fibras de PLA e a face contendo
whiskers de B-quitina e AgNP. O experimento foi realizado para amostras obtidas pelos dois
métodos de fiacdo empregados neste estudo e teve como objetivo avaliar as cargas na superficie

das membranas de acordo com o pH.
4.7.9 Porosidade (%)

Com o intuito de se determinar a porosidade das membranas, amostras com dimensdes
1 x 1 cm foram pesadas e submersas em 10 mL de alcool etilico a temperatura ambiente (=
25°C) (DOS SANTOS et al., 2018). Posteriormente, o conjunto foi acoplado a uma bomba de

vacuo para que o alcool etilico entrasse nos poros das membranas, sendo retirado do vacuo ao
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término da liberagdo das bolhas de ar pelas membranas. As mesmas foram retiradas do alcool
etilico, levemente secas em papel toalha e pesadas. A porosidade das membranas pbde ser

calculada por meio da Equacdo 1,

mf— m;

P(%) = .100 Equacéo 1

em que, P(%) = porosidade em porcentagem, m; = massa final das membranas (mg), m; =
massa inicial das membranas (mg), p = densidade aparente do alcool etilico a 25°C, v = volume
da amostra (mL).

O volume das amostras foi calculado multiplicando-se as medidas de espessura, altura

e comprimento das membranas, obtidas empregando-se paquimetro.
4.7.10 Propriedades mecanicas (tracéo)

As propriedades mecénicas das membranas foram analisadas por meio de ensaio de
tracdo, utilizando o equipamento TA instruments DMA Q800 com uma garra do tipo Tension
film. Para esse fim, as membranas foram cortadas nas dimensdes de 30 mm % 6,4 mm. O
experimento foi realizado com espacamento entre as garras de 5 mm, rampa de forca de 1 N
min a 18 N e forca pré-carga de 0,01 N, a 25 °C. A partir dos experimentos, foram obtidas as
curvas de tensdo (MPa) versus deformacdo (%) das membranas e assim determinadas suas
propriedades mecanicas, tais como resisténcia maxima a tragdo (MPa), modulo de elasticidade

(MPa) e alongamento maximo na ruptura (%).
4.7.11 Concentracao inibitéria minima (MIC)

A concentracdo inibitéria minima (MIC) é a menor concentracdo de agente
antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do organismo conforme detectado a
olho nu (ANDREWS, 2001; SATOH et al., 2019). A MIC das nanoparticulas de prata (AgNP)
contra bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) foi
avaliada pelo método de microdiluicdo seriada, baseado na norma M7-A®6, traduzida pela
ANVISA.(M7-A6., 2003) Meio de cultura Muller-Hinton liquido foi preparado em tubos de
ensaio previamente esterilizados. Para o preparo dos indculos, a superficie das colonias foi
tocada com uma al¢a e os microorganismos transferidos para os tubos de ensaio contendo o
meio liquido. Posteriormente, os tubos foram colocados em estufa a 37 °C overnight para

crescimento das bactérias.
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O valor de absorbéancia do indculo foi verificado e comparado com a turbidez de solucao
padrdo McFarland 0,5. Dessa forma, a turbidez do indculo foi ajustada por diluigdo de modo a
obter a concentragdo de 1 x 10° células/mL. As microplacas estéreis possuem 96 pogos com
fundo em forma de “U”, sendo identificados por letras na vertical (A, B,C,D,E,F,GeH)e
por numeros na horizontal (1 a 12). As fileiras sdo compostas da seguinte maneira:

- A: composta apenas por meio, de modo a avaliar sua esterilidade,

- B: composta por indculo + meio para avaliar a viabilidade da bacteéria,

- C: representa o controle positivo, sendo composta por meio + inoculo + antibi6tico
(estreptomicina),

- D: composta por meio + amostra para verificar a esterilidade da amostra e finalmente,

- E, F e G: compostas por meio + amostra + indculo, em triplicata, para avaliar a acao bactericida
das amostras contra as bactérias em questao.

Assim sendo, a placa foi preenchida da seguinte maneira: 100 pL de meio foram
colocados nos trés primeiros pocos das fileiras A e B e em todos os pocos das fileiras C, D, E,
F e G. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de antibidtico estreptomicina 20 mg mL™, no
primeiro poco da fileira C, o qual foi homogeneizado 5 x com auxilio de uma micropipeta, entéo
100 pL foram retirados desse poco e colocados no proximo, o qual foi homogeneizado
novamente; esses passos foram realizados até o final da fileira, gerando assim uma diluicéo
seriada de 1:2 em cada poco. Entdo, 100 puL da amostra, i. e. solucéo coloidal de nanoparticulas
de prata, foram colocados nos primeiros pocos das fileiras D, E, F, G e seguiu-se a diluicdo
seriada conforme citado anteriormente. Finalmente, 10 puL do inéculo padronizado da bactéria
foram colocados em cada um dos pogos das fileiras B, C, E, F e G. As placas foram colocadas
em estufa a 37 °C overnight para a avaliacdo do crescimento e/ou da inibicdo de bactérias.
Posteriormente, as placas foram retiradas da estufa e acrescentou-se 40 pL de cloreto de
trifeniltetrazolium (TTC) a 0,5%, sendo a presenca de uma coloracéo vermelha a evidéncia do
crescimento microbiano. A MIC ¢ entdo determinada pelo ponto final na concentracdo em que

haja uma reducéo de 80% ou mais do crescimento, quando comparado com o controle.
4.7.12 Atividade antimicrobiana

Para o estudo de atividade antimicrobiana foram analisadas as membranas ap6s a
primeira etapa de modificacdo (disposicao de whiskers de B-quitina), tanto aquelas eletrofiadas
como obtidas por SBS, em que foram avaliadas ambas as faces, ou seja, a face modificada com

whiskers e a face contendo apenas as fibras de PLA. Também foram avaliadas as membranas
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apos a segunda etapa de modificacdo (aspersdo de nanoparticulas de prata sobre a camada de
whiskers), sendo avaliadas ambas as faces da membrana, ou seja, a face modificada com
whiskers e AgNP e a face contendo apenas as fibras de PLA. Dessa forma, a atividade
antimicrobiana dos materiais obtidos contra as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Escherichia coli (ATCC 25922) foi analisada pelo teste de difusdo em &gar, baseado na norma
M2-M8 (2003) traduzida pela ANVISA. Meio de cultura Muller-Hinton liquido foi preparado
em tubos de ensaio e sélido em placas de petri, ambos previamente esterilizados. Para o preparo
dos inoculos, a superficie das colbnias foi tocada com uma alga e 0s microorganismos
transferidos para os tubos de ensaio contendo o meio liquido. Posteriormente os tubos foram
colocados em estufa a 37 °C overnight para crescimento das bactérias. O valor de absorbancia
do in6culo foi verificado e comparado com a turbidez de solucdo padrdo McFarland 0,5. Dessa
forma, a turbidez do in6culo foi ajustada por diluicdo de modo a obter a concentragio de 1 x 10°
células/mL. Para preparo das placas de petri, 100 uL da cultura in6culo previamente diluido
(1x 10° células/mL) foram colocados na superficie do meio e espalhados com auxilio de uma
alca de Drigalski previamente flambada em alcool 70%. As amostras previamente cortadas em
discos de 1 cm de diametro foram colocadas nas placas de petri em triplicata e as placas foram,
posteriormente, colocadas em estufa a 37 °C overnight para crescimento das bactérias. Apos
esse periodo, as placas foram retiradas da estufa e foi verificada a olho nu a formagéo ou nao
de halos de inibic&o.

4.7.13 Degradacéao enzimatica

Com intuito de avaliar a biodegradabilidade das membranas bicamadas, amostras de 1
cm? (1 cm x 1 cm) foram pesadas e colocadas em recipientes de vidro previamente
esterilizados (DOS SANTOS et al., 2018). Os frascos foram preenchidos com 5 mL de solugéo
tampdo fosfato estéril (PBS) (branco), pH 7,4, e solucdo contendo 5.500 unidades de
lisozima/mL em tampdo fosfato. As amostras foram incubadas a 37°C por periodos de 6h, 12h,
24h, 2 dias, 4 dias, 7 dias e 14 dias. Findados os periodos de incubacdo, as amostras foram
retiradas das solugdes, lavadas com &gua deionizada, congeladas a -50°C, liofilizadas em
liofilizador LIOTOP, modelo L101 e pesadas. A degradacdo enzimatica foi analisada pelo
calculo da massa residual (%), ou seja, a massa resultante da membrana ap0s o0 experimento.
Os ensaios foram realizados em triplicata, tanto para o ensaio controle (Tamp&o PBS) como

para em solucdo de lisozima. O célculo foi feito de acordo com a equacéo 2.
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DE(%) = g 100% Equac&o 2

em que: DE (%) = Degradacao enzimatica em porcentagem (porcentagem de massa restante apos
a degradacao), ms = massa final das membranas (mg), mi = massa inicial das membranas (mg).

4.7.14 Analise estatistica

Os resultados das analises foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5% de probabilidade, com

auxilio do programa Origin, versdo 2020 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).
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5 Resultados e discussao

5.1 Morfologias dos whiskers de B-quitina

A morfologia dos whiskers de B-quitina péde ser observada a partir das imagens obtidas
por microscopia eletronica de transmissdo (TEM), Figura 8, os quais possuem formato
alongado, como descrito na literatura (MA et al., 2014; SRIUPAYO et al., 2005; ZENG et al.,
2012; ZHANG et al., 2016). O comprimento dos mesmos varia entre 125 nm e 725 nm, com
valor médio de aproximadamente 228 nm + 114 nm. Os valores de diametro variam de 9 nm a
27 nm, com valor médio de aproximadamente 15 nm + 4 nm, apresentando uma razao
comprimento/didmetro de 15,2. Whiskers de dimensdes variadas sédo encontrados na literatura.
Ma et al. produziram whiskers a partir de a-quitina extraida de carapacas de caranguejos por
hidrolise acida, semelhante ao realizado nesse projeto, e observaram morfologia alongada e
dimensbes variadas, de forma que os valores médios de diametro e comprimento
corresponderam a 20 nm e 300 nm (MA et al., 2014). De forma semelhante, Oun, A. e Rhim,
J. obtiveram whiskers a-quitina com diametros variando entre 8 nm e 40 nm e comprimentos
entre 150 nm e 260 nm (OUN; RHIM, 2017). Whiskers de a-quitina com comprimentos na
faixa de 250-750 nm e diametros de 10-50 nm foram obtidos por Liu et al., os quais também
foram produzidos por hidrélise acida (LIU et al., 2016). O trabalho de SUENAGA et al. (2016)
apresenta a obtencdo de whiskers de B-quitina utilizando gladios de lula, os whiskers
apresentaram aspecto semelhando ao do presente estudo e valores de diametros na faixa de 3-
25 nm. A obtencdo de whiskers partindo de B-quitina é uma abordagem pouco explorada na
literatura, o que realca o carater inovador deste trabalho (ZENG et al., 2012). Dessa forma, é
possivel afirmar que a morfologia de bastonetes alongados, bem como as dimensdes estdo de

acordo com os dados encontrados na literatura, confirmando a obtencdo dos whiskers.
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Figura 8 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) de whiskers de B-quitina e suas
respectivas distribui¢cbes de comprimento (nm) e didmetro (nm).
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Fonte: Autoria propria.

5.2 Microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), Espalhamento de Luz
Dinéamico (DLS) e potencial zeta () das AgNPs.

A morfologia das nanoparticulas de prata sintetizadas por meio do método Turkevich a

90°C pode ser observada a partir das imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissédo

(TEM) na Figura 9.
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Figura 9 - Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) das nanoparticulas de prata e
grafico representando a distribuigdo de seus didmetros (nm).
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Fonte: Autoria propria.

Conforme mencionado, a sintese foi realizada empregando metodologia descrita por
GORUP et al. (2011). Como pode ser observado pelas imagens de TEM, Figura 9, as
nanoparticulas obtidas apresentam formato esférico, com diametros variando de 1 a 3 nm,
apresentando valor médio de 2,1 + 0,4 nm, com maior frequéncia em 2,3 nm.

Os dados da literatura com relacdo a diametros de nanoparticulas séo muito variados, a
depender de inumeros fatores, como método empregado e temperatura. Além disso, a
bioatividade contra bactérias esta interligada a dois fatores principais: o formato e o didmetro
das nanoparticulas (ZHENG et al., 2018).

No estudo realizado por Agnihotri et al. (2014), AgNP esféricas com didmetros variando
de 5-100 nm foram produzidas e suas atividades antimicrobianas foram analisadas. As melhores
atividades foram obtidas para AgNP de menor diametro, comprovando a forte influéncia do

tamanho da nanoparticula em sua atividade antibacteriana. Dessa forma, os tamanhos obtidos
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para as nanoparticulas de prata estdo satisfatorios quando comparados a outros dados da
literatura e seu valor baixo pode levar a uma maior atividade antimicrobiana.

O diametro hidrodindmico das AgNPs em suspenséo foi medido pelo espalhamento de
luz dindmico (DLS) decorrido do movimento Browniano das particulas (SMIECHOWICZ et
al., 2011). A andlise foi realizada em triplicata e suas respectivas curvas estdo apresentadas na
Figura 10.

Figura 10 - Curvas de intensidade (%) dos diametros hidrodindmicos das nanoparticulas de prata.
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Fonte: Autoria propria.

As curvas apresentadas na Figura 10 mostram que ha dois picos para os diametros
hidrodinamicos das AgNPs, sendo que o primeiro representa a maior porcentagem, mostrando
que a maior parte das nanoparticulas possui um didmetro hidrodindmico de 21 £ 2 nm, em
média. O segundo pico, menos intenso, mostra um diametro médio de 120 + 35 nm, o qual pode
representar particulas aglomeradas. Entretanto, a intensidade deste € bem menor em relacdo ao
primeiro, evidenciando que, a maior parte das particulas em solugdo ndo estdo aglomeradas.
Além disso, pode-se observar que as imagens de TEM (2,1 nm £ 0,4 nm) mostraram um
didmetro muito menor em relacdo ao experimento de DLS, e isso ocorre pois quando as
nanoparticulas estdo dispersas em um meio liquido, forma-se uma camada de solvatacdo em

sua superficie (SMIECHOWICZ et al., 2011). Assim, o diametro hidrodinamico ndo representa
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0 tamanho apenas das nanoparticulas, mas também leva em consideracdo a camada de
solvatacdo que elas apresentam.

O equipamento Zetasizer Nano ZS Malvern também permite determinar a carga de
superficie das nanoparticulas pela medida do potencial zeta, o qual refere-se a carga da
bicamada elétrica que recobre a particula (NEGM; TAWFIK; ABD-ELAAL, 2015). Este valor
permite analisar a estabilidade da solugéo coloidal, uma vez que, quanto mais negativas ou mais
positivas sdo as nanoparticulas, maior sera a repulsdo eletrostatica entre elas e assim, menor
sera a tendéncia a agregacdo. Estudos mostram que valores de potencial zeta maiores que + 30
mV ou menores que — 30 mV podem favorecer a estabilidade da solugdo coloidal (NEGM;
TAWFIK; ABD-ELAAL, 2015). As andlises foram realizadas em triplicata e as médias dos
valores obtidos foi de -36,7 mV + 8,1 mV. O experimento indica que a carga nas superficies
das particulas ¢ alta, o que contribui para manter a suspensao estavel, confirmando, portanto,

os resultados obtidos na anélise de DLS.
5.3 Morfologia das membranas bicamadas

Na Figura 11 estdo representadas fotografias das membranas de PLA obtidas pelos
processos de SBS e eletrofiacdo antes das etapas de modificacdo. Pode-se observar que a
membrana de SBS apresenta um aspecto mais rugoso em comparacao ao aspecto mais liso da
superficie da membrana de eletrofiacdo. As medidas de espessura das membranas obtidas por
micrémetro digital mostraram que a membrana de SBS é mais espessa em relacdo a obtida por
eletrofiacdo, apresentando um valor médio de 0,220 + 0,035 mm para o processo de SBS e

0,069 + 0,002 mm para o processo de eletrofiacao.
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Figura 11 — Imagens das mantas de PLA obtidas pelos processos de (A) SBS e (B) eletrofiacéo.
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 12 podem ser observadas as morfologias das fibras compostas somente por
PLA obtidas pelos processos de SBS e eletrofiacdo, bem como os histogramas dos didmetros

das fibras obtidas.
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Figura 12 - Micrografias das superficies das mantas de PLA obtidas pelos processos de (A) SBS e (B)
eletrofiacdo e seus respectivos histogramas de didmetro das fibras.
~ - PLA SBS

25+ d =1,6 0,5 pum

20+

Froquéncia
@

500 1000 1500 2000 2500 3000

Didametro (nm)

PLA eletrofiaciio

d=346+81 nm

Frequéneia

200 300 400 S$00 [:1ed]

: Divametro (nm)

Fonte: Autriprépria.

Na Figura 12 observa-se que foi possivel a formacao de fibras por ambos 0s processos,
com quantidade insignificante de beads, indicando éxito na etapa de obten¢do dos ndotecidos
de PLA. As diferencas entre os processos ja se evidenciam na morfologia, em que se observa
fibras mais homogéneas, com menor dispersdo de valores de diametros, comparadas aquelas
obtidas por SBS em solugdo. Além disso, o didmetro médio das fibras eletrofiadas tem
aproximadamente 346 nm + 81 nm, enquanto este valor é de 1,6 um * 0,5 um para as fibras
obtidas por SBS. A diferenca nos valores de didmetro observada para os diferentes processos
pode ser explicada, em parte, pelas diferentes concentracdes de polimeros utilizadas, sendo 10%
(m/v) para eletrofiacdo e 12% (m/v) para SBS. Estudos evidenciam que quanto maior a
concentracdo da solucdo polimérica, maior a viscosidade da solucdo e, consequentemente,
maior sera o diametro das fibras obtidas para ambos 0s processos. Entretanto, conforme citado
anteriormente, a obtencdo das fibras por ambos 0s processos passou por etapas de otimizagéo,
sendo que essas concentracoes, 10% (m/v) para eletrofiacdo e 12% (m/v) para SBS, levaram as
melhores fibras e mantas de aspecto semelhante, ndo sendo possivel utilizar a mesma
concentracdo para a solugdo polimérica. Outra explicagdo estd nas diferencas dos proprios

processos, pois, durante a formac&o de fibras por SBS, um jato de solucdo é submetido a arraste
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aerodindmico, sendo assim, as forcas de cisalhamento que atuam sobre a solucdo polimérica
sdo responsaveis pelo alongamento da fibra e, portanto, pela distribuicdo de didmetro das
mesmas (DARISTOTLE et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013). O maior didametro médio e
heterogeneidade das fibras de SBS podem ser resultado de turbuléncias causadas por alto fluxo
de ar. Entretanto, o alto fluxo foi necessério devido a alta viscosidade da solucdo polimérica. Ja
a formacdo de fibras por eletrofiacdo é controlada por forcas repulsivas eletrostaticas que
superam a tensao superficial, enquanto o jato é ejetado de uma agulha (DARISTOTLE et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2013). O alongamento por forgas elétricas que ocorrem na superficie
do jato é mais dependente da tensdo superficial e da tensdo aplicada, sofrendo menos oscilacdes,
podendo ser responsavel pela maior homogeneidade dos diametros das fibras (DARISTOTLE
etal., 2016; OLIVEIRA et al., 2013).

Nas Figuras 13 (A) e (B) sao apresentadas as micrografias das membranas produzidas
por SBS, evidenciando as superficies modificadas e ndo-modificadas com whiskers, Figura 13
(A), e com whiskers e AgNP, Figura 13 (B) e suas respectivas imagens macroscopicas.

Nas Figura 13 (C) e (D) sdo apresentadas as micrografias das membranas produzidas
por eletrofiacdo, evidenciando as superficies modificadas e ndo-modificadas com whiskers,
Figura 13 (C), e com whiskers e AgNP, Figura 13 (D) e suas respectivas imagens
macroscopicas. As setas pretas indicam as faces contendo as fibras de PLA e as setas vermelhas

indicam as faces modificadas.
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Figura 13 - Micrografias das superficies das membranas obtidas por SBS (A) modificada com whiskers
de B-quitina e (B) whiskers de B-quitina e AgNP, e por eletrofiacdo (C) modificada com whiskers de B-
quitina e (D) whiskers de B-quitina e AgNP, evidenciando as faces com e sem modificagdo, e suas
respectivas imagens macroscopicas.
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Fonte: Autoria propria.

Como pode ser observado, a primeira etapa de modificagdo, filtracdo de suspensao de
whiskers de B-quitina sobre a membrana composta por fibras de PLA, resulta em um filme em
uma de suas faces, através do qual é possivel observar a estrutura das fibras, sendo este,
portanto, um filme supostamente fino. Esse filme teria por funcdo tornar essa superficie da
membrana bicamada hidrofilica, uma vez que ficard em contato com a lesdo. Por meio da
imagem macroscopica é possivel visualizar duas camadas distintas, em que uma apresenta um
aspecto mais brilhante, whiskers de B-quitina, e a outra mais opaca, nanofibras de PLA.

A segunda etapa, consistindo na asperséo de AgNP sobre o filme de whiskers, ndo causa

mudancas na superficie das membranas preparadas for SBS e eletrofiacdo, conforme pode ser
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visto nas micrografias 11 (B) e (D), respectivamente. Nas fotografias é possivel, novamente,
visualizar duas camadas distintas, em que uma apresenta 0 aspecto mais opaco, composto por
nanofibras de PLA, e a outra apresenta um aspecto brilhante, porém agora, com coloracdo mais
amarelada, composta por whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata. Conforme
mencionado, o0 aspecto brilhante surge a partir da deposi¢cdo dos whisker, enquanto que a
coloracdo amarelada aparece ap0s a deposi¢do das nanoparticulas de prata, sendo esta uma
evidéncia da presenca das mesmas nas superficies das membranas. Para confirmar a presenca
da prata nas membranas bicamadas foi realizada analise de Espectroscopia de Raios X
por Energia Dispersiva (EDS), a qual é uma técnica associada a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) que permite uma anélise semi-qualitativa da composi¢do quimica do
material. A analise foi feita em uma area relativamente pequena do material, portanto, ndo é
possivel analisar a concentracdo do metal encontrado, apenas verificar sua presenca, sendo
utilizada neste estudo, de forma qualitativa. Na Figura 14 podem ser observados os graficos de
EDS para as faces contendo AgNP + whiskers das membranas obtidas apds segunda

modificacéo.

Figura 14. Gréficos de Espectroscopia de Raios X por Energia Dispersiva (EDS) das faces contendo
AgNP + whiskers das membranas obtidas por SBS e eletrofiacéo.
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Fonte: Autoria propria.

Nos graficos presentes na Figura 14, pode-se observar picos caracteristicos de C e O
devido a presenca de quitina e PLA. O pico de Na pode ser devido a sintese das nanoparticulas
de prata ser realizada em meio de citrato de sodio. O pico intenso de Au ocorre devido ao
recobrimento das amostras com este metal. Também observam-se picos caracteristicos de Ag,

confirmando a presenga das nanoparticulas de prata nos materiais. Conforme citado, a
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deposicao de AgNP nas superficies devera conferir fun¢do antimicrobiana para as membranas,
propriedade de extrema importancia para o processo de regeneracgéo tecidual.

Adicionalmente, na Tabela 1 podem ser observados os diametros medios das fibras e as
espessuras médias das membranas obtidas pelos processos de SBS e eletrofiacdo apds seu
processamento, bem como ap6s as deposi¢des de outras camadas sobre as superficies. As
espessuras médias foram medidas por meio de micrémetro digital, utilizando-se ao minimo 20

medidas por membrana para realizar o calculo da meédia.

Tabela 1 - Didmetros médios das fibras e espessuras médias das membranas de PLA obtidas pelos
processos de SBS e eletrofiacdo.

Processo
o % < %
Processo SBS Diametro (um) eletrofiacdo Diametro (nm)
PLA 1,6+0,5°2 PLA 346 £81°
PLA + w (Face PLA) 1,6+0,52 PLA + w (Face PLA) 366 + 98 °
PLA +w + AgNP a PLA +w + AgNP b
(Face PLA) 1,706 (Face PLA) STL£T7
Processo
%
Processo SBS Espessura (mm) eletrofiacio Espessura (mm)
PLA 0,220 + 0,035¢ PLA 0,069 £ 0,004
PLA w 0,182 +0,018%? PLA w 0,073 + 0,002"
PLA w Ag 0,190 +0,015” PLA w_Ag 0,076 + 0,011°

*Média £+ desvio padrdo. Valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca
significativa a 5% de probabilidade de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: Autoria prépria.

E possivel observar que os didmetros das fibras das membranas néo sofreram mudancas
com os processos de modificacdo. Também néo foi possivel observar diferencas morfologicas
por meio das microscopias, confirmando assim, que as etapas de modificacdo ndo alteram
drasticamente a morfologia das fibras. Em todas as membranas, a camada de fibras permanece
com seu aspecto original, mostrada na Figura 12, a qual teria a capacidade de mimetizar a matriz

extracelular, funcionando como suporte para fixacéo e proliferacdo de células.
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5.4 Espectro UV-Vis das nanoparticulas de prata (AgNP)

A prata coloidal é particularmente interessante devido as suas propriedades como boa
condutividade elétrica, estabilidade quimica, atividades catalitica e antibacteriana (SHARMA,;
YNGARD; LIN, 2009). O método mais frequentemente utilizado para producéo de AgNP € a
reducdo quimica, utilizando redutores tais como boro-hidreto de sodio, citrato de sodio, &cido
ascorbico, entre outros (SHARMA; YNGARD; LIN, 2009). O método de reducdo quimica do
nitrato de prata, também conhecido como Método do Citrato, foi proposto originalmente por
Turkevich, sendo muito utilizado devido ao fato de ser atdxico, de simples execucdo, baixo
custo e reprodutivel (KUMAR; GANDHI; KUMAR, 2007; NGO et al., 2016). Um esquema do
mecanismo da sintese estd representado na Figura 15, em que, inicialmente, a reducdo de
complexos com ions Ag* leva a formagdo de atomos de prata (Ag°). Neste estagio, ha a
tendéncia de que os atomos reduzam a sua area de superficie e formem clusters por
aglomeracdo, os quais, finalmente, levam a formacdo de particulas (AGNIHOTRI,;
MUKHERJI; MUKHERIJI, 2014). Entretanto, apenas uma fracdo dos ions prata é reduzida,
resultando em ions prata no meio e, consequentemente, novos nucleos serdo formados enquanto
as particulas formadas inicialmente continuardo a crescer. Este processo causa uma ampla
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas. A utilizacdo do hidréxido de amonio ao final da
reacao tem por justificativa impedir o crescimento de particulas e a geracdo de novos nucleos,
uma vez que o excesso adicionado forma imediatamente os complexos solUveis de diamin prata

(1), ligando todo o Ag™ livre no sistema ap6s a nucleacdo (GORUP et al., 2011).

Figura 15 - Representacdo do mecanismo da sintese de Nanoparticulas de prata, mostrando suas etapas
de reducdo, aglomeracao e por fim, formacgéo das nanoparticulas.
Cions citrato
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Fonte: Adaptado de Agnihotri et al., 2014, p. 3977 e Polte, 2015, p. 6818.(AGNIHOTRI; MUKHERJI;
MUKHERJI, 2014);(POLTE, 2015).

Nucleos de Ag°®

Quando as particulas coloidais sdo muito menores que o comprimento de onda da luz

visivel, as solugdes apresentam uma cor amarela com uma banda intensa na faixa de 400 nm
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no espectro de absorcdo, o que pode ser observado na Figura 16 (B) e (A), respectivamente

(SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

Figura 16 - (A) Espectro de UV-Vis das nanoparticulas de prata (AgNP) sintetizadas e (B) Foto digital
da solugdo coloidal de nanoparticulas de prata sintetizada.
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Fonte: Autoria propria.

A banda de absorcéao centrada em 401 nm é atribuida a banda de ressonancia plasmonica
de superficie da prata (MASOQD et al., 2019; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009; ZHANG et
al., 2019). Além disso, essa banda também evidencia que as nanoparticulas obtidas tém forma
principalmente esférica, de acordo com a teoria de Mie, e ndo formam particulas anisotrdpicas
(BIAO et al., 2017; ZHANG et al., 2019). A forma esférica das nanoparticulas também pdde

ser comprovada por imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM).

A concentracdo de Ag® na solucdo foi estimada por meio da Equagdo 3 descrita por
Dong et al. (2012).
4Ag* + C4H50,Naz; + 2H,0 — 4Ag° + C¢HsO,Hs + 3Na* + H* + 0,17  Equacdo 3

Sabe-se que apenas uma fracdo de prata € reduzida e que o processo ocorre de acordo
com a Equacdo 3. Dessa forma, a concentracdo méaxima possivel da solucdo coloidal pode ser
estimada, considerando que toda a prata sofreu reducéo, sendo essa 105 pg mL™. Este célculo
sera importante para determinacdo da minima concentracdo inibitéria (MIC), descrita

posteriormente.
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A estabilidade da solugdo coloidal de nanoparticulas de prata foi avaliada por meio de
espectroscopia UV-Vis, mostrada na Figura 17. Dessa forma, uma nova sintese foi realizada e

sua absorbancia foi monitorada durante 43 dias, com intervalos de 7 dias entre as medidas.

Figura 17 - (A) Espectro de UV-Vis das AgNPs durante o periodo de 43 dias, sendo medidas a cada 7
dias.

Manoparticulas de prata 90 °C

0,35 -
i .E Abs: 032
0,30- N Abs: 031
A Abs: 0,28
0,25 4 |
£ 020- i — 1 dia
1"% 8 digﬂ
= 0154 : 15 dias
) i 22 dias
010 i 29 e 36 dias
' : 43 dias
0,05 i 55416 nm
410 nm :
0,00 4 4.[” 1 I: H _ : _ r - : §
300 400 500 600 700 2800

comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria prépria.

Pode-se observar que no primeiro dia de sintese as nanoparticulas apresentavam
absorbancia de 0,28 e Amax = 401 nm. No grafico, observa-se que apds 7 dias, as nanoparticulas
apresentaram absorbancia de 0,31 ¢ Amax = 410 nm e apos 15 dias, apresentaram absorbancia de
0,32 e Amax =416 nm. Entretanto, as pequenas mudancas observadas nao apresentam diferencas
significativas, podendo ter sido causadas pelo erro intrinseco do equipamento. Apds esse
periodo, os valores que se mantiveram quase sem alteracdo até completar os 43 dias de
observacdo, indicando a estabilidade da solu¢do. O deslocamento da banda de plasmon de
superficie para maiores valores de comprimento de onda e seu alargamento indicam um ligeiro
aumento das dimensdes das nanoparticulas de prata (JEONG et al., 2015; SOLOMON et al.,
2007). Entretanto, o formato das bandas continua semelhante ao apresentado pelas AgNPs no
primeiro dia da analise, indicando, portanto, que as nanoparticulas continuam apresentando
formato esférico. O experimento permite concluir que o método de sintese permitiu a obtencédo

de uma solucdo coloidal estavel, mesmo apds 43 dias de sintese.
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5.5 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos whiskers de B-quitina, bem como das fibras de PLA
obtidas pelos processos de eletrofiacdo e SBS encontram-se na Figura 18. No espectro dos
whiskers é possivel observar bandas caracteristicas de deformacdes axiais de N-H e O-H em
3276 cm, 3100 cm™ e 3400 cm™, respectivamente (MA et al., 2014; ZHANG et al., 2016). As
bandas presentes em 1660 cm™ e 1630 cm™ correspondem as vibragoes de amida I (deformacio
axial de -C=0 e deformagéo angular de -NH_, respectivamente), que sdo associadas a interagoes
intermoleculares, sendo a primeira banda relacionada as ligagcdes hidrogénio de grupos C=0 e
N-H, enquanto a segunda esta relacionada as liga¢Ges hidrogénio envolvendo grupos C=0, N-
H e O-H ligado ao carbono da posicdo 6 do anel de glicopiranose (CAMPANA-FILHO;
SIGNINI, 2001). A banda em 1552 cm é referente a amida Il, referente aos estiramentos da
ligacdo C-N e deformacdo angular da ligacdo N-H. As bandas observadas na regido de 3000
cm™ a 2800 cm™ correspondem a deformacdo axial de C-H e as localizadas em torno de 1155
cm? e 1030 cm™ estdo relacionadas aos estiramentos das ligagGes glicosidica C-O-C e C-O,
respectivamente (LIU et al., 2016; OUN; RHIM, 2017).

Os espectros das fibras de PLA obtidas pelos processos de SBS e eletrofiacdo
apresentaram as mesmas bandas caracteristicas do PLA. A banda em 1759 cm? ¢
correspondente ao estiramento do grupo C=0, aquela presente em aproximadamente 1180 cm"
! equivale aos estiramentos do grupo C-O-C e a banda central em 1083 cm™ é referente ao
estiramento da ligagdo C-O. E possivel, também, observar duas bandas em 2996 cm™ e 2945
cm?, as quais correspondem as deformagGes axiais assimétrica e simétrica do grupo CHs,
respectivamente. Além disso, as bandas presentes em 1127 cm™ e 1043 cm™ sdo devidas a
deformacdo angular assimétrica do grupo CHs e ao estiramento do grupo C-CHs,
respectivamente (FLORES et al., 2019; PAPADOPOULOU et al., 2019; Ql et al., 2019).
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Figura 18 - Espectros na regido de infravermelho dos materiais: a) whisker de B-quitina e b) Fibras de
PLA obtidas pelos processos de eletrofiacdo e SBS.
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Nas figuras 19 e 20 estdo apresentados os espectros na regido de infravermelho das
membranas bicamadas de PLA produzidas tanto pelos métodos de SBS como por eletrofiacao,
exibindo a primeira etapa de modificacdo (camada de whiskers de -quitina) e apos a segunda
etapa de modificacdo (aspersdo de AgNP sobre a camada de whiskers). Em relacdo as amostras
resultantes da primeira modificagdo, pode-se observar que o espectro da face composta por

fibras de PLA apresentou as mesmas bandas referentes a fibra ndo modificada e nao apresentou
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bandas caracteristicas dos whiskers de B-quitina. A face composta por whiskers de p-quitina
também apresenta as bandas caracteristicas observadas em seu espectro anterior a modificagéo.
Entretanto, é possivel observar uma banda caracteristica de PLA em 1759 cm™, correspondente
ao estiramento do grupo C=0, mas pouco intensa. Uma possivel explicacdo para o
aparecimento dessa banda seria a espessura muito fina do filme de whiskers de p-quitina. Além
disso, as bandas de amida | da quitina, anteriormente divididas em duas, 1660 e 1630 cm™,
passaram a ter intensidades praticamente iguais, apresentando apenas uma banda, o que
confirma a presenca de ligacdo hidrogénio entre os grupos C=0 de PLA e os grupos amida da
quitina, confirmando a interacdo entre as faces, fendbmeno também observado no estudo
realizado por SHAMSHINA et al. (2018), no qual foram produzidas fibras a base de PLA e
quitina. Dessa forma, os espectros comprovam que foi possivel a obtencdo de uma membrana
bicamada, em que uma face é composta apenas por fibras de PLA (independente do processo

pelo qual foi obtida) e a face oposta é revestida por uma camada fina de whiskers de B-quitina.
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Figura 19 - Espectros de FTIR das membranas obtidas por SBS: Fibras de PLA (SBS) + whisker de f3-
quitina, e fibras de PLA (SBS) + whisker de B-quitina + AgNP, evidenciando ambas as faces das

membranas.
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Figura 20 - Espectros de FTIR das membranas obtidas por eletrofiacdo: Fibras de PLA (eletrofiagdo) +
whisker de B-quitina, e Fibras de PLA (eletrofiacdo) + whisker de B-quitina + AgNP, evidenciando
ambas as faces das membranas.
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O mesmo padréo de espectros é observado apos a segunda modificacdo, comprovando
a existéncia de duas camadas de estruturas quimicas diferentes. Geralmente, evidéncias da
presenca de nanoparticulas podem ser observadas, como no estudo realizado por SONG et al. (
2019), no qual foi desenvolvido um hidrogel a base de B-quitina e nanoparticulas de prata. Os

resultados obtidos por estes autores pela espectroscopia na regido de infravermelho mostraram
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uma diminuigdo da intensidade das bandas de OH e NH, podendo ser uma evidéncia da
interacdo de coordenacédo entre as AgNP e a matriz de quitina. Caracteristicas semelhantes
foram observadas por GUO; DUAN e ZHANG (2016), os quais produziram microesferas
compostas por nanofibras de quitina e AgNP, em que houve uma diminuicdo da intensidade
relativa em bandas caracteristicas do espectro no infravermelho, indicando que a prata interagia
com os grupos OH, C-O-C ou amida da quitina. A Unica diminuicao de intensidade perceptivel
no espectro das membranas apds a segunda modificacdo € a da banda presente em
aproximadamente 1630 cm, referente & amida I, podendo ser um indicio da interagdo com as
AgNP.

5.6 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica dos whiskers de B-quitina e das membranas obtidas foi
determinada por meio da andlise termogravimétrica. As curvas de TG e DTG dos whiskers de
B-quitina estdo apresentadas na Figura 21, e na Tabela 2 estdo as temperaturas caracteristicas
dos eventos e correspondentes perdas de massa. Podem ser observados dois eventos térmicos
principais, sendo que o primeiro ocorre na faixa de 21-150 °C, o qual apresentou uma perda de
massa de 10,7% e corresponde a evaporacdo da dgua adsorvida nos whiskers (WANG et al.,
2020). O segundo evento ocorre na faixa 206-456 °C, em que houve perda de massa de 67,2%,
e é referente a decomposicdo térmica do polissacarideo, incluindo a desidratagcdo dos anéis e

decomposicdo de unidades acetiladas e desacetiladas de quitina (WANG et al., 2013).
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Figura 21 - Curvas de TG (a) e DTG (b) dos whiskers de B-quitina.
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Tabela 2 - Temperaturas caracteristicas e correspondentes perdas de massa referentes & degradagdo
térmica dos whiskers de B-quitina.

Primeiro estagio Segundo estagio
Amostra Faixa  Am (%)* Faixa ;,%r;ief Am (%)*
Whiskers de ;45 10,7 206-453 2837 67,2
B-quitina

*Am (%) = perda de massa; ** Tonset = Temperatura onset.
Fonte: Autoria propria.

Na Figura 22 podem ser observadas as curvas de TG e DTG das membranas de PLA
obtidas pelos processos de SBS e eletrofiagdo, bem como das membranas bicamadas obtidas
ap6s a primeira e segunda etapa de modificacdo. Na Tabela 3 estdo as temperaturas

caracteristicas dos eventos e correspondentes perdas de massa.
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Figura 22 - Curvas de TG (a) e DTG (b) das membranas bicamadas.
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Fonte: Autoria propria.

Temperatura (°C)

Para as amostras contendo apenas PLA, independente do processo pelo qual as fibras

foram obtidas, € possivel observar apenas um evento térmico, o qual é resultado da degradacao
e despolimerizacao do poli (acido lactico) (LV; ZHANG; TAN, 2019). Entretanto, para as fibras
obtidas por SBS este evento encontra-se na faixa de 236-408°C, com valor de Tonset = 323 °C,

enquanto que para as obtidas por eletrofiacdo a faixa corresponde a 203-400 °C, com valor de

Tonset = 304 °C, mostrando que as mantas obtidas pelo processo de SBS possuem maior

estabilidade térmica. Uma possivel explicacdo encontra-se nos diferentes didmetros médios das

fibras, sendo esses 1,6 + 0,5 um e 346 + 81 nm para 0s processos de SBS e eletrofiacao,

64



respectivamente, o que resulta em maior razdo &rea superficial/volume para as fibras
eletrofiadas, diminuindo sua estabilidade térmica (OLIVEIRA et al., 2013). Resultados
similares foram encontrados por REZAEI et al. (2014), os quais analisaram a estabilidade
térmica de fibras eletrofiadas de diferentes didmetros (223 nm e 545 nm), observando maior
estabilidade para aquelas com maior didmetro. Além disso, sabe-se que a cristalinidade de um
polimero influencia suas propriedades, incluindo mecénicas e térmicas. Nesse sentido, um
menor grau de cristalinidade geralmente implica temperaturas mais baixas de decomposicéao
térmica (TAMPAU; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT, 2020). Os processos de SBS e
eletrofiacdo geram fibras com diferentes graus de cristalinidade, e isso se deve a velocidade
mais alta e as forcas caracteristicas do SBS que favorecem a orientagdo das cadeias, levando a
uma maior cristalinidade do que a eletrofiacdo (SOUZA et al., 2014). Sendo esta outra
explicacdo possivel para as diferencas nas temperaturas de Tonset para 0s processos (SOUZA et
al., 2014).

Tabela 3 - Temperaturas caracteristicas e correspondentes perdas de massa referentes a degradacao
térmica das membranas bicamadas.

PLA SBS PLA PLA eletro
Amostra PLA SBS f Vbﬁszfs + whiskers eFI)eLt'rAé) eletro  + whiskers
+ AgNP + whiskers  +AgNP

Faixa (°C)  236-408 25-125 25-125  203-400  25-125 25-125

(@]
“ O
28 Am©@)* 97,2 0,4 1 957 0,1 1,1
e
= I,%r;ie,f 3235 i i 304,4 i i
o aixa - - - - - -
o Fai 206-455  220-423 228-444  212-444
(@)
‘g Am (%) - 94,3 89,6 - 92,2 86,5
o
ge Tonset
= o 329,7 309 - 330,5 304,8
D
9 Residuo (%) 2,7 5,7 10,3 43 7.8 13,5

*Am (%) = perda de massa; ** Tonset = Temperatura onset.
Fonte: Autoria propria.

As membranas bicamadas modificadas com whiskers de B-quitina apresentaram dois
eventos térmicos, sendo o primeiro na faixa de 25-125 °C, o qual é resultado da evaporacdo da
agua adsorvida nos whiskers. Para as membranas obtidas apds a primeira modificagcdo (PLA
SBS + whiskers e PLA eletro + whiskers), a perda de massa desse evento foi de 0,4 e 0,1%. O
segundo evento térmico, na faixa de 206-445 °C, corresponde a decomposicdo térmica do
polissacarideo, incluindo a desidratacdo dos anéis e decomposi¢cdo de unidades acetiladas e
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desacetiladas de quitina, além da degradacdo e decomposicéao do poli (4cido lactico), cuja perda
de massa foi de 94,3 e 92,2% para as membranas obtidas por SBS e eletrofiagéo,
respectivamente. Além disso, pode-se observar que houve um pequeno aumento nos valores de
Tonset das membranas apos a primeira modificagdo, mostrando uma ligeira maior estabilidade
térmica apds essa etapa. Conforme mencionado, é provavel que existam ligacdes hidrogénio
entre os grupos C=0 do PLA e os grupos amida da quitina (SHAMSHINA et al., 2018), sendo
assim, essa interacdo pode dificultar o movimento das cadeias moleculares, resultando em
maior estabilidade térmica para as membranas contendo whiskers e, consequentemente,
maiores valores de Tonset. LIU et al. (2017b) obtiveram resultados semelhantes, os quais
desenvolveram nanofibras de PLA e whiskers de celulose, as quais também apresentaram maior
estabilidade térmica com o aumento da concentracdo de whiskers na fibra.

Para as membranas posteriores a segunda modificacdo, PLA SBS + whiskers + AgNP e
PLA eletro + whiskers + AgNP, a perda de massa foi de 1,0 e 1,1 % no primeiro evento. Uma
hipo6tese para este aumento seria a maior adsor¢do de agua na superficie dos whiskers durante
0 processo da segunda modificacdo (aspersao de AgNP). O segundo evento térmico, na faixa
de 212-444 °C, corresponde a degradacdo da quitina e do PLA, cuja perda de massa foi de 89,6
e 85,6% para as membranas obtidas por SBS e eletrofiacéo, respectivamente. Em contraste com
dados encontrados na literatura (ABDEL-MOHSEN et al., 2013; BLANCO; BOTTINO, 2016;
MAZIYA; DLAMINI; MALINGA, 2020), em que a incorporagdo de nanomateriais
inorganicos aumenta a estabilidade térmica dos polimeros, foi observada uma diminuicdo da
Tonset das membranas bicamadas apo6s a incorporagdo de AgNP. Esse fenémeno pode ser
explicado devido a atividade catalitica das nanoparticulas de Ag, que ocasionaram diminuicao
da energia de ativacdo, favorecendo a degradacdo (KAMAL et al., 2017).

Outro fator a ser analisado é o aumento na porcentagem de residuo carbonizado de
acordo com as etapas de modificacdo. O aumento observado para a primeira modificacdo é
consequéncia da adicdo de whiskers de B-quitina, e 0 aumento para a segunda € gerado pela
adicdo de AgNP, sendo esta uma evidéncia da presenca de nanoparticulas.

5.7 Medidas de angulo de contato

A molhabilidade de uma superficie em relacdo a agua, também conhecida como
hidrofobicidade / hidrofilicidade, € considerada uma das propriedades de superficie que mais
afeta a resposta bioldgica de um material a ser implantado, sendo de fundamental importancia
para aplicagdes em curativos (OLIVEIRA; ALVES; MANO, 2014). Estudos mostram que para

66



uma atividade eficaz das membranas bicamadas em curativos, é necessario que a camada
interna, em contato com a pele, seja hidrofilica, de modo a absorver o exsudato em excesso
liberado em feridas (MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; WU et al., 2016). Ja a face
externa de um curativo é desejavel que apresente comportamento hidrofobico, de forma a evitar
a desidratacéo do leito da ferida (MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; WU et al., 2016).
Alem disso, as células sdo mais propensas a aderir e proliferar em curativos com hidrofilicidade
moderada (angulo de contato com a agua em torno de 40 °- 70 °) do que em hidrofilicos (angulo
de contato com &gua < 20 °) ou hidrofobicos (angulo de contato com agua > 90 °) (MIGUEL
etal., 2014; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; OLIVEIRA; ALVES; MANO, 2014). A
molhabilidade de uma superficie pode ser alterada de varias formas, por exemplo, pela
introducdo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos ou até mesmo alterando sua rugosidade
(MIGUEL et al., 2014; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; OLIVEIRA; ALVES;
MANO, 2014; WU et al., 2016).

Na Figura 23 podem ser observados os valores medios de angulos de contato obtidos
para cada superficie das membranas bicamadas desenvolvidas neste trabalho. Observa-se que,
tanto o nédotecido obtido por SBS quanto o obtido por eletrofiacdo apresentaram caréater
hidrofébico, visto que os valores de angulo de contato foram de 122,2° + 3,5 e 88,6° 1,2,

respectivamente.
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Figura 23 - Angulo de contato médio das membranas bicamadas produzidas pelos métodos de a) SBS
e b) eletrofiacdo, e suas conseguintes modificacGes com whiskers de B-quitina e AgNP. Valores com
letras diferentes no mesmo grafico apresentam diferenca significativa a 5% de probabilidade de acordo
com o teste de Tukey.
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A diferenca de valores pode ser atribuida a morfologia das fibras, sendo que as obtidas
por SBS sdo mais heterogéneas, conforme observado pelas micrografias, em que a superficie
por elas compostas, supostamente, mais rugosas em comparacdo aquelas das mantas
eletrofiadas. A rugosidade € um amplificador na teoria de Wenzel: se uma superficie
quimicamente hidrofobica é rugosa, torna-se ainda mais hidrofébica; se uma superficie
hidrofilica é rugosa, torna-se mais hidrofilica, sendo uma possivel explicagdo para o
comportamento observado neste estudo (WENZEL, 1936; WU et al., 2016). Outro fator que
pode ter contribuido para esse resultado é a capilaridade, sendo esta a propriedade fisica que 0s
fluidos tém de subirem ou descerem tubos extremamente finos. Em fibras, capilaridade pode
ser considerada como o fluxo de um liquido em um substrato poroso, impulsionado por forgas

capilares (PATNAIK et al., 2010). As fibras obtidas por eletrofiagédo possuem didmetros e poros
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menores do que as fibras obtidas por SBS, conforme observado nas micrografias da Figura 12,
apresentando mais intensamente forgas capilares do que as fibras obtidas por SBS. Embora
essas forcas ndo sejam suficientes para molhar completamente o tecido, podem favorecer para
que sua superficie exiba menor hidrofobicidade em relacéo as obtidas pelo processo de SBS.

E possivel observar também a diferenca no comportamento das faces das membranas
apos a modificagdo com whiskers de B-quitina, diminuindo o &ngulo de contato
consideravelmente para um comportamento hidrofilico moderado (40° - 70°), mais indicado
para curativos, apresentando angulos de contato na faixa intermediaria de 55,7° — 64,4°
(MIGUEL et al., 2014; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; OLIVEIRA; ALVES;
MANO, 2014). Este comportamento encontra-se de acordo com o esperado, uma vez que 0S
whiskers possuem um grande nimero de grupos hidrofilicos em sua superficie, como hidroxila,
N-acetil e um pequeno nimero de grupos amino, 0S quais Sdo responsaveis pelo seu
comportamento hidrofilico (OU et al., 2018, 2019; YU et al., 2017). A adicdo de prata ndo
causou alteracGes no comportamento desta superficie, sendo que tal afirmacdo pode ser
comprovada pelo teste de Tukey (5%), demonstrando que as faces contendo somente whiskers
e as contendo whiskers e AgNP ndo apresentaram diferencas significativas nos valores de
angulo de contato.

Outro comportamento interessante é a diferenca no angulo de contato da face
hidrofébica apds a primeira modificacdo (com whiskers de p-quitina). Para a membrana obtida
por SBS, o angulo de contato da face de PLA diminuiu de 122,2° + 3,5 para 99,3° + 3,8,
enquanto para a membrana eletrofiada o comportamento foi contrario, aumentando de 88,6° £
1,2 para 115,9° + 2,7. Uma possivel explicagdo estd nos diferentes tamanhos de poros das
mantas resultantes do emprego de diferentes técnicas de fiacdo. Nas micrografias, Figura 12, ¢
possivel observar poros maiores para as mantas obtidas por SBS, causando alojamento dos
whiskers ndo s na superficie, mas também no interior da manta, em compara¢do as mantas
eletrofiadas, nas quais os whiskers permanecerem aderidos apenas a superficie. Por meio das
observacoes realizadas € possivel concluir que a modificagdo com whiskers de B-quitina surtiu
o efeito esperado de tornar uma superficie da membrana hidrofilica enquanto a outra
permaneceu hidrofébica. Portanto, o comportamento de molhabilidade das membranas esta de

acordo com o desejado para curativos de pele.
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5.8 Potencial zeta de superficie

A interacéo do liquido com grupos funcionais da superficie do sélido provoca o acimulo
de cargas elétricas na interface solido/liquido, sendo que o potencial elétrico gerado é chamado
de potencial zeta (LUXBACHER et al., 2009; PETRINIC et al., 2018). Em se tratando de uma
propriedade interfacial, o potencial zeta é influenciado pelas propriedades da superficie sélida
e do liquido circundante, além de ser dependente do pH da solu¢do em que o s6lido esta em
contato (LUXBACHER et al., 2009; PETRINIC et al., 2018). Portanto, quando um curativo
entra em contato com os fluido fisioldgicos presentes na ferida, havera formacdo de uma carga
na interface.

O processo de cicatrizacao de feridas cutaneas compreende trés fases principais, a saber:
inflamacéo, proliferagéo e remodelagdo do tecido (SCHREML et al., 2010). Estudos mostram
que, durante as fases da cicatrizacdo, a superficie da pele apresenta mudancas nos valores de
pH, 0 que pode afetar o processo de cicatrizacdo, levando a inibicdo de enzimas endogenas e
alterando a probabilidade de colonizacdo de bactérias (SCHREML et al., 2010). Apesar de ndo
haver consenso na literatura, estudos mostram que o pH da pele saudavel pode variar de 4,0 a
6,3, podendo ser influenciado por diversos fatores, como local em que foi realizado a medida e
até mesmo pH da agua de banho (LAMBERS et al., 2006). Quando a pele é lesionada ocorre
uma perda local do estrato cdérneo, levando a valores de pH mais altos em feridas em
comparagao com a pele saudavel (SCHREML et al., 2010). Estudos mostraram valores de pH
médio de 7,4 para feridas agudas, portanto torna-se importante avaliar o comportamento das
membranas neste meio (SCHNEIDER et al., 2006). Na Figura 24 estdo as curvas que
demonstram o comportamento do potencial zeta das superficies das membranas quando em
contato com diferentes valores de pH, os quais variam de 2 a 11. Os valores obtidos para o pH

de 7,4 encontram-se em destaque.
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Figura 24 — Curvas de Potencial zeta (mV) versus pH das membranas bicamadas obtidas por (a)
processo de SBS e (b) processo de eletrofiacdo.
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Fonte: Autoria propria.

Pode-se observar que, no geral, os menores valores, em modulo, observados de
potencial zeta foram referentes as faces modificadas, seja somente com whiskers de B-quitina,

ou com nanoparticulas de prata, sendo 0 menor valor encontrado de -20 mV correspondente a
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face contendo whiskers de B-quitina da membrana obtida por SBS. Ja os maiores valores obtidos
foram referentes as faces contendo PLA, sendo o maior valor encontrado de -45 mV para a
membrana de PLA obtida por eletrofiagéo.

O estudo realizado por ALTANKOV; RICHAU e GROTH (2003) traz resultados
interessantes de correlacdo entre potencial zeta, grupos funcionais presentes na superficie,
molhabilidade da superficie e proliferacdo e adesdo de fibroblastos humanos. Os resultados
mostraram magnitudes de potencial zeta na seguinte ordem: OH (-16 mV) < NH, ~EPOXY (-
24 mV) < COOH (-29 mV) < CF3 (- 37 mV) < SOz (-54 mV) para o valor de pH = 7,4. A
interacdo do fibroblasto caracterizada pela eficacia da adesdo celular e propagagdo diminuiu
quase na ordem oposta: fungdes NH2 > OH > EPOXY > SO3 > COOH > CF3, em que NH>
obteve a melhor interacdo. Curiosamente, a melhor interacdo celular foi encontrada na
superficie NH2 moderadamente molhada, a qual apresentou &ngulo de contato com a agua de
65°, e a pior interacdo foi encontrada para a superficie CF3 (dngulo de contato = 85°), indicando
que ndo apenas o potencial zeta de superficie, mas também o tipo de grupos funcionais e a
molhabilidade da superficie podem desempenhar um papel importante na cicatrizacdo de
feridas (ALTANKOV; RICHAU; GROTH, 2003).

Conforme ja apresentado, as faces das membranas ap6s a modificacdo com whiskers de
B-quitina e AgNP apresentam comportamento hidrofilico moderado, variando de 55,7° — 64,4°.
Ja as faces contendo PLA apresentam angulos de contato acima de 88°. Além disso, 0s grupos
funcionais que apresentaram as melhores interagdes com células no estudo de ALTANKOV;
RICHAU e GROTH (2003). estdo presentes nas faces modificadas com whiskers de beta-
quitina, ricos em grupos OH e, em muito menor quantidade, grupos NH.. Portanto, as faces
modicadas possuem propriedades de potencial zeta, grupos funcionais e molhabilidade de

acordo com o desejado para proliferacao e adesao de fibroblastos.
5.9 Porosidade (%0)

A porosidade de um curativo € um fator muito importante para sua caracterizagdo, pois
afeta a capacidade de absor¢édo de exsudatos da ferida, o que pode reduzir a probabilidade de
infeccdo (AMINI MOGHADDAM et al., 2021). A porosidade tem impactos significativos na
adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, alem de favorecer a troca de gases e
nutrientes com o meio ambiente, bem como fatores de crescimento, auxiliando no processo de

regeneracdo tecidual (YAO et al., 2017). O estudo da porosidade das membranas foi realizado
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pelo método de deslocamento de liquidos utilizando etanol e os resultados encontram-se na
Figura 25.

Figura 25 — Porosidade média (%) das membranas bicamadas. Valores com letras diferentes no mesmo
gréafico apresentam diferenca significativa a 5% de probabilidade de acordo com o teste de Tukey.
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Fonte: Autoria prépria.

Os resultados mostram que todas as membranas desenvolvidas possuem alta porosidade,
acima de 80%, independentemente do método empregado (SBS ou eletrofiacdo), e da etapa de
modificacdo da superficie em que a membrana se encontra. No geral, 0s valores ndao apresentam
diferencas significativas, exceto pelas membranas de PLA + whisker + AgNP (SBS)
apresentando 82% (menor valor) e a membrana de PLA + whiskers (eletrofiacdo) apresentando
92% (maior valor). Uma possivel explicagdo pode estar relacionada ao fato de as membranas
obtidas por SBS apresentarem poros maiores, 0 que causou alojamento dos whiskers ndo
somente na superficie, mas também no interior das mantas, diminuindo sua porosidade. Ja para
as mantas eletrofiadas, os whiskers permaneceram aderidos apenas a superficie. Tal
comportamento foi citado anteriormente e associado as mudancas nos angulos de contato.

De acordo com CHONG et al. (2007), geralmente a porosidade de uma estrutura a ser
utilizada como suporte de proliferagéo celular deve estar entre 60-90%, uma vez que favorece
a penetracéo celular. Dessa forma, todas as membranas desenvolvidas nesse estudo estdo aptas

para serem utilizadas como curativos para lesdes de pele.
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De modo a compararmos os valores de porosidade obtidos com outros estudos
utilizando a técnica de SBS, podemos citar o estudo de SOARES DE AZEREDO;
MARCONCINI (2021). Neste estudo foram produzidas membranas de PLA utilizando a
técnica de SBS para serem utilizadas como sistema de filtracdo de 4gua. As membranas obtidas
por meio de solugdes contendo 10% e 16% (em massa) de PLA em diclorometano apresentaram
porosidade de 87,3% = 1,6% e 88,0% + 0,9%, respectivamente. Assim, as membranas
desenvolvidas no presente estudo apresentam porosidades semelhantes as membranas obtidas
por outros pesquisadores utilizando a mesma técnica.

Como exemplo de membrana de PLA obtida pela técnica de eletrofiacdo, podemos citar
0 estudo de ALIPPILAKKOTTE; KUMAR e SREEJITH (2017) Foram desenvolvidas
membranas partindo de solucdes de PLA e nanoparticulas de prata em 2,2,2-Trifluoroetanol
para utilizagdo como curativos, variando-se as concentracdes de prata em 1% (PLA-1 Ag), 2%
(PLA-2 Ag) e 3% (PLA-3 Ag). Os resultados mostraram valores de porosidades de 78,05%,
68,52% e 79,4% para PLA-1 Ag, PLA-2 Ag e PLA-3 Ag, respectivamente. Também foi
possivel observar que, até 2% de AgNP, as amostras ndo causaram mudancas repentinas no
crescimento celular. Além disso, PLA-1 Ag e PLA-2 Ag nédo foram toxicas para as células de
fibroblastos, mas também apresentaram biocompatibilidade para acelerar a proliferacdo e
diferenciagdo celular (ALIPPILAKKOTTE; KUMAR; SREEJITH, 2017). As membranas
eletrofiadas desenvolvidas no presente estudo apresentam porosidades ainda maiores que as do
estudo mencionado, evidenciando as altas porcentagens de porosidades obtidas pela técnica de
eletrofiacdo.

Em suma, os resultados de porosidade estdo compativeis com dados encontrados na
literatura para esses materiais, além disso, encontram-se com dentro dos valores desejados para

sua utilizagdo como curativos.
5.10 Propriedades mecanicas (Tracao)

As propriedades mecanicas de um curativo sdo fundamentais para sua aplicacéo e para
0 bom desempenho de suas funcionalidades (LI et al., 2019a). E necessario que as membranas
a serem utilizadas como curativos possuam propriedades mecanicas adequadas para atuar como
barreira fisica, protegendo o leito da ferida (HE et al., 2020). Além disso, o material a ser
aplicado precisa suportar as forgas fisioldgicas durante o processo de reparo da ferida e fornecer
suporte fisico para o crescimento e migracdo celular (LIU et al., 2018; RAMALINGAM et al.,
2019). Considerando a importancia do conhecimento dessas propriedades, as anélises
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mecanicas de tragdo das membranas desenvolvidas neste trabalho foram analisadas. Na Figura
26 (A) estdo apresentadas as curvas de tenséo em funcéo da deformacdo das membranas, por
meio das quais foi possivel obter os dados de alongamento (%) (B), médulo de elasticidade
(MPa) (C) e Tenséo de ruptura (D).

Figura 26 — Propriedades mecanicas das membranas. (A) Tensdo (MPa) versus Deformacao (%), (B)
Alongamento (%), (C) Madulo de elasticidade (MPa), (D) Tensdo de ruptura (MPa). Valores com letras
diferentes no mesmo gréafico apresentam diferenca significativa a 5% de probabilidade de acordo com o
teste de Tukey, as andlises foram realizadas comparando-se as membranas obtidas pelo mesmo processo.
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 26 (A) podemos observar que as curvas de tensdo em funcdo da deformagao
das membranas de PLA sem modificacGes apresentam perfil continuo, sendo o seu tltimo ponto
caracterizado pela tensdo de ruptura (MPa). Observa-se que as fibras eletrofiadas apresentaram
maiores valores de tensdo de ruptura, tal fato pode ser consequéncia de um maior efeito adesivo
para as fibras eletrofiadas em relacéo as fibras SBS, devido ao seu menor didmetro e maior
compactacdo. Tambem pode-se observar que essas membranas apresentam alongamento (%)
(Figura 26 (B)) na faixa de 8,9% e 49,5%, modulo de elasticidade (MPA) (Figura 26 (C)), de
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18,3 MPa e 25,6 MPa, e tensdo de ruptura (MPa) (Figura 26 D) de 0,5 MPa e 1,2 MPa para 0s
processos de SBS e eletrofiacdo, respectivamente.

Ja para as membranas apds as modificacdes de superficie foi possivel observar dois
pontos de ruptura, o primeiro € devido a ruptura da camada de whiskers de B-quitina, sendo
representado por uma quebra na curva, e o segundo ponto de ruptura € devido a ruptura da
segunda camada do curativo, as fibras de PLA, sendo representado pelo ultimo ponto das
curvas. Também foi possivel observar esse comportamento para membranas apds a segunda
modificacdo, entretanto, neste caso, 0 primeiro ponto de ruptura é devido a ruptura da camada
contendo whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata. Esse comportamento é facilmente
observado na Figura 27, mostrando uma membrana de PLA + whiskers de B-quitina obtida pelo
processo de SBS logo apds a sua ruptura no experimento de tracdo. E possivel observar que as
camadas de PLA e de whiskers romperam em momentos diferentes, ilustrando o
comportamento observado no gréafico de tensdo em funcéo da deformacéo. Esse comportamento
foi observado para todas as membranas que passaram por modificagfes, mostrando que as
membranas de PLA provavelmente possuem maior alongamento em relacdo as camadas de
whiskers.

Figura 27 - Imagem de membrana composta por camada de PLA + camada de whiskers de B-quitina
obtida pelo processo de SBS logo ap0s ruptura no experimento de tragao.

Fonte: Autoria propria.

Os gréficos apresentados nas Figuras 26 (B), (C) e (D) contém os resultados de ambas
as faces, modificada e ndo modificada das membranas, em que as colunas das faces modificadas

estdo hachuradas. Na Figura 26 (B) podem ser observados os valores de alongamento (%) das
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membranas bicamadas. Primeiramente discutiremos os resultados para as membranas obtidas
pelo processo de SBS. Neste caso, apds as modificacdes, foi possivel observar um ligeiro
aumento no alongamento (%) para a camada de PLA em comparacdo com essa camada sem
modificacdo de superficie. Porém, esse valor somente foi significativamente diferente para as
membranas ap6s a segunda modificagdo com a deposicdo das AgNPs, apresentando
alongamento de 13,5%. Também ¢é possivel observar os valores de alongamento das camadas
contendo whiskers, os quais estdo na ordem de 2,9% (contendo apenas whiskers) e 1,9%
(contendo whisker e AgNPs). Portanto, foi possivel confirmar a observacdo constatada na
Figura 27, de que as camadas de fibras de PLA possuem maior alongamento (%) do que as
camadas de whiskers e whiskers + AgNP.

Para as membranas obtidas pelo processo de eletrofiacdo, o mesmo perfil foi observado,
com valores de elongacdo de magnitudes similares, como pode ser observado na Figura 26 (B).
Entretanto, ao se comparar o comportamento da fibra de PLA sem modificagdo e seu
comportamento apds as modificacBes, pode-se observar que o valor de alongamento (%) sofreu
reducao de 49,5 % para 10,7% (ap6s primeira modificacdo — deposicdo de whiskers) e 12,0%
(apds segunda modificacdo — deposicdo de AgNPs). Conforme mencionado, € provavel que
existam ligagdes hidrogénio entre os grupos C=0 do PLA e os grupos amida da quitina
(SHAMSHINA et al., 2018), impactando tanto nas propriedades térmicas quanto mecanicas,
pois essa interacdo pode dificultar o movimento das cadeias moleculares. Assim, essas
interacdes fazem com que as fibras de PLA sejam capazes de alongar menos, pois estdo
fortemente ligadas a camada de whiskers, afetando as propriedades mecanicas quando
comparadas as amostras sem modificacdo. Esse perfil somente péde ser observado para as
membranas eletrofiadas, pois seus valores de alongamento s&o superiores aos valores
observados para SBS.

O grafico de Modulo de elasticidade, Figura 26 (C), mostra que as membranas
apresentam valores proximos, entre 18,3 MPa e 28,5 MPa, sendo o menor valor para a
membrana de PLA sem modificacdo (SBS) e 0 maior para a membrana de PLA + whiskers de
B-quitina e AgNP (SBS).

Com relacdo ao gréfico de Tensdo na ruptura (MPa), Figura 26 (D), primeiramente
discutiremos os resultados para as membranas obtidas pelo processo de SBS. Neste caso, apds
as modificagdes foi possivel observar um aumento na tensdo de ruptura (MPa) de 0,5 MPa (sem
modificacdo) para 0,9 MPa (apds primeira modificacdo — deposicdo de whiskers) e 0,8 MPa
(apo6s segunda modificacdo — deposicdo de AgNPs). No geral, conclui-se que, apos as
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modificacOes de superficie, as fibras de PLA obtidas por SBS apresentaram maiores tensdes de
rupturas.

O mesmo comportamento pdde ser observado para as membranas eletrofiadas, em que
foi possivel observar um aumento na tensao de ruptura de 1,2 MPa (sem modificacao) para 1,5
MPa, valor obtido tanto apds a primeira, quanto apds a segunda modificacdo. Portanto, apesar
de as fibras de PLA eletrofiadas apresentarem valores inferiores de alongamento (%) apés as

modificagdes, elas apresentam valores de tensdo de ruptura (MPa) superiores.

A literatura mostra dados muito variados com relacdo as propriedades mecanicas da
pele, sendo encontrados valores de tensdo de ruptura de 0,1-32 MPa e alongamento na ruptura
de 17-207%; essa divergéncia ocorre devido a heterogeneidade da pele humana e dependem de
diversos fatores como idade, cor da pele e heranca genética (ADELI; KHORASANI,
PARVAZINIA, 2019; QU et al., 2018; ULLAH et al., 2020). Os valores de Modulo de
elasticidade também divergem bastante na literatura, sendo encontrados valores na faixa de 4,5
KPaa 87,1 MPa, e essa variacdo depende do método de andlise realizado e local do corpo, além
dos fatores citados anteriormente (KANG et al., 2018). Assim, as membranas obtidas
apresentaram valores de tensdo de ruptura e modulo de elasticidade dentro da faixa dos valores
encontrados na literatura para a pele humana. Além disso, em casos em que 0 curativo ndo
atenda a propriedade mecanica exigida, ha também a possibilidade de se utilizar um curativo
secundario. Um curativo pode ser caracterizado por um unico produto ou pela combinacdo de
dois ou mais materiais, em que um dos materiais fique em contato com a pele e o segundo seja
um material secundario que ndo ficard em contato com a pele, sendo que esta segunda camada
pode ter diversas funcBes como sustentacdo do material primario ou até mesmo absorcéao
(ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; VOWDEN; VOWDEN, 2017).

5.11 Atividade antimicrobiana

A acdo antimicrobiana da solucdo coloidal de AgNP foi comprovada por meio do
experimento de diluicdo seriada para calcular a concentragdo inibitéria minima (MIC) contra
as bactérias Escherichia coli (Gram-negativa) e a Staphylococcus aureus (Gram positiva). Para
ambas as especies de bactérias a solucao apresentou atividade antimicrobiana até o 5° poco das
fileiras E, F e G. Considerando-se a maxima concentracdo possivel da solugdo de 105 pug mL-
1 a MIC encontra-se em aproximadamente 3,3 pg mL™*. Como exemplos de MIC encontrados
na literatura podem ser citados: MIRZAJANI et al. (2011) produziram AgNP esféricas com

diametro médio de 17 nm, as quais apresentaram MIC de 2 ug mL* para a bactéria Gram-
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positiva S. aureus, GURUNATHAN (2015) também obteve AgNP esféricas, as quais possuiam
diametro médio de 8 nm e apresentaram MIC de 1,2 ug mL™ para a bactéria gram-negativa E.
Coli. Os dados encontrados na literatura para MIC de AgNP séo muito variados, sendo que
essas diversas MICs podem ser consequéncia de dois fatores principais: o formato e o didmetro
das nanoparticulas (ZHENG et al., 2018).

Conforme mencionado, a atividade antimicrobiana esta fortemente associada ao
tamanho da nanoparticula, em que menores didmetros sdo responsaveis por atividades
antimicrobianas melhores (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2014). Tal fato pode
justificar a baixa concentracdo obtida para o valor de MIC do presente estudo, uma vez que as
AgNPs obtidas possuem diametro de 2,1 nm = 0,4 nm.

De forma a ratificar a eficiéncia das AgNP sintetizadas, as membranas bicamadas de
PLA produzidas por SBS e eletrofiacdo modificadas tanto com whiskers de B-quitina, como
com AgNP foram submetidas a estudo de disco-difusdo em &gar contra as bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus, sendo avaliada apenas a face modificada, ou seja, aquela
contendo whiskers e AgNP.

Com a finalidade de comprovar que a atividade antimicrobiana das membranas é
referente & acdo das AgNP e ndo aos whiskers ou ao PLA, superficies de membranas compostas
apenas por PLA ou whiskers também foram submetidas ao ensaio. Os ensaios de disco-difusdo
em agar das membranas obtidas ap6s a primeira modificacdo (deposicdo de whiskers), tanto
para as amostras eletrofiadas como as obtidas por SBS ndo apresentaram atividade
antimicrobiana, em nenhuma das faces das membranas, isto €, face contendo somente fibras de
PLA e face contendo whiskes de B-quitina. Para as membranas ap6s a segunda modificacéo
(deposicdo de AgNP) todas as membranas exibiram atividade antimicrobiana para ao menos
em uma das faces, cujos resultados encontram-se nas figuras 28 e 29. Os resultados de todos os

ensaios encontram-se resumidos na Tabela 4.
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Figura 28. Experimento de disco-difusdo em &gar das amostras apds as 2 etapas de modificacdo em
relagdo a bactéria S. aureus.

S. aureus

Fonte: Autoria propria.
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Figura 29. Experimento de disco-difusdo em &gar das amostras apds as 2 etapas de modificacdo em
relacdo a bactéria E. coli.

A) SBS+ w + AgNP (Face w + AgNP) B) SBS +w + AgNP (Face PLA)

E. coli

C) Eletro + w + AgNP (Face w + AgNP) D) Eletro + w + AgNP (Face PLA)

Fonte: Autoria propria.

81



Tabela 4 - Halos de inibicdo médios obtidos para as bactérias Gram-negativa Escherichia coli e Gram
positiva Staphylococcus aureus de membranas bicamadas obtidas por SBS e eletrofiacdo modificadas
com whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata.

Bactéria Meétodo Amostra ant?rtmix:i?:gizna D ((jr%:Tr]l)ibigéo
PLA + whisker (Face PLA) NAO -
- PLA + whisker (Face whisker) NAO -
Z PLA +w + AgNP (Face PLA) NAO -

§ PLA +w + AgNP (Face w + AgNP) SIM 12,0+ 0,42
i I I PLA + whisker (Face PLA) I NAO I -
g PLA + whisker (Face whisker) NAO -

m PLA +w + AgNP (Face PLA) SIM 115+0,6°

PLA +w + AgNP (Face w + AgNP) SIM 12,4+0,5°
' | PLA + whisker (Face PLA) ' NAO ' -
n PLA + whisker (Face whisker) NAO -
Z PLA +w + AgNP (Face PLA) NAO -

5 | | PLA +w + AgNP (Face w + AgNP) | SIM | 12,6 +0,7°
i PLA + whisker (Face PLA) NAO -
2 PLA + whisker (Face whisker) NAO -

m PLA +w + AgNP (Face PLA) SIM 10,5+0,2°¢

PLA +w + AgNP (Face w + AgNP) SIM 11,5+0,3°

* Média * desvio padrdo. Valores com letras diferentes apresentam diferenca significativa a 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: Autoria propria.

Para as membranas obtidas por meio de SBS pode-se observar que as faces contendo
fibras de PLA ndo apresentaram halo de inibicdo. J& a face contendo whisker e AgNP
apresentou halo de inibicdo para ambas as bactérias. Para as membranas obtidas por
eletrofiacdo, pode-se observar que ha formacéo de halo de inibigdo para ambas as faces, tanto
para a face sem modificacdo, nanofibras de PLA, como para a face modificada, whiskers de -
quitina + AgNP. Portanto, apesar de neste ultimo caso a deposic¢éo ter ocorrido apenas de um
lado da membrana, o lado em que ndo houve modificacdo também possivelmente apresenta
nanoparticulas de prata. Uma possivel explicacdo para este fendmeno é com relagdo a espessura
da membrana (0,076 mm), facilitando a deposicdo de AgNP também na outra camada uma vez

que as membranas obtidas por essa técnica sdo 2,5x mais finas do que as obtidas por SBS (0,190
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mm). Outra possibilidade é que a espessura reduzida pode ter permitido a migracdo das AgNPs
através da membrana durante o contato com o meio de cultura.

Outro fator a ser observado é que para a bactéria S. aureus, as membranas nao
apresentam diferencas significativas entre seus halos de inibic¢do. Ja para a E. coli, a membrana
produzida por SBS (face contendo AgNP) apresenta maior a¢do contra a bactéria, seguida da
membrana produzida por eletrofiacdo (face AgNP) e a que apresenta menor acdo é a face de
PLA da membrana produzida por eletrofiacéo.

Os resultaram permitem concluir que a atividade antimicrobiana observada é
proveniente das nanoparticulas de prata. Conforme citado anteriormente, a agdo das
nanoparticulas pode ser explicada devido a sua grande afinidade com grupos funcionais
contendo fosforo e enxofre, 0s quais sao encontrados em proteinas presentes nas membranas de
bactérias. Além disso, as nanoparticulas também podem interagir no interior do citoplasma com
outras proteinas contendo enxofre, bem como com compostos contendo fésforo, caso do DNA.
Dessa forma, as alteracdes morfoldgicas na membrana das bactérias, bem como os possiveis
danos causados pelas nanoparticulas que interagem com o DNA, afetardo as bactérias em
processos de respiracdo e divisdo celular, causando finalmente a morte da célula (MORONES
et al., 2005; VAN DONG et al., 2012).

E possivel concluir que a modificacdo da superficie da membrana com AgNP foi
efetuada com sucesso e que conferiu a membrana atividade antimicrobiana, estando de acordo
com um dos pré-requisitos para um curativo. Devido as suas propriedades, a face contendo
AgNP foi projetada para estar em contato direto com a lesdo; assim, todas as membranas obtidas
apo6s a segunda modificacdo estdo aptas para impedir a infeccdo de lesbes de pele. Esta
propriedade é um dos fatores responsavel por corroborar com o processo de cicatrizagao da pele

e, assim, auxiliar no fechamento de grandes feridas.
5.12 Degradacao enzimatica

O estudo de degradacao enzimatica ¢ muito relevante quando se trata de curativos, uma
vez que 0 experimento tem como objetivo ditar o tempo necessario para que um curativo se
degrade, ou seja, seu tempo de vida atil em atividade (ESKANDARINIA et al., 2019). Essa
informacdo pode auxiliar a direcionar o curativo para determinada aplicacdo, a depender das
necessidades que precisam ser atendidas para uma ferida especifica. A lisozima, proteina de
14 kDa, é produzida pelo sistema imunoldgico humano, sendo encontrada abundantemente em

secrecdes, saliva, lagrimas, além de ser encontrada em grande parte dos tecidos (HASAN et al.,
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2017; MARTINI et al., 2018). Sua funcdo no sistema imunoldgico deve-se a sua atuacao
especificamente na ligacdo B-1,4 existente entre o &cido N-acetil murdmico e a N-
acetilglucosamina na molécula de polissacarideo peptidico, destruindo assim a parede celular
bacteriana (LI; KNETSCH, 2018). Assim, a concentracédo de lisozima no local da ferida € maior
de forma a prevenir infecgdes microbianas, sendo importante avaliar o comportamento do
curativo neste local de aplicagdo (HASAN et al., 2017). Estudos relataram atividade
consideravelmente aumentada da lisozima em feridas, encontrando valores de 4830 + 1848 U /
mL para feridas infectadas e 376 £ 240 U / mL em feridas ndo infectadas (HASMANN et al.,
2011; TALLIAN et al., 2019). Portanto, o experimento foi realizado com solucéo de tampao
fosfato estéril (pH = 7,4) contendo 5.500 U/mL de lisozima de maneira a simular o ambiente
de uma ferida. Na figura 30 estdo apresentados os resultados de degradacdo enzimatica das
membranas em tampao PBS (controle) e solucao de lisozima em tampdo PBS. A degradacéo
enzimatica foi avaliada em funcdo da massa residual (%) de membrana ap6s cada periodo de

incubacéo.
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Figura 30 - Curvas de degradacao enzimatica das membranas em tampéo PBS e solucdo de lisozima.
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As curvas de degradacdo enzimatica das amostras obtidas por SBS mostram que as
mesmas sofrem pouca degradacao durante o periodo de 14 dias de incubacdo, possuindo massa

residual média de 97,3% a 99,3% para tampéo PBS e 97,9% a 99,4% para a solucéo de lisozima.

As curvas de degradacdo enzimaética das amostras obtidas por eletrofiagdo mostram que

as mesmas comecam a sofrer um leve processo de degradacgéo ja na presenca de tampao PBS,

possuindo a menor porcentagem de massa residual para 14 dias de incubacg&o. Para esse periodo,

as membranas apresentam massa residual média na faixa de 94,4% a 97,9% para tampéao PBS.

As membranas em solugdo de lisozima apresentam massa residual média na faixa de 90% a

98,6%, sendo a menor porcentagem observada para aquelas contendo whisker e AgNP.
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Apesar de os experimentos mostrarem que as membranas de SBS possuem maior
estabilidade em solugdo de lisozima em relagdo as membranas eletrofiadas, todas as membranas
apresentaram massa residual acima de 90%, o que demonstra estabilidade frente ao meio em
que serdo inseridas. No escopo de engenharia regenerativa, muitas vezes, a rapida degradacéo
do curativo pode ndo permitir tempo e suporte suficientes para que as células estruturem a sua
propria matriz extracelular (OGUERI; LAURENCIN, 2020). Portanto, os resultados sugerem
que as membranas possuem a capacidade de se manterem integras durante o processo de
cicatrizacdo, atuando como scaffolds para células, ou seja, como suporte para a adesdo e

proliferacdo de células.
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6 Conclusoes e perspectivas

O presente trabalho permitiu o desenvolvimento de membranas bicamadas compostas
por fibras de PLA, whiskers de B-quitina e nanoparticulas de prata potencialmente aplicaveis
no tratamento de lesdes de pele com liberacdo de exsudato. Para tal, ndotecidos de PLA obtidos
por eletrofiacdo e fiagcdo por sopro em solugdo (SBS) foram submetidos & modificacdo de
superficie em duas etapas; a primeira ocorreu por meio filtracdo de suspensdo aquosa de
whiskers sobre a superficie e a segunda resultou na deposicdo de nanoparticulas de prata por
meio de asperséo utilizando o aparato de SBS.

A otimizacdo de parédmetros de fiacdo permitiu a obtencdo de fibras de PLA, com
didametros em torno de 1,6 + 0,5 um e 346 + 81 nm para SBS e eletrofiacdo, respectivamente.
Apbs a deposicdo de whiskers de B-quitina, as superficies apresentaram angulos de contato na
faixa de 55,7° — 64,4°, sendo um comportamento hidrofilico moderado, ambiente no qual as
células sdo mais propensas a aderir e proliferar, além de ser capaz de absorver exsudatos
excedentes de férias. A superficie sem modificacdo continuou a apresentar comportamento
hidrofobico, sendo capaz de evitar a desidratacdo no leito da ferida. A diferenca de
molhabilidade entre as faces interna (whiskers de B-quitina) e externa (fibras de PLA) vai de
encontro com o proposto para uma atividade eficaz de membranas bicamadas como curativos.
Os whiskers utilizados nesta etapa foram obtidos a partir de f-quitina extraida de gladios de
lula, os quais apresentaram morfologia e dimensGes similares a literatura, com comprimento e
didmetro em torno de 228 nm + 114 nm e 15 nm + 4 nm, respectivamente.

Apos aspersao de AgNPs sobre a camada de whiskers, a superficie passou a exibir
atividade antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus (Gram positiva) e
Escherichia coli (Gram negativa), comprovada pelo teste de difusdo em agar, podendo ser capaz
de impedir a infeccdo de feridas. As AgNPs utilizadas nesta etapa foram sintetizadas pelo
método de Turkevich, as quais apresentaram formato esférico com didmetro médio de 2,1 nm
+ 0,4 nm e potencial zeta de —36,7 mV £ 8,1 mV em média.

Finalizadas as etapas de modificagdo, imagens de MEV comprovaram a obtencédo de
membranas bicamadas, em gque uma camada apresenta aspecto de fibras (PLA) e a outra de
filme (whiskers ou whiskers + AgNP). As membranas apresentaram altas porosidades (%),
variando de 82 % a 92%, podendo favorecer a troca de gases e nutrientes com o meio ambiente,
auxiliando no processo de regeneracdo tecidual. Adicionalmente, as membranas apresentaram

propriedades térmicas e mecanicas adequadas. O experimento de degradacdo enzimatica
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mostrou que todas as membranas mantiveram ao menos 90% de sua massa ap06s 15 dias de
incubacéo, o que demonstra estabilidade frente ao meio em que seréo inseridas.

Para analisar a citotoxicidade das membranas bicamadas obtidas, ensaios in vitro em
relacdo as linhagens de células de fibroblastos dérmicos humanos neonatais (HDFn) estdo em
andamento, de modo a simular a toxicidade das membranas desenvolvidas nos locais de
aplicagéo. Pretende-se ainda realizar ensaios in vivo em camundongos. Ambos 0s ensaios serao
realizados em colaboracdo com pesquisadores do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) da
Universidade de Sdo Paulo. Os ensaios permitirdo avaliar a atividade das membranas e simular

a complexidade de interacdes envolvendo tecidos vascularizados de seres vivos.
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