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Resumo:

A associacao de aditivos poliméricos ou nanoparticulas metdlicas a matriz de PHB vem se difundido na
literatura como uma proposta de preparacdo de membranas com potenciais aplicacdes na area de engenharia
biomédica, principalmente para confeccdo de biocurativos de pele. Neste trabalho foram sintetizados filmes
baseados em PHB, (PEG) (utilizado como plastificante), ALG (para conferir maior hidrofilicidade ao material) e
NPsAg (utilizadas como agente bactericida). Para a inser¢do do ALG a matriz do PHB, foi necessério realizar
um procedimento de esterificagdo do ALG, 0 que resultou em uma esterificagéo parcial de 39,32 + 3,55 %. As
NPsAg foram caracterizadas pelas técnicas de UV-vis e MET, as quais revelaram, respectivamente, a presenca
de uma banda plasmoénica centrada em 411 nm e nanoparticulas aproximadamente esféricas com diametros
em torno de 20 nm. Tais nanoparticulas foram adsorvidas na matriz polimérica de PHB, ALG-e e PEG através
da técnica de troca de fases. A adsor¢cdo das NPsAg foi qualitativamente avaliada pela técnica de UV-vis, o que
demonstrou que a presenca de ALG foi essencial para o ancoramento das particulas a matriz polimérica.
Andlises de MEV sugerem que as NPsAg ndo influenciam a estrutura morfoldgica superficial do PHB, enquanto
a adicdo de ALG-e e PEG modifica a morfologia superficial. Foi realizado o teste de permeacdo a vapor de
agua, apresentando uma eficiéncia na transferéncia de vapores pelo filme com PHB.
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Introducao:

O maior 6rgdo do corpo humano é a pele, a qual tem a funcdo de proteger o organismo de fatores
externos. Por conta de sua exposicdo, este érgao esta sujeita a diversos tipos de lesdes como cortes, traumas,
necroses e queimaduras. Neste aspecto, a engenharia tecidual tem direcionado estudos com a finalidade de
desenvolver biocurativos baseados em biopolimeros que atendam demandas como substitutos parciais e
permanentes da pele. Os curativos de pele tradicionais sdo, em grande parte, de origem sintética, o que pode
liberar residuos nocivos ao local de tratamento, além de exibirem limitacdes como a rejeicao, risco de
contaminagdo por agentes patogénicos, tanto no organismo, quanto no ambiente onde serdo descartados,
além de serem de dificil remogdo, quando sua permanecia se torna relativamente longa, podendo provocar a
reabertura do ferimento (MONTASER et al., 2016; TRINCA et al., 2017).

Um candidato promissor para utilizacdo como curativo de pele é o (PHB), um polimero biocompativel,
de baixo custo e biodegradavel. O PHB naturalmente possui carater hidrofébico, contudo, para sua utilizacéo
como biocurativo, é necessario modificar algumas de suas propriedades, como as propriedades mecanicas e
de absorcao de agua. Um exemplo de plastificante utilizado para melhorar as propriedades mecéanicas do PHB
€ 0 PEG, o qual pode conferir maior elasticidade na estrutura polimérica do PHB. Uma solucédo para o problema
da baixa absorcdo de agua é a adicdo de ALG na composi¢do do material. Para aumentar a homogeneizacao
com os demais componentes, faz-se necessario um procedimento de esterificagdo parcial do alginato (LOPES
et al; 2016). Outra caracteristica desejavel a um curativo para queimaduras é que este apresente propriedades
bactericidas e fungicidas. Tais caracteristicas podem ser obtidas pela inser¢cdo de NPsAg ao filme formado
(MONTASER et al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caraterizar flmes com base em PHB em vérias proporgdes,
afim de desenvolver um biocurativo de pele humana, deste modo, foi acrescentando o PEG para utilizacdo
como plastificante, o ALG-e para adicionar propriedades hidrofilicas e sua composigéo hidrofébica para facilitar
na homogeneizacdo com PHB e PEG. E as NPsAg foram utilizadas como agente bactericida.
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Metodologia:
Materiais

O PHB empregado foi fornecido pela PHB Industrial S/A (Sao Paulo, Brasil), cloroférmio (Panreac),
Alcool n-Butanol (Neon), Alginato de sédio (Dinamica), Poli (Etileno glicol) (Dinamica), Hidreto de Sédio e Boro
(Vetec), citrato de sddio (Sigma) e Nitrato de Prata (Sigma) foram utilizados como recebidos. Utilizou-se agua
destilada para a preparacéo das nanoparticulas.

Producédo de NPsAg pelo método do citrato e borohidreto

Em um experimento tipico, misturou-se solugbes aquosas de citrato de sodio (0,31 mM, 100 mL) e
nitrato de prata (0,25 mM, 100 mL). Na sequéncia, foi adicionada uma solucédo de borohidreto de sédio (0,25
mM, 6 mL) e agitada lentamente durante 10 minutos por agitacdo magnética. Finalmente, a mistura foi
aquecida gradualmente até ebulicdo em um banho de silicone liquido durante 90 minutos.

Esterificacdo do ALG com o n-Butanol

A esterificacdo do ALG foi realizada de acordo com o método proposto por BRODERICK et al., (2006).
Inicialmente foi realizada uma mistura de alcool n-butanol (185mL) com 5g de ALG (na propor¢cao em massa de
30:1). A esta mistura, foi adicionado 1 mLde &cido sulfarico. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura de 50°C, por 6 horas.

Producéo de filmes de PHB/PEG/ALG-e com NPsAg

Para esta sintese, massas conhecidas de PHB, PEG e ALG-e (ver Tabela 1) foram adicionadas a 50mL
de cloroférmio e deixadas a 80°C e agitacdo branda por 24 horas. Em seguida, foi utilizada uma metodologia
proposta por TRBOJEVICH et al., (2002) para a incorporacdo de NPsAg no gel polimérico, o qual é baseado no
método de troca de fases. Para a preparagdo dos filmes, o gel polimérico com as nanoparticulas foi vertido em
uma placa de vidro, pela técnica de casting.

Tabela 1 — Detalhamento das percentagens em massa dos filmes de PHB.

PHBqy | PHB1g0Ag | PHBgg | PHBygAg | PHBy, | PHBg,Ag | PHBoy | PHBgyAg | PHBgg | PHBggAg

PHB 100% 100% 98,8% | 98,8% | 92,7% | 92,7% 90% 90% 88,6% 88,6%

PEG 6,11% | 6,11% 10% 10% 10,22% | 10,22%
ALG-e 1,22% | 122% [1,22% | 1,22% 1,22% 1,22%
NPsAg Com Com Com Com Com

Fonte — Autores.

Caracterizacdo das amostras

A adsorcao de NPsAg no gel polimérico foi avaliada através da Espectroscopia de Absor¢do na regido
do UV-vis, comparando-se a absorbancia antes e apos da troca de fases. A morfologia dos filmes produzidos
foi caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para este estudo, as amostras foram
metalizadas com ouro e caracterizadas em umJeol, modelo JSM 6390LV/LGS. As nanoparticulas de prata em
suspenséo foram caracterizadas por microscopia eletrdnica de transmissédo (MET) usando um JEOL 1400plus
operado em uma voltagem de 120 kV. Finalmente, os filmes foram caracterizados pela técnica de permeacéo a
vapor de &gua (PVA) utilizando o método gravimétrico estatico baseado na norma internacional ASTM
(E96/E96M-10; STANDARD, 2013).

Resultados e Discusséo:
Esterificacdo do ALG

Neste trabalho, o ALG foi esterificado com a finalidade de promover uma maior homogeneidade com os
demais componentes do compdsito polimérico (PHB+PEG), além da insercao de ions de soédio, os quais
facilitam a restauragcdo do tecido epitelial. Apdés o procedimento descrito na metodologia, realizou-se uma
titulacdo para determinar o grau de esterificacdo em porcentagem (GE%), o qual resultou em 39,32 + 3,55,
resultado compativel com o obtido em trabalhos prévios do grupo ( LOPES et al, 2016).

Caracterizagdo das NPsAg

Durante a sintese das nanoparticulas, a coloracdo da solucao inicial (incolor) foi sistematicamente
alterada para amarelo (Figura 1b), indicando a formacao das nanoparticulas. A caracterizacdo desta amostra
foi realizada por medidas na regido do UV-vis e analises de microscopia eletrbnica de transmissdo. Os
espectros de absorbancia na regido do UV-vis foram adquiridos no intervalo compreendido entre 300 e 600 nm
(Fig. 1a). No espectro exposto na Figura 1a), nota-se a presenca de uma banda centrada em 411 nm, que
corresponde a banda de ressonancia de plasmon das NPsAg. De acordo com a literatura, as nanoparticulas
obtidas séo esféricas com didmetros na ordem de 20 nm, j4 que para este tipo de particulas a banda de
ressonancia plasmoénica ocorre entre 410 e 450 nm. Para melhor entendimento da morfologia, foram
executados ensaios de MET e os resultados desta andlise podem ser observados nas Figuras 1c) e 1d). Em
tais imagens, pode-se observar a presenca de particulas aproximadamente esférica em maior contraste. Assim,
com base nas imagens de MET, um histograma da distribuicdo dos diametros das particulas foi construido, o
gual evidenciou a presenca de particulas com tamanhos médios na ordem de 19,93 + 8,38 nm. Segundo a
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literatura, as particulas com tais dimens@es sdo favoraveis para aplicagdes bactericidas (JYOTI; et al 2015).

Figura 1 - a) Espectro de absor¢éo de NPsAg dispersas na fase aquosa, b) fotografia da suspensao das
NPsAg em meio aquoso, 1c) e 1d) Imagens de MET de NPsAg e le) Distribuicdo de tamanhos para as
NPsAg obtida a partir das imagens de MET.
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Fonte — Autores.

Adsorcado de NPsAg no filme de PHB/PEG/ALG-e por espectroscopia de absorcéo naregido do UV-vis

A porcentagem de NPsAg transferida para a fase polimérica (em cloroférmio) foi calculada através da
diferenca de absorbancia ap6s o método de troca fases. Pelos resultados apresentados na Tabela 2, nota-se
gue o gel com composicdo PHB;,, (amostra que consiste somente em PHB) foi a que apresentou a menor
porcentagem de transferéncia de nanoparticulas em relagdo aos demais géis, com 35,8% de adsorcdo. As
demais amostras apresentaram um grau maior de transferéncia, justificando o uso de PEG e ALG. A amostra
com gel de PHByzAg teve a melhor adsor¢éo, com 60,4%.

Tabela 2 — Descricdo dos valores do (PAG (PHB)%) para as amostras de PHB,y,Ag, PHBysAg, PHBy,Ag,

PHBqy,Age PHBggAg.
PHngAg PHBgoAg PHBngg PHBgsAg PHB100A9
| PAG (PHB)% 54,1% 45,86% 39,1% 60,4% 35,8%

Fonte — Autores.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias de superficie relataram a morfologia das amostras dos filmes com PHB. A Figura 2a
demonstra que o filme de PHB;,, (PHB puro), apresenta alguns poros em sua superficie. Algo semelhante
também é observado na amostra que possui NpsAg (PHB,,,Ag, Figura 2b), e nas demais amostras com
composicao semelhante. Nao foi possivel observar diferencas significativas entre os filmes de PHB,, (Figura
3a) e PHBy,Ag Figura 3b, e entre PHBgg (Figura 3c) e PHBggAg (Figura 3d), em relagdo as caracteristicas
superficiais das amostras. Com a adicdo de PEG (pHB,,, Figura 2c) e ALG-e (PHB., Figura 2d) nos filmes, foi
possivel observar por meio das micrografias algumas modificagbes na superficie das amostras, em
comparagéo com o PHB;,, € PHB;40Ag. As diferencas de topografia observadas nas amostras em estudo
podem ter sido ocasionadas pela presenca de defeitos ou limitagcbes provenientes do processo de secagem do
filme (casting) (LOPES; et al 2016).

Flgura 2 - MEV das amostras da superficie do f|Ime com a) PHBlOO, b) PHBlOOAg, c)PHB98 e d)PHBgO
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Flgura 3- MEV das amostras da superﬂme do filme dea) PHBy,, b) PHBngg C)PHBgg € d) PHBBBAg
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Permeacéo a vapor de agua (PVA)

O resultado do valor da permeabilidade a vapor de agua (PVA) dos filmes poliméricos PHB4,Ag,
PHBggAg, PHB,,,,PHBy, € PHBy, pode ser observado na Figura 4). Os resultados da triplicata foram
submetidos ao teste estatistico t-Student com significancia de 95%, podendo, assim, avaliar se ha diferenca
significativa entre o valor médio das amostras. Na amostra PHB,,, houve um aumento significativo na
permeacdo de vapores em relagdo as demais amostras, evidenciando uma permeacdo de vapores uniforme. A
adicdo de NPsAg néo influencia na permeacgdo de vapores do experimento. A amostra PHBggAg teve uma
menor permeacdo de vapor de agua, o que pode estar relacionado ao menor nimero de poros em sua
superficie, como apresentado pela caracterizagcdo de MEV, ilustrado na Figura 3d (LOPES et al 2016).

Figura 4 — Grafico de permeagéo a vapor de dgua de PHBq,Ag, PHBggAg, PHB;yo,PHBy, € PHBy,.
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Fonte — Autores.

Conclusdes:

A esterificacdo parcial do ALG obteve uma porcentagem de 39,32 +3,55%, adicionando propriedade
hidrofilica ao composto polimérico. Pelo espectro UV-vis e MET, foi constada uma banda centrada em 411 nm
e NPsAg aproximadamente esféricas com o diametro na ordem de 19,93+8,38 nm, respectivamente. Géis de
PHB/PEG/ALG-e em diferentes composi¢fes, foram homogeneizados com NPsAg por meio do método de
troca de fases e caracterizados, sendo a amostra PHBy3 a que demonstrou a maior adsorcdo de NPsAg.
Andlises de MEV sugerem que as NPsAg néo influenciam a estrutura morfol6gica superficial do PHB, Analises
de MEV sugerem que as NPsAg néo influenciam a estrutura morfoldgica superficial do PHB, enquanto a adicao
de ALG-e e PEG modifica a morfologia superficial da amostra. Para os resultados com PVA a amostra com
PHB,,, obteve uma maior eficiéncia pela influéncia do PEG em sua composi¢cédo e as demais com resultados
similares.

Por fim, o filme com composi¢cdo de PHB/PEG/ALG-e/NPsAg, apresenta um potencial para curativo de
pele, sendo também necessaria outros tipos de caracterizagdes e aplicacdo em testes de bioatividade de in
vitro e in vivo.
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