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RESUMO

A periodontite € uma doenca que afeta os tecidos de suporte dental, causando
perda da insercdo 6ssea. Ela se inicia a partir da gengivite, que quando nao
tratada, progride para periodontite. Um dos tratamentos possiveis para a
periodontite € por meio da técnica de regeneracao tecidual guiada (RTG), que
consiste em inserir uma membrana biocompativel que possibilita a regeneracéo
do periodonto. Atualmente, uma variedade de membranas reabsorviveis
encontram-se disponiveis comercialmente como alternativa as membranas
convencionais ndo reabsorviveis, como as membranas de poli(acido-lactico-
coglicdlico)(PLGA). Essas membranas ndo necessitam de uma intervencao
cirdrgica secundaria para sua remocao, uma vez que o polimero que as constitui
€ biocompativel e bioreabsorvivel. Para inibir processos infecciosos que podem
ocorrer devido a intervencao cirargica, sdo prescritos antibiéticos, porém as
bactérias possuem potencial para desenvolver resisténcia contra 0s mesmos.
Desta forma, novas estratégias sdo necessarias para identificar e desenvolver
medicamentos ou agentes para inibir infec¢cdes bacterianas em tratamentos por
RTG. Algumas nanoparticulas sdo uma alternativa eficaz no combate as
bactérias patogénicas, dentre elas podemos citar as nanoparticulas de prata
(NpAg) e nanoparticulas de 6xido de zinco (NpZnO). Neste contexto, o presente
trabalho objetivou produzir membranas biopoliméricas que fossem
biocompativeis e bioreabsorviveis, eliminando assim a necessidade de uma
segunda intervencdo cirdrgica, funcionalizadas com agentes antibacterianos
nanoestruturados visando inibir a formacao de biofilme na regido tratada com a
técnica de RTG. Para a producdo das membranas foi utilizado o PLGA como
matriz polimérica, sendo preparados filmes pelo método de evaporacao
utilizando cloroférmio como solvente. As NpAg foram sintetizadas e utilizadas
nas concentragdes: 5, 7, 8 e 10 ppm, enquanto que as concentracdes utilizadas
para as NpZnO foram: 10, 50, 100 e 150 ppm. A caracterizacdo das NpAg foi
realizada por UV-Vis, MET e espectroscopia de absor¢cdo atdmica. As NpZnO
nao se dispersam bem em cloroférmio sendo necessario fazer uma modificacéo
de superficie, utilizando-se o 1l-dodecanotiol como ligante. Para verificar a
eficiéncia da modificacdo analisou-se as nanoparticulas de ZnO por FTIR. As
membranas obtidas foram caracterizadas por TGA, DSC, RMN, MEV-FEG e a
acdo antibacteriana foi avaliada utilizando-se a bactéria Staphylococcus aureus.
Os resultados obtidos demonstraram que a modificacdo de superficie foi
eficiente, sendo possivel incorporar as nanoparticulas nas membranas. As
analises de TGA demonstraram que a adicdo de NpAg acima de 7 ppm aumenta
a estabilidade térmica do material, ja a adicdo de NpZnO diminui a estabilidade
com adi¢Bes a partir de 50 ppm. Além disso, as membranas contendo as
nanoparticulas de prata se mostraram eficientes no combate a bactéria testada,
0 que indica que as mesmas possuem forte potencial de aplicagdo na técnica de
regeneracao tecidual guiada em pacientes que sofrem com a periodontite.

Palavras chave: PLGA, nanoparticula de prata, nanoparticula de 6xido de zinco



ABSTRACT

Periodontitis is a disease that affects the tissues of dental support, causing loss
of insertion. It is started from gingivitis, which is not treated, progresses to
periodontitis. One of the possible treatments for a periodontitis is through the
technique of guided tissue regeneration (RTG), which consists of inserting a
biocompatible membrane that enables a periodontal regeneration. Actually, a
variety of resorbable membranes are a product commercially used as poly (lactic-
co-glycolic acid) membranes (PLGA). Such membranes do not require a
secondary surgical intervention for their removal, since the polymer which it
constitutes is biocompatible and bioreabsorbable. To inhibit infectious processes
that may result from a surgical intervention, antibiotics are prescribed, but as
bacteria they have potential for the development of resistance against them. In
this way, new strategies are to identify and develop drugs or agents to inhibit
bacterial infections in RTG treatments. (Nanopatrticles of silver) and nanoparticles
of zinc oxide (NpZnO) are silver nanopatrticles (NpAg) and nanoparticles of zinc
oxide. In this context, the present work aimed to produce biopolymer membranes
that were biocompatible and bioreabsorbable, thus eliminating a need for a
second surgical intervention, functionalized with nanostructured antibacterial
agents aimed at inhibiting a biofilm formation in the region treated with a GTR
technique. For a production of membranes for the use of PLGA as polymer
matrix, which is necessary for the production of chloroform as solvent. NpAg were
synthesized and used at the concentrations: 5, 7, 8 and 10 ppm, as
concentrations used for NpzZnO were: 10, 50, 100 and 150 ppm. The
characterization of NpAg was performed by UV-Vis, MET and atomic absorption
spectroscopy. To the extent that NpZnO does not disperse well in chloroform, a
surface modification is required using 1-dodecanethiol as a binder. To verify the
efficiency of the modulation was analyzed as nanoparticles of ZnO by FTIR. As
membranes obtained were characterized by TGA, DSC, RMN, MEV-FEG and the
antibacterial action was evaluated using a bacterium Staphylococcus aureus.
The obtained results demonstrated that a surface modification was efficient,
being possible to incorporate as nanoparticles in the membranes. As TGA
analyzes have shown that the addition of NpAg above 7 ppm increases the
thermal stability of the material, since an addition of NpZnO decreases stability
with additions starting at 50 ppm. In addition, as membranes containing silver
nanoparticles were shown to be efficient without the tested bacterial test,
indicating that as the same strong potential application in the technique of tissue
regeneration in patients suffering from periodontitis.

Keywords: PLGA, silver nanoparticle, zinc oxide nanoparticle
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INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca que afeta os tecidos de suporte dental,
causando perda da insercdo 6Ossea. Ela se inicia a partir da gengivite, que
guando néo tratada, progride e a inflamacao se torna mais grave (BRAGA et al.,
2007; BOTTINO et al., 2011). Apresenta também risco de efeitos sistémicos, ja
gue o biofilme formado no local da inflamacéo é fonte de bactérias que podem
entrar na corrente sanguinea e afetar 6rgdos como coragdo, pulmao,
articulac@es, rins e figado (MARRETA, 2001; MENDES, 2012; BRAGA et al.,
2007).

Um dos tratamentos possiveis para a periodontite € por meio da técnica
de regeneracéo tecidual guiada (RTG), que consiste em inserir uma membrana
biocompativel que faz uma oclusédo, permitindo que se forme um coagulo
sanguineo que vai maturar e possibilitar a regeneracdo do periodonto. A
membrana também obstrui a area, protegendo a lesdo de possiveis
contaminagdes bacterianas. Usualmente o tratamento € composto de uma
cirurgia para inser¢do da membrana nado reabsorvivel, outra para a retirada da
mesma e a prescricdo de antibidticos para inibir processos infecciosos
(DELIBERADOR et al., 2008; BOTTINO et al., 2011; LIAO et al., 2005).

Atualmente, uma variedade de membranas reabsorviveis esta disponivel
como alternativa as membranas convencionais ndo reabsorviveis. Essas
membranas ndo necessitam de uma intervencgao cirdrgica secundéria para sua
remogcdo e normalmente sdo de poliésteres como poli(acido latico) (PLA),
poli(acido glicolico) (PGA), poli(caprolactona) (PCL) e seus copolimeros ou ainda
derivadas de coladgeno. As membranas a base de poliéster sdo biodegradaveis,
permitem a integracéo do tecido e sdo mais faceis de manusear cirurgicamente
em comparagdo com as membranas convencionais. As propriedades mecanicas
e fisicas devem ser suficientes para evitar a ruptura da membrana e permitir sua
colocacéo in vivo. Além disso, as taxas de degradagdo das membranas devem
coincidir com as taxas de formacao do tecido novo (BOTTINO et al., 2010;
BEHRING et al., 2008; LIAO et al., 2005). O copolimero poli(acido-lactico-co-
glicolico) (PLGA) é constituido por unidades provenientes do acido lactico e do

acido glicolico. Sua vantagem sobre outros polimeros bioreabsorviveis, como o
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poli(L-acido lactico) (PLLA), é o fato do copolimero PLGA requerer um menor
tempo para sua completa degradagéo, implicando em uma menor probabilidade
de reacbes adversas, as quais decorrem, muitas vezes, de fragmentos
cristalinos liberados por polimeros, com tempo de degradacdo excessivamente
longo (MOTTA et al., 2006). O grande interesse nesse copolimero vem do fato
de suas propriedades mecanicas e tempo de degradacdo poderem ser
controlados através da relacdo que se emprega dos monbémeros (MOTTA,
2002).

Para inibir processos infecciosos que podem ocorrer devido a intervengao
cirtrgica, sdo prescritos antibiéticos, porém as bactérias possuem potencial para
desenvolver resisténcia contra os mesmos. Desta forma, novas estratégias sédo
necessarias para identificar e desenvolver medicamentos ou agentes para inibir
infeccdes bacterianas em tratamentos por RTG. Algumas nanoparticulas séo
uma alternativa eficaz no combate as bactérias patogénicas. Dentre as
nanoparticulas com funcéo bactericida podemos citar as nanoparticulas de prata
(NpAQ), de Oxido de cobre (CuO), de dioxido de titanio (TiO2), de 6xido de ferro
(Fe203) e nanoparticulas de oxido de zinco (NpZnO) (CHACRABORTI et al.,
2014).

A prata é a nanoparticula mais utilizada contra bactérias e pode ser
utilizada contra uma ampla gama de patdégenos, especialmente patdégenos
multirresistentes que sao dificeis de tratar com os antibiéticos disponiveis (LARA
et al., 2011). Por outro lado, sua utilizacdo (dependendo da concentracao) é
limitada uma vez que possui efeitos secundarios, que podem inclusive ser
toxicos. A utilizagdo de nanoparticulas de ZnO como alternativa a prata vém
ganhando destague devido a sua biocompatibilidade. Além disso, essas
nanoparticulas apresentam efeitos minimos relacionadas as células humanas e
possuem atividade antibacteriana contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas (CHACRABORTI et al., 2014).

A incorporagdo de nanoparticulas de prata e zinco nas membranas,
representa um avanco tecnoldgico para a técnica de RTG, pois atualmente néo
existe no mercado um produto que ofereca protecao contra bactérias nem pela
presenca de antibidticos na membrana, tampouco pelo uso de nanoestruturas

com propriedades antibacterianas.



Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo produzir membranas
biopoliméricas que sejam biocompativeis e bioreabsorviveis, eliminando assim
a necessidade de uma segunda intervencdo cirargica, funcionalizadas com
agentes antibacterianos nanoestruturados para impedir a formacédo de biofilme
na regido tratada com a técnica de RTG. Como o mecanismo de acéo
antibacteriano destas nanoparticulas metalicas € diferente dos mecanismos de
acao dos antibidticos, espera-se que néao haja o desenvolvimento de resisténcia

bacteriana, trazendo beneficios ao paciente.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas biopoliméricas de PLGA com propriedades
antibacterianas, mediante a incorporacéo de nanoparticulas de ZnO ou Ag, para

aplicacao no tratamento de periodontite.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a modificacdo quimica da superficie das nanoparticulas de ZnO

hidrofilicas para incorporacdo em matriz polimérica organica (lipofilica).

b) Preparar membranas biocompdésitas de PLGA, com distintas concentracdes

de nanoparticulas de prata ou com nanoparticulas de éxido de zinco.

c) Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e avaliar a atividade bactericida
das membranas produzidas utilizando a bactéria Staphylococcus aureus,
comparando a eficiéncia dos agentes antibacterianos nanoestruturados

utilizados.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PERIODONTITE

O periodonto abrange o conjunto de tecidos que envolve os dentes, sendo
dividido em periodonto de insercao (ligamento periodontal, cemento radicular e
0sso alveolar) e periodonto de protecdo (gengiva). A principal funcdo do
periodonto é a inser¢do do dente ao tecido 6sseo dos maxilares e conservar a
superficie da mucosa mastigatéria da cavidade bucal (BRAGA et al., 2007). Os
principais constituintes do periodonto e suas caracteristicas estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1 - Constituintes do periodonto e suas caracteristicas

Constituintes do periodonto Caracteristicas

Gengiva aderida Tecido epitelial de elevada taxa proliferativa

Tecido mineralizado especializado que

Cemento radicular . )
reveste a superficie radicular do dente

Ligamento periodontal

Tecido conjuntivo especializado fibroso; Liga a
superficie radicular do dente ao sulco gengival;
Muito vascularizado; Ajuda o dente a suportar
as forgas compressivas que ocorrem durante a
mastigagdo e, ajudam-no a permanecer
embutido no osso.

Osso alveolar

O principal constituinte é a hidroxiapatita.

Fonte: MARTINS, 2011.

A doenca periodontal é causada pela acumulagédo de bactérias na forma

de placa na superficie dos dentes, o que resulta em inflamacéo gengival e se
nao for tratada pode levar a destruicdo dos tecidos periodontais que pode
resultar em problemas locais e sistemicos clinicamente significativos
(MARRETA, 2001). A Figura 1 apresenta a estrutura periodontal de um dente

com doenca periodontal e de um dente saudavel.



Figura 1. Estrutura periodontal de um dente saudavel e com doenca periodontal.

Dente Sensivel
Gengiva Inflamada

Dente Normal
Gengiva Normal

Fonte: SITE MACHADO E MIRANDA, 2015

A doenca periodontal ocorre em duas formas: gengivite e periodontite. A
gengivite € uma inflamacéo reversivel da gengiva, que ocorre no periodonto de
protecdo. Clinicamente € caracterizada por mudancas na coloracdo do tecido
gengival, presenca de sangramento a sondagem e pode ser associada a
presenca de placa bacteriana no sulco gengival ((BRAGA et al., 2007;
MARRETA, 2001).

O dano que o periodonto apresenta num dado momento pode ser medido
por uma sonda graduada em milimetros (sonda periodontal). Esse instrumento
permite medir a profundidade do sulco gengival e o nivel de insercdo. Além disso,
sitios que apresentam inflamac¢do sangram no momento da sondagem, gerando
um indicador de inflamacao periodontal denominado sangramento & sondagem
(BRAGA et al., 2007).

A bolsa periodontal ou sulco, ocorre da perda dos tecidos de insercao
periodontal. O nivel de insercdo periodontal é estabelecido clinicamente como a
distancia entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e o fundo da bolsa. Uma vez



que a gengiva esta inserida no dente no ponto da JCE, o nivel de insercao clinica
onde ndo ocorreu perda tecidual € zero (BRAGA et al., 2007).

Se néo houver interferéncia na formacao continuada da placa bacteriana,
pode desenvolver-se um quadro de periodontite em individuos suscetiveis. Essa
progresséo pode ser verificada na Figura 2. A periodontite consiste em uma
inflamacé&o mais profunda, com perda de apoio do dente e danos permanentes
(BRAGA et al., 2007; MARRETA, 2001).

Grandes quantidades de bactérias na juncdo do dente com a gengiva
iniciam a doenca periodontal. A retengéo prolongada dessas bactérias resulta na
mudanca da microbiota predominante de bactérias aerGbias gram-positiva para
bactérias com maior mobilidade anaerdbias gram-negativa, persistindo a
inflamacéo e liberacdo de citosinas e enzimas que levam a destruicdo dos
tecidos periodontais, ocorre o desencadeamento da doenga periodontal
(MARRETA, 2001; REIS et al., 2011).

A periodontite € uma inflamacéo que vai além da gengiva, alcanca o
ligamento periodontal, tecido ésseo subjacente e o cemento radicular, levando a
formacao da bolsa periodontal por meio de um processo de perda de tecidos
periodontais, conjuntivo e 0sso alveolar (BRAGA et al., 2007; WIGGS et al.,
1998).



Figura 2. llustracdes da progressdo da doenca periodontal a) gengiva saudavel; b) gengivite

grave (leséo estavel); c) periodontite cronica (leséo progressiva)

Fonte: OHLRICH et al., 2009.



2.2 REGENERACAO TECIDUAL GUIADA

A regeneracdo tecidual guiada (RTG) € a técnica mais utilizada no
tratamento periodontal, visando separar as células dos tecidos epitelial e
conjuntivo gengival com a superficie radicular nos estagios iniciais de
regeneracao do periodonto, pois elas ndo possuem a capacidade de regenerar
os tecidos perdidos. Esse procedimento consiste na utilizacdo de uma
membrana de origem natural ou sintética que atua como uma barreira mecéanica.
A membrana € colocada internamente entre o retalho gengival e o defeito
periodontal (Figura 3), permitindo que as células provenientes do ligamento
periodontal repovoem e se proliferem na area da superficie radicular, pois sao
essas as células capazes de formar cemento e ligamento periodontal
(DELIBERADOR et al., 2008; TAKEISHI et al., 2001).

Existe um grande numero de membranas oclusivas no mercado
atualmente. Estas se dividlem em n&o reabsorviveis e bioabsorviveis. O
politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) é o material utilizado para a fabricacéo
das membranas n&o reabsorviveis. No que diz respeito as membranas
biodegradaveis, estas sdo fabricadas majoritariamente com poliésteres e seus

copolimeros e colageno (MARTINS, 2011).

Figura 3. Membrana polimérica suturada para tratamento de periodontite

Fonte: BALATA et al., 2011.



As caracteristicas fisico-quimicas das membranas devem promover uma
juncdo estavel do epitélio com o tecido conjuntivo e a membrana durante a
cicatrizacdo, para néao interferir nos requisitos funcionais gerais do processo de
regeneracao (SCHENK et al.,1994).

2.2.1 Estado da Arte na utilizacdo de membranas reabsorviveis na RTG

Diferentes tipos de membranas utilizadas para a regeneracéo tecidual
guiada (RTG) bioabsorviveis e ndo reabsorviveis foram testadas por Kasaj et al.
(2008) com o proposito de avaliar os efeitos biologicos em culturas de
fibroblastos primarios gengivais humanos, fibroblastos de ligamentos
periodontais e células humanas semelhantes a osteoblastos in vitro. Trés
membranas de colageno disponiveis comercialmente e trés de
politetrafluoretileno (PTFE) ndo reabsorviveis foram testados. Os resultados do
estudo demonstraram que entre as membranas examinadas, as membranas
bioabsorviveis demonstraram ser mais adequadas para estimular a proliferacédo
celular em comparacdo com as membranas de PTFE n&o reabsorviveis. A
desvantagem das membranas de PTFE € a necessidade de uma segunda
intervencao cirdargica para sua remocao.

O quadro 1 apresenta uma sintese dos principais resultados obtidos por
alguns autores que estudaram a obtencdo e/ou incorporacdo de membranas
reabsorviveis na técnica de RTG, fazendo uso de medicamentos ou

incorporacdo nas membranas para a inibicdo de agentes antibacterianos.
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Trés tipos de membranas de poli(acido DL-lactico) (PDLLA) de alta massa
molecular contendo 0, 10 e 30% de oligbmeros foram estudadas sem adicao de
medicamento a mesma. O proposito do estudo foi avaliar a eficacia das
membranas para a RTG em cées adultos da raga Beagle. No estudo in vivo,
cefalosporina (antibiotico) foi adicionado a alimentacdo dos cées, além de
escovacao com clorexidina (antibacteriano). As membranas foram bem toleradas
e envolvidas por um tecido conjuntivo fibroso, desprovido de células
inflamatorias. Foi observado no estudo que todas as membranas promoveram
regeneracdo dos tecidos periodontais e apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas ao controle em relagdo a
adesdao epitelial, regeneracéo do osso alveolar, adesédo do tecido conectivo e
neoformacdo de cemento. Os autores concluiram que as membranas de PLA
podem ser utilizadas como uma alternativa interessante para RTG em lesGes
periodontais avangadas em humanos (ROBERT & FRANK, 1994).

Cirelli et al. (1997) desenvolveram uma membrana de colageno anidnico
a partir do colageno encontrado em tenddes bovinos e testaram a eficacia da
membrana na técnica de RTG no tratamento em cdes sem adicdo de
medicamento a mesma. As membranas desenvolvidas possuem propriedades
dielétricas melhoradas em relacdo aos materiais semelhantes de colageno
nativo. As membranas foram reticuladas com glutaraldeido, que permite um
maior tempo de reabsorcdo. Esta caracteristica, além da propriedade anibnica,
da boas condicbes para a regeneracao periodontal. Foi administrado aos cées
benzetacil (antibiotico) por 3 dias e solucéo de clorexidina. Com base nos dados
obtidos, os autores observaram que a membrana de colageno utilizada no estudo
proporcionou um bloqueio eficaz do tecido epitelial e promoveu a regeneracéo
dos tecidos periodontais, em associacdo com uma baixa resposta inflamatoéria e
biodegradabilidade controlada.

Foi confeccionado uma membrana com trés camadas constituida por
poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA)/colageno mineralizado/nanohidroxiapatita
(nHAP). A ideia deste estudo foi o desenvolvimento de uma membrana com um
lado poroso e outro denso, apresentando boa flexibilidade, alta resisténcia
mecanica, facil manipulagcdo, excelente biocompatibilidade e biorreabsorcéo
controlavel. A membrana biocompédsita foi testada in vitro em células

osteoblasticas. Os autores concluem que o material € promissor para RTG, além
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de oferecer um design melhorado para aplicacdes de dispositivos médicos (LIAO
et al., 2005).

Horbylon (2008) preparou duas membranas de colageno (produzido a
partir do osso bovino) impregnadas com antibiotico, sendo uma com doxiciclina
e outra com tetraciclina e analisou in vitro a cinética de desorgéo dos antibidticos.
Foram construidas curvas de calibragdo para a doxiciclina e para a tetraciclina
(farmacos liberados versus tempo). Os resultados demonstraram que 0S
farmacos foram liberados por 48 h, sendo observada maior velocidade de
desorcao nas primeiras 4 horas, mostrando-se suficientes para inibir a acao dos
patégenos periodontais.

Martins (2011) produziu uma membrana oclusiva biodegradavel por meio
da eletrofiagcdo de solucdes contendo policaprolactona e hirdroxiapatita (HAP)
para uso em RTG. Foram produzidos quatro tipos de membranas biocompadsitas
incorporando diferentes concentracdes do bioceramico (hidroxiapatita) em
relacdo ao biopolimero (0, 10, 20 e 30%). As membranas foram caracterizadas
por ensaios de tracdo, medicdo de angulos de contato, MEV, testes de
degradacédo, de bioatividade, de citotoxicidade e de adesdo celular. Os
resultados obtidos pelos ensaios demonstraram que as membranas possuem
grande potencial para aplicacdo na técnica de RTG.

A HAP e o polihidroxibutirato (PHB), foram utilizados por Reis et al. (2012)
para fabricar membranas rigidas para RTG, contendo 25, 35 ou 50% de HAP em
matriz de PHB pelo método de moldagem por injecdo. As membranas
apresentaram alta cristalinidade e caracteristica rigida capaz de manter sua
forma, prevenindo seu colapso para dentro do defeito e mantendo o espaco para
o coagulo, além de uma superficie interna de topografia complexa para promover
maior adesdo de fibrina, plaquetas e células progenitoras, favorecendo a
manutenc¢ao do volume do coagulo sanguineo, e a formacao de novos tecidos.

Neste contexto, pela leitura dos artigos supracitados, percebe-se que
houve uma evolucéo clara na estratégia para o desenvolvimento de membranas
para RTG. As primeiras membranas eram de polimeros ndo reabsorviveis
(PTFE) sem adicdo de nenhum medicamento as mesmas. Num segundo
momento as membranas foram substituidas por polimeros bioreabsorviveis
(colageno, PLA e seus copolimeros), sendo administrado por via oral antibioticos

e antibacterianos. Ja num terceiro momento, percebe-se a estratégia de
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incorporacdo de biocerdmicos (HAP) & membrana além do polimero
bioreabsorvivel formando materiais biocompdsitos, bem como a adicdo de
medicamentos. Nesse sentido, ndo foi encontrado na literatura nenhum estudo
de membranas para RTG com adicdo de NpAg e NpZnO como agentes

antibacterianos, evidenciando a inovagéo deste trabalho.

2.3 NANOCOMPOSITOS

Um compdsito pode ser considerado qualquer material formulado pela
combinacéo de dois ou mais constituintes (multifasico), que exibe uma proporcéo
significativa das propriedades das fases que o constituem, de modo que € obtida
uma melhor combinacéao de propriedades (CALLISTER, 2007).

Do mesmo modo como acontece nos compositos tradicionais, nos
nanocompodsitos um dos componentes serve de matriz, na qual as particulas do
segundo material se encontram dispersas. Os nanocompoésitos diferem dos
compdsitos tradicionais por possuirem a fase dispersa com dimensfes
nanométricas (ESTEVES et al., 2004).

As propriedades dos nanocompasitos sdo influenciadas pela forma que o
nanoreforco esta disperso na matriz polimérica. Podem haver trés formas
bésicas que definem a estrutura de um nanocompasito: o nanoreforgo pode estar
no estado aglomerado, sendo este semelhante a um compadsito convencional; o
nanoreforco pode estar intercalado por cadeias poliméricas com ordem
estrutural, atribuindo ao nanocompasito propriedades superiores as encontradas
em um compoésito convencional; e o nanoreforco pode estar ainda na forma
esfoliada, no qual as camadas estruturais estdo totalmente desorientadas na
matriz, aumentando as interacbes matriz-nanoreforco, levando a significativas
melhorias em algumas propriedades do nanocompdsito (GUIMARAES et al.,

2006). Essas estruturas estdo demonstradas na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo da estrutura de nanoreforco disperso em matriz polimérica.

Aglomerado Intercalado Esfoliado

Fonte: Adaptado GUIMARAES et al., 2006.

O elevado aumento das propriedades fisicas nos nanocompdsitos esta
relacionado a elevada area superficial dos nanoreforcos. Quando dispersos em
matrizes poliméricas promovem alteracbes nas propriedades da matriz
associadas a interacdo quimica entre os nanoreforcos e o polimero. Estas
interagbes podem interferir na dindmica molecular do polimero, obtendo-se
alteracdes significativas em suas propriedades fisicas, no seu comportamento
térmico e mecanico (ESTEVES et al., 2004). As interacfes interfaciais variam de
acordo com o tipo de polimero, tipo de nanoparticula e com o método de sintese

utilizado (BRAGANCA, 2008).

2.4 AGENTES ANTIBACTERIANOS NANOESTRUTURADOS

A funcionalizacdo de membranas biopoliméricas com agentes
antibacterianos nanoestruturados tém atraido muita atencdo, pois apresentam
elevada atividade/eficiéncia devido a grande area de superficie em relacdo ao
volume. Dentre as nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas de prata (NpAQ)
e de 6xido de zinco (NpZnO) se destacam devido ao seu potencial como agente
antibacteriano. Sdo amplamente utilizadas em muitos campos biolégicos e areas
meédicas, como biossensores, cicatrizacdo de feridas e tratamento de
gueimaduras (KRISHNAN et al., 2015; MOTSHEKGA et al., 2013).

Nanoparticulas de prata em baixas concentracfes ndo sdo toxicas para o
corpo humano e possuem um largo espectro contra uma variedade de bactérias
resistentes a antibioticos, o que as tornam atrativas em aplicacdes farmacéuticas

e dispositivos médicos que podem ajudar a prevenir a transmissao de agentes
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patogénicos resistentes aos medicamentos em ambientes clinicos diferentes. O
mecanismo de acao bactericida destas nanoparticulas metalicas é diferente dos
mecanismos de acdo dos antibidticos, ndo permitindo o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (LARA et al.,, 2011; SIMCHI, 2011; CHAKRABORTI,
2014).

A capacidade antibacteriana do zinco é expressiva quando seu tamanho
de particula € diminuido. Em escala nano o ZnO pode interagir com a superficie
da célula bacteriana e/ou com o nucleo no interior da célula, apresentando
mecanismos bactericidas distintos. As interacdes entre as particulas e as
bactérias sdo principalmente toxicas, propriedade esta que tem sido explorada
para uma série de aplicacbes bactericidas, inclusive no desenvolvimento de
embalagens funcionais na industria de alimentos para aumento do tempo de
prateleira de seus produtos (SIRELKHATIM et al., 2015).

Os compostos de ZnO tém sido estudados h& décadas. Além de
propriedades fisicas especificas, algumas das vantagens do ZnO s&o a grande
disponibilidade, baixo custo de producéo e baixa toxicidade. Com o seu intervalo
de banda correspondente a luz UV de 365 nm, ZnO é transparente ao longo do
espectro visivel. Sob condicbes normais, cristaliza-se na estrutura de wurtzite
hexagonal. Em aplicacGes industriais convencionais, ZnO ¢é utilizado na
fabricacdo em grande escala de produtos cosméticos, plasticos, aditivos
alimentares, além de outras. Nos ultimos anos, o interesse cientifico em ZnO foi
renovada porque além do processamento ter melhorado a compreenséo teorica
de novas aplicacdes, por exemplo, em optoeletrdnica, spintrbnica, e
nanotecnologia, aumentou significativamente o desenvolvimento de pesquisas
(ERBETTA, 2001).

Li et al. (2008), descreveram em seus estudos a a¢do antimicrobiana das
nanoparticulas de quitosana, Ag, TiO2, ZnO, fulereno e nanotubos de carbono.
As nanoparticulas interagem com células microbianas por meio de varios
mecanismos. Elas podem interagir diretamente com as células microbianas e
interromper a transferéncia de elétrons, romper/penetrar o envelope celular ou
componentes de células oxidantes, ou ainda, produzir produtos secundarios que
causam danos, por exemplo, espécies reativas de oxigénio (ROS). Os principais

mecanismos antimicrobianos relatados estao resumidos na Figura 5.
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Figura 5. Mecanismos de atividades antimicrobianas exercidas por nanomateriais.
Ruptura da
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Interrupgdo do transporte de
elétrons

Fonte: LI et al., 2008.

O mecanismo de acdao inibitéria de ions de prata em micro-organismos
€ parcialmente conhecido. Estudos apontam que os ions de prata interagem com
grupos tiol em proteinas, estes ions de prata monovalentes (Ag*) substituem os
ions H* dos grupos sulfidrilo ou tiol, inativando a proteina, diminuindo a
permeabilidade da membrana, levando a producdo de ROS e eventualmente
causando a morte celular (MATSUMURA et al., 2003; LI et al., 2008; BARUD et
al., 2008). Foi também demonstrado que os ions Ag+ impedem a replicacao do
DNA e afetam a estrutura e a permeabilidade da membrana celular (Feng et al.,
2000).

O mecanismo das nanoparticulas de ZnO € devido a sua atividade Unica
de ruptura bacteriana fotocatalitica, e em parte devido a dissolugéo de fons Zn?*.
O mecanismo de desinfec¢éo fotocatalitica das NpZnO depende da separacdo
foto-gerada de elétrons e buracos sob irradiacdo, o que pode, portanto, produzir
ROS para atacar as celulas bacterianas, resultando em danos celulares,
apoptose e até mesmo a morte celular (BAI et al., 2011; LI et al., 2011; ZHANG
et al., 2014).

2.5 MODIFICAGAO DE SUPERFICIE

As propriedades de superficie sdo de suma importancia para o
desenvolvimento de tecnologias com nanoparticulas. Com isso, 0s materiais

nanocompoOsitos organicos/inorganicos que passam pelo processo de
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modificacdo de superficie vém ganhando destaque cada vez maior. A
modificacdo de superficie pode alterar as propriedades de nanoparticulas
hidrofilicas para hidrofébicas, melhorar a adeséo, a compatibilidade e a interface
entre nanoparticulas inorganicas e materiais organicos, melhorar a capacidade
de dispersédo e evitar agregacdo das nanoparticulas causada pela elevada
energia superficial e for¢as de atracao das particulas (TANG et al., 2007; FENG
et al, 2004; ZHANG et al., 2011 a).

As nanoparticulas inorganicas convencionais tém polaridade superficial
elevada. Em meio organico, por consequéncia, exibem estabilidade
extremamente baixa, levando a separacao de fases. Para realizar a disperséo
de compostos inorganicos hidrofobicos em matrizes poliméricas lipofilicas, deve
haver uma compatibilidade interfacial entre esses compostos, essa afinidade
pode ser obtida por tratamento de superficie dos materiais inorganicos. Por esta
razdo, € muito importante a realizacdo de modificacdo da superficie de
nanoparticulas de zinco para ampliar a aplicacéo de tais materiais (TANG et al.,
2007).

Zhang et al. (2011 b), utilizou a técnica de modificacdo de superficie de
nanofios de ZnO para a dispersdo em meio organico e aquoso. Como solvente
organico foi utilizado cloroféormio, sendo que a modificacdo de superficie foi
realizada com a adicdo de 1-dodecanotiol (DDT). Ja para dispersdao em meio
aquoso foi utilizado &cido 11-mercaptoundecandico. Os nanofios foram
caracterizados por UV visivel, FTIR, microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e microscopia eletrénica de transmissao de alta resolucdo (HRTEM). Para avaliar
a superficie modificada foi utilizado a técnica de FTIR.

Chen et al. (2015) realizou em seu trabalho uma transferéncia de fase
utilizando 1-dodecanotiol (DDT), objetivando encontrar uma alternativa atraente
para a extracdo de metais nobres a partir de agua, solo, ou placas de circuito
impresso de residuos. Foram extraidos ions de metais nobres de uma fase
aguosa para um meio organico nao polar, com resultados altamente eficientes.
Este método envolve a mistura de uma solucéo aquosa de ions de metais nobres
com uma solucéo etanodlica de DDT, extraindo os compostos de coordenacéo
formados entre os ions de metal e o DDT em diclorometano. A interagdo entre o
DDT e os ions de metais nobres foi confirmada por espectros de FTIR utilizando

a técnica de granulo de KBr.
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2.6 BIOMATERIAIS

Os biomateriais poliméricos sdo caracterizados por serem capazes de
serem metabolizados e eliminados do organismo, por seus produtos de
degradacdo serem atdxicos, por ndo causarem reacfes toxicas ou resposta
inflamatoria no local de aplicacdo, pelo tempo de degradacédo compativel com o
processo de regeneracdo ou cicatrizacdo e por apresentarem propriedades
mecanicas e permeabilidade adequadas a aplicacdo desejada (SANTOS, 2007).

Os polimeros de origem sintética e os de origem natural tém sido
amplamente estudados como biomateriais (NAIR e LAURENCIN, 2007). O termo
"degradavel" foi aplicado aos polimeros que se desintegram por inadmeros
processos, incluindo a desintegracao fisica, a biodegradacdo por mecanismos
biolégicos, e de reacdo quimica as unidades de monémero. A biodegradacéo
envolve dois processos complementares, degradacéo e erosdo. A degradacéo
refere-se a clivagem hidrolitica da ligagcdo de modo a formar produtos soluveis
em agua que podem dissolver num meio aquoso, sendo considerado um
fenbmeno quimico, o que resulta na erosdo do polimero que refere-se ao
esgotamento de material abrangendo fenémenos fisicos, tais como a dissolucao
e difusédo (TAMADA e LANGER, 1993).

Os polimeros naturais foram os primeiros biomateriais utilizados
clinicamente, alguns exemplos desses materiais sao o colageno, a gelatina e as
albuminas bovina e humana. Os polimeros sintéticos sdo normalmente
biologicamente inertes, apresentando propriedades mais previsiveis e possuem
maior uniformidade. As poliamidas, 0S poliaminoacidos, oS
polialquilcianacrilatos, os poliésteres, os poliuretanos e as poliacrilamidas séo
alguns dos representantes dos polimeros sintéticos (SANTOS, 2007).

Os polimeros a base de acido lactico e acido glicélico receberam grande
atencdo no campo de aplicagbes médicas no passado, pois estes poliésteres
degradam no corpo por uma simples hidrdlise e além da sua biocompatibilidade,
liberam compostos nao-toxicos e nao prejudiciais. Os produtos de degradacédo
ou sao excretados pelos rins ou finalmente eliminado como agua e diéxido de
carbono por meio das vias bioquimicas conhecidas (BENDIX, 1998; SANTOS,
2007).
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Além das suturas, os polimeros séo utilizados como materiais de partida
na producdo de dispositivos medicinais implantaveis, como em aplicagdes
ortopédicas (parafusos, pinos) e aplicacbes dentarias (membranas) que

apresentam um grande campo de crescimento (BENDIX, 1998).

2.7 PLGA

O poli(L- acido latico-co-acido glicélico), PLGA, € um copolimero derivado
dos acidos lactico (PLA) e glicolico (PGA). Os derivados desses &cidos foram
empregados como material de fios de sutura na década de 1960, desde entao,
outros poliésteres alifaticos foram desenvolvidos como polimeros
biodegradaveis e também despertam atencdo devido a biocompatibilidade, aos
perfis de degradacdo controldveis que apresentam e as suas propriedades
mecanicas, especialmente dureza e facil processabilidade (SANTOS, 2007; PAN
e DING, 2012).

O PLGA é um poliéster relativamente hidrofobico, instavel em condi¢es
Uumidas, biodegradavel e seus subprodutos sdo atéxicos (acido lactico, acido
glicdlico, di6xido de carbono e agua), além de ser produzido a partir de recursos
renovaveis e facilmente encontrados (SOARES et al., 2005). Pode ser produzido
a partir de vias de polimerizacao dependendo da unidade monomeérica e a partir
da copolimerizacdo pela abertura do anel de lactideo e glicolideo (SANTOS,
2007; PAN e DING, 2012). A Figura 6 demonstra a reacéo de formacao do PLGA

pela abertura dos anéis.

Figura 6. Sintese de PLGA a partir da abertura dos anéis dos mondmeros de lactideo e

glicolideo.
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Fonte: PAN e DING, 2012.
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O lactideo pode ser formado pela condensacdo de &acidos L-lactico ou
acidos D-lactico ou uma mistura dos dois (configuracdes D- e L-). O D, L-lactideo
€ utilizado com maior frequéncia do que o L, L-lactideo, devido ao fato de que
0S materiais correspondentes sdo mais resistentes e as taxas de degradacao
séo facilmente controladas por um polimero amorfo (PAN e DING, 2012).

Houve muito progresso em pesquisas na Ultima década referentes ao
PLGA, assim como suas aplicacdes médicas devido as suas amplas aplicacbes
e as exigéncias especificas de matrizes porosas em medicina regenerativa, o
que estimula a pesquisa, investigagdo e design de outros materiais
biodegradaveis para diversas aplicacdes (PAN e DING, 2012).

O grande interesse nos copolimeros de PLGA vem do fato de que suas
propriedades mecanicas e tempo de degradacao podem ser controlados através
da relacdo que se emprega dos mondmeros. Por exemplo, o PLLA apresenta
uma elevada cristalinidade e a presenca do mondémero glicolideo na cadeia do
polimero faz com que ocorra um abaixamento significativo neste grau de
cristalinidade, tornando até o material completamente amorfo, como por
exemplo, na relacéo lactideo/glicolideo 50/50 (MOTTA, 2002).

2.8 UTILIZACAO DE NANOPARTICULAS DE Ag E ZnO EM MATERIAIS
POLIMERICOS

O quadro 2 apresenta estudos referente a incorporacdo de NpAg ou

NpZnO em materiais poliméricos.

Quadro 2. Estudos realizados por alguns autores na incorporacdo de NpAg ou NpZnO em
materiais poliméricos

Particula

Autor Titulo utilizada

Surface modification of zinc oxide
ZHANG et al., 2011 nanorods for potential applications in ZnO
organic materials
Acéo Antibacteriana de Nanoparticulas
GIBELLI, 2012 de Prata em Poli (acido latico) - PLA e a Ag
avaliacdo da Biodegradacgdo
Nanocompositos de prata - preparacao

MELLO, 2013 , L recT Ag
e libertacdo catibnica
PLGA/Nano-ZnO Composite Particles
STANKOVIC et al., 2016 for Use in Biomedical Applications: 7n0

Preparation, Characterization,
and Antimicrobial Activity
Growth of ZnO nanowires on
BOJARSKA et al., 2017 polypropylene membranesurface - Zn0O
Characterization and reactivity
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Nanofios de ZnO sofreram modificacéo de superficie, deixando de ser um
material hidrofilico passando a ser hidrofébico, utilizando para isso, o agente de
acoplamento de titanato NDZ-311w, que foi selecionado ndo sé por causa do
bom efeito de modificacdo lipofilica, mas também por seus grupos
multifuncionais, podendo desempenhar um papel crucial em compdsitos
adicionais com materiais organicos. Os autores concluiram que o agente de
acoplamento NDZ-311w titanato ndo s6 tem bom efeito hidrofébico, mas também
tornam os nanofios de ZnO mais facilmente vinculados com materiais organicos,
além de apresentarem boa disperséo. Os autores evidenciaram também, que o
agente de acoplamento estava ligada de forma covalente a superficie dos
nanofio de ZnO (ZHANG et al., 2011 a).

Foram avaliados a acdo antibacteriana, biodegradante e a inibitoria na
formacgéo de biofilmes sobre PLA modificado com nanoparticulas de prata em
diversas concentracdes. Os materiais foram processados em extrusora dupla-
rosca e posteriormente injetados. Para a avaliacdo antibacteriana foram
utiizadas as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O autor
concluiu que a andlise do composto apresentou boa distribuicdo e ma dispersao,
gue pode ter influenciado na atividade antibacteriana que apresentou diminui¢cao
da atividade apenas para Escherichia coli (GIBELLI, 2012).

Foi preparado por Melo (2013), um material polimérico de poli(metil
metacrilato) (PMMA) incorporado com nanoparticulas de prata. O estudo
objetivou preparar e caracterizar o material desenvolvido, posteriormente
avaliou-se a liberacdo da prata ibnica para o meio. O autor obteve nanoparticulas
de prata com um revestimento organico, que foram caracterizadas por varios
métodos. Posteriormente, as nanoparticulas foram misturadas com o polimero,
dissolvendo ambos em tolueno com agitacao vigorosa, para a preparacao dos
nanocompositos. Nesta mistura foram utilizadas diferentes porcentagens de
nanoparticulas de prata no polimero de forma a estudar a influéncia da
quantidade de nanoparticulas na libertacdo idnica. Melo concluiu que os fatores
limitantes da libertac&o de ions de prata para o meio podem ser a existéncia de
revestimento organico e a temperatura exercida (MELO, 2013).

Stankovic et al. (2016) desenvolveram esferas de nanocompadsitos de
PLGA e nano-ZnO (PLGA/nano-Zn0O). No estudo, foram avaliados a influéncia

de diferentes solventes, bem como o método de secagem sobre a morfologia de
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PLGA/nano-ZnO. Além disso, foi avaliado o potencial citotoxico in vitro do
material utilizando células HepG2 e a atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas, bactérias Gram negativas e leveduras Candida albicans. Os
ensaios indicaram que ha boa biocompatibilidade do PLGA/nano-ZnO e
demonstraram que existe inibicdo da atividade microbiana. Os autores
concluiram que as nanoparticulas de PLGA/nano-ZnO sdo candidatas
promissoras para aplicacdes em campo biomédico.

Bojarska et al. (2017), desenvolveram uma membrana de PP e nanofios
de ZnO. A membrana foi primeiramente modificada com plasma para
posteriormente incorporacdo dos nanofios de ZnO por meio de método quimico
de deposicao de banho. Os autores avaliaram as propriedades fotocataliticas e
antibacterianas das membranas (utilizando bactérias gram-positivas e
negativas). Os autores concluiram que as membranas modificadas exibem
propriedades fotocataliticas e antibacterianas contra bactérias gram-positivas e
negativas. O uso de plasma, como passo inicial de modificacdo, melhorou a
deposicdo de nanofios de o6xido de zinco na superficie da membrana,
aumentando suas propriedades antibacterianas.

Por meio dos estudos pesquisados, pode-se observar que em um primeiro
momento, houve a preocupacdo em modificar a superficie do ZnO para torna-lo
um material mais hidrofébico e assim, incorpora-lo em materiais organicos. Ao
mesmo tempo que a NpAg foi incorporada em um material polimérico e sua
atividade antibacteriana foi avaliada.

Em um segundo momento, percebe-se que a incorporagdao de NpAg em
materiais poliméricos, despertam outros interesses além da atividade bacteriana
e incorporacdo em matriz polimérica, como a liberagédo de ions para o meio. J&
as NpzZnO sao incorporadas em materiais poliméricos e sua atividade
antibacteriana é avaliada, por fim, sdo avaliados a modificacdo da NpZnO além

da incorporacdo em materiais organicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho as NpAg utilizadas foram sintetizadas
conforme o procedimento descrito por Nogueira et al. (2014) e as NpZnO foram
fornecidas pela empresa Cristal Master.

Como solvente utilizou-se cloroféormio P.A.

Para a realizacao da sintese das NpAg foram utilizados: nitrato de prata
(AgNO3) (marca Cennabras, grau de pureza > 99 %), citrato de sédio (marca
Dindmica, grau de pureza > 99 %), borohidreto de sodio (NaBH4) (marca
Cinética, grau de pureza > 98 %) e oleilamina (marca Sigma- Aldrich).

O polimero utilizado foi o PLGA 80/20 (80 % acido lactico e 20 % &cido
glicdlico), fornecido pelo Laboratorio de Biomateriais da PUC-SP em dois lotes,
sintetizado pelo procedimento descrito por Motta (2002). O primeiro lote foi usado
para preparacdo das membranas contendo NpAg, enquanto o segundo lote foi
usado para as membranas contendo NpZnO.

3.2. CARACTERIZACAO DOS LOTES DE PLGA

3.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-!H)

Os espectros de RMN 'H foram obtidos num espectrémetro Bruker
AVANCE 400 MHz. Todos os espectros de 'H foram realizados em CDCIz e os
desvios quimicos foram dados em ppm relacionados com o tetrametilsilano

(TMS) como referéncia interna.

3.3. SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Para realizar a sintese das NpAg, seguiu-se a metodologia proposta por
Nogueira et al. (2014). As reacOes foram conduzidas em um reator de vidro boro-
silicato com capacidade de 125 mL mantido sob agitacdo magnética (1000 rpm)

e com temperatura controlada a 20 °C por meio de banho termocriostatico.
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Foram adicionados ao reator 90 mL de 4gua deionizada, nitrato de prata (AgNOs3)
e citrato de sodio. A concentracao do citrato de sodio usada nas sinteses foi 15
mmol/L. O nitrato de prata foi usado como sal precursor das nanoparticulas e o
citrato de sédio como estabilizante da dispersao de prata coloidal. Apos cerca de
5 minutos para homogeneizagéo e mistura destes dois componentes, 10 mL de
uma solucédo aquosa de borohidreto de sédio (NaBH4), mantida em banho de
gelo, foi dosada ao meio reacional por meio de uma bureta graduada com uma
vazdo volumétrica de aproximadamente 1,0 mL por minuto. Ao término da
dosagem de NaBH4 0 meio reacional foi mantido sob agitagao por mais 10 min,
totalizando em 20 min o tempo de ciclo da batelada. De acordo com estes
experimentos a reacdo (1) descrita a seguir representa a reacdo quimica do

processo.
AgNOs + NaBH4 — Ag + 1/2H2 + 1/2B2Hs + NaNO3 (2)
Fonte: SOLOMON et al., (2007)

A proporc¢éo estequiométrica entre o AGNOs e o NaBH4 foi de 1,0:0,5 em
base molar.

As nanoparticulas de prata, produzidas em meio aquoso, foram
transferidas para o cloroférmio, por ser um meio organico capaz de solubilizar o
PLGA. Uma amina graxa (oleilamina) foi usada como agente de transferéncia de
fases devido sua habilidade em capturar as nanoparticulas de prata de um meio
aguoso através do grupo funcional polar amina e, via ligacées de coordenacéo,
transportad-las para uma fase organica em funcdo da sua longa cadeia
hidrocarbbnica linear. Na Figura 7 € mostrada a estrutura molecular da

oleilamina.

Figura 7. Estrutura quimica da oleilamina.

H H

NH,CH2(CH2)6CH2,  CH2(CH2)gCH3

Para a transferéncia das NpAg da fase aquosa para a organica, 0,75 mL
de oleilamina foram solubilizados em 75 mL de cloroférmio. O cloroférmio,
contendo a oleilamina devidamente misturada, foi adicionado a 75 mL da
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dispersédo aquosa de NpAg, produzidas e estabilizadas com citrato de sédio. O
sistema foi mantido em agitacdo magnética (500 rpm) durante 30 min e, em
seguida, a mistura foi transferida para um funil de separacao para coletar a fase

organica contendo as nanoparticulas de prata.

3.4. MODIFICACAO QUIMICA DA SUPERFICIE DAS NpZnO

Foram realizados 6 experimentos para avaliar a modificacdo de superficie

das NpZnO, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo dos experimentos realizados para modificacdo das NpZnO.

EXPERIMENTO | NpZnO néo NpZnO *DDT (mL) | Alcool etilico
secas secas (g) 96% (mL)

El 0,3057 ¢ ---- 1,0 50,0
E2 | - 0,3025 1,0 50,0
E3 | - 0,2000 0,2104 15,0
E4 0,2000g |  --—--- 0,2371 15,0
ES5 20 mg 50,0

E6 20 mg -—-- 19,2 20

* DDT = 1-dodecanotiol

Os experimentos E1, E2, E3 e E4 foram realizados em meio alcodlico
seguindo a metodologia descrita por Zhang et al. (2011 b) e utilizando NpZnO
submetidas ou ndo a secagem com intuito de avaliar a influéncia desse fator na
modificacdo. Todos os componentes (NpZnO, 1-dodecanotiol (DDT) e alcool
etilico 96%) foram adicionados nas quantidades descritas na Tabela 2, em um
frasco de Duran de 50 mL e mantidos sob agitagdo magnética por 24 h.
Posteriormente, as solugdes foram centrifugadas a 3500 rpm por 10 min, lavadas
3 vezes com alcool etilico e entdo as nanoparticulas modificadas foram filtradas
a vacuo e secas em estufa por 1 h a 80 °C (ZHANG et al., 2011 b).

O experimento E5 seguiu a metodologia descrita por Wagner et al. (2014).
20 mg de NpZnO e 50 mL DDT foram misturadas em um frasco de Duran de 50

mL e mantidas sob agitacdo magnética por 24 h. Os produtos resultantes foram
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isolados por centrifugacdo a 3500 rpm por 10 min e lavados trés vezes com
cloroférmio para remover o excesso de ligantes livres.

Ja o experimento E6 foi realizado em meio alcodlico com sonificacéo,
seguindo a metodologia descrita por Singh e Whitten (2009). Em um frasco de
Duran de 50 mL, as nanoparticulas foram suspensas em 95% de etanol e 5% de
H20 e mantidas sob agitacdo magnética por 3 min. Posteriormente, a disperséao
foi sonificada em banho de ultra-som (Thornton) por 30 min, em seguida, foi
adicionado o DDT e a mistura foi sonificada durante 5 min. A solucédo foi entdo
agitada (magneticamente) durante 1 h. Os produtos resultantes foram isolados
por filtragdo a vacuo, lavados trés vezes com 100% de etanol, secos a 110° C
durante 10 min, e armazenados a temperatura ambiente num dessecador.

Para avaliar se houve modificacdo na superficie das NpZnO, as amostras
foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) em um equipamento da Perkin-Elmer Spectrum
(Laboratério de Caracterizagdo de Materiais/Univille) de 4000 a 450 cm,

resolucdo de 4 cm, utilizando pastilhas de KBr.

3.5. PREPARACAO DOS NANOCOMPOSITOS

O PLGA, foi inicialmente dissolvido em cloroférmio, sob agitacdo magnética
por 24 h. Posteriormente, foram adicionadas as NpAg nas concentracdes
aproximadas de 5; 7; 8 e 10 ppm formando solu¢des 3 % (m/v). A solucao foi
submetida a sonificagdo em banho de ultrassom por 30 min e vertida em placas
de Petri. As amostras foram tampadas e mantidas em capela de exaustao de
gases, a temperatura ambiente, por 96 h para secagem lenta do solvente e
formacdo das membranas. ApOs a evaporagdo do solvente, as membranas
foram secas em estufa a vacuo a 30 °C por 24 h e armazenadas em dessecador
(MAZUR, 2012).

O processo de preparagao das NpZnO seguiu 0 mesmo mencionado para
0s nhanocompositos de NpAg, divergindo apenas nas concentracdes utilizadas
(10; 50; 100 e 150 ppm) devido a atividade bactericida do ZnO ser menor quando
comparado a prata. O esquema do processo de prepara¢do dos nanocompagsitos
pode ser verificado na Figura 8.
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Figura 8. Esquema do processo de preparacdo dos nanocompositos.

PLGA puro Nanocompositos

Pesagem -> Adigao do solvente -> Agitagdo magnética por 24 h

Adicdo da
nanoparticula e
agitacao por 24 h

Sonificagao em
banho ultra-som
por 30 min

Verteu-se em placa de Petri e ficou em repouso por 96 h -> Colocou-se em
estufa a vacuo por 24 h

3.6. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

3.6.1. Espectrofotometria de UV-Visivel

Para que as NpAg pudessem ser analisadas por espectrofotometria de
UV-Vis, as amostras de NpAg em meio aguoso e meio organico foram diluidas
na propor¢céo de 0,5 mL de amostra para 3,5 mL de diluente. Para analisar as
nanoparticulas em meio aquoso, o diluente utilizado foi a 4gua deionizada e para
as nanoparticulas em fase organica foi o cloroférmio. As diluicdes foram vertidas
em uma cubeta de vidro para que fossem analisadas em espectrofotometro na
regido do ultravioleta visivel (SCHIMADZU, UVPC-V.3.9). Espectros de
absorbancia de luz na regido ultravioleta foram obtidos devido as propriedades
Opticas referentes a ressonancia do plasmon de superficie das nanoparticulas
de prata. A lei de Lambert-Beer explica a relagdo exponencial entre a
transmissdo de luz através de uma substancia e a concentragdo da mesma,
assim como, entre a transmissao e o comprimento do corpo que a luz atravessa.
Como as propriedades Opticas sao diretamente dependentes das caracteristicas
geométricas e de tamanho das nanoparticulas, é possivel estabelecer uma

28



relacdo entre as propriedades Opticas e morfolégicas das nanoparticulas
mediante as analises de UV-Vis (NOGUEIRA et al., 2014).

3.6.2. Microscopia Eletrdonica de Transmisséo (MET)

As analises de MET foram realizadas para se avaliar o tamanho médio,
bem como a distribuicdo de tamanhos e a forma geométrica das nanoparticulas
sintetizadas. Para a realizacdo das analises, foram pingadas 10 gotas das
dispersdes de nanoparticulas de prata em fase aquosa e organica em grids de
cobre com malha de 300 mesh, recobertos por carbono. Ap6s secagem em
temperatura ambiente, os grids foram inseridos no microscopio (JEOL, JEM-

2100) e as imagens foram capturadas utilizando-se uma voltagem de 200 kV.

3.6.3. Espectroscopia de absorgcéao atdmica

A concentracdo de NpAg no cloroférmio foi determinada por
espectroscopia de absorcao atdmica — AAS (Perkin Elmer, PinAAcle 900 T), pela
técnica da chama.

Para realizacdo da analise, 10 mL de NpAg em cloroféormio foram
pipetadas em um béquer, e 0 mesmo foi mantido em repouso em temperatura
ambiente para evaporacéo total do solvente. Em seguida, 3 mL de HNO3 65 %
foram dosados para oxidar as NpAg, transformando-as em ions Ag* passiveis
de serem quantificados pelo equipamento. Para a digestdo das NpAg e
degradacédo da oleilamina, o sistema foi aquecido sem deixar que a mistura
entrasse em fervura até que restasse aproximadamente 1,0 mL do acido
utilizado. Por fim, agua deionizada foi adicionada até completar 100 mL, e ent&do
esta solucdo foi injetada no espectrobmetro para quantificar a concentracdo de

ions Ag*.

3.7. CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS

3.7.1. Andlise termogravimétrica (TGA)
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Com o intuito de conhecer a estabilidade térmica dos nanocompadsitos e
os efeitos dos agentes nanoestruturados nas membranas produzidas, foram
realizadas as analises de TGA. As curvas de TGA foram obtidas em uma
termobalanca TGA-Q50/TA Instruments, no Laboratério de Materiais da
UNIVILLE. Foram colocadas aproximadamente 6,0 mg de amostra no porta-
amostra de platina sob atmosfera inerte de N2 e as amostras foram aquecidas de
25 até 900 °C a 10 °C/min.

3.7.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises de DSC foram realizadas com o objetivo de identificar o efeito
das nanoparticulas nas propriedades térmicas das membranas produzidas,
(temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm) € no grau de
cristalinidade (Xc). As curvas DSC foram obtidas em um DSC-Q20/TA
Instruments (Laboratorio de Materiais da UNIVILLE). As amostras foram
aguecidas a 10 °C/min, de 25 a 200 °C, mantendo-as nessa temperatura por 2
min, resfriadas até -90 °C (jumping), sendo novamente aquecidas a 200 °C. As

andlises foram realizadas sob fluxo de N2 (50 °C/min).

3.7.3. Microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG)

Para avaliar as caracteristicas superficiais e a dispersdo das
nanoparticulas utilizadas nas membranas produzidas a andlise de MEV-FEG foi
realizada. As membranas foram fixados em um suporte metalico, recobertos com
ouro e observados no microscépio MEV-FEG DSM 940A da marca Zeiss com 10

kV de tenséo de aceleracdo no Laboratorio de Materiais da UDESC.
3.7.4. Atividade antibacteriana

O intuito desta analise foi avaliar a atividade antibacteriana das
membranas. O ensaio foi realizado conforme a norma ASTM E 2180 - 07 —

Determinacdo de Atividade Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos
Incorporados em Materiais Poliméricos ou Hidrofébicos, utilizando-se a bactéria
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Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC N° 6538). O experimento foi
conduzido em duplicata.

A norma estabelece que o micro-organismo deve ser cultivado em um
caldo nutriente estéril por 24 h antes do inicio do teste. A cultura foi diluida em
solucdo tampéo até atingir uma absorbéancia de 0,28 + 0,01 em 475 nm que foi
medida por espectrofotometria, correspondendo a 1,5 — 3,0 x108 UFC/m.
Posteriormente, foi misturado 1,0 mL da solugéo de indculo em 100 mL de agar
slurry (0,3 g de &gar e 0,85 g de NaCl, para 100 mL de H20), e a pasta resultante
(agar slurry contendo o inéculo) foi utilizada para cobrir as membranas.

As analises para determinacdo da atividade antibacteriana foram
realizadas com as membranas de PLGA funcionalizadas com NpAg com 5, 7, 8
e 10 ppm e ZnO com 10, 50, 100 e 150 ppm, além da membrana pura de PLGA,
sem nanopatrticulas, denominada de branco. As membranas, com dimensdes de
3,0 x 3,0 cm, foram colocadas em placas de Petri, umedecidas com swab e, em
seguida, o agar slurry contendo o in6culo foi depositado sobre as membranas
até gue fossem totalmente cobertas. As membranas foram incubadas por 24 h a
37 °C, com umidade de aproximadamente 75 %. AplOs este tempo, as
membranas foram transferidas para frascos contendo 10 mL de solu¢do tampao.
Estes recipientes foram colocados em um banho de ultrassom e mantidos por 1
min, e em seguida em vortex por 1 min, a fim de descolar o &gar slurry das
membranas. As suspensfes resultantes foram adequadamente diluidas (10
1,102e 103), e entdo plagueadas em meio PCA (Plate Cout Agar). As placas de
Petri foram incubadas por 18 — 24 h a 36 + 2 °C. Posteriormente, as coldnias
foram contadas, e os valores obtidos foram usados para determinar o percentual

de reducdo das bactérias presentes no meio utilizando a equagéo 2.

. (a-b) x 100
% reducao = Y (2)

onde:

a — antilog da média geométrica dos micro-organismos recuperados da placa
controle.

b — antilog da média geométrica dos micro-organismos contados da placa

teste.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DOS LOTES DE PLGA
4.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN tH)

Nesse trabalho a andlise dos espectros RMN-'H das membranas de PLGA
(lotes 1 e 2), permitiu a sua caracterizacdo qualitativa. O intuito dessa analise foi
analisar e comparar as diferencas entre os lotes de PLGA utilizados.

A Figura 9 apresenta os espectros na regiao de diferenciacao (4,74 a 5,1
ppm) observada pelos autores para as membranas de PLGA lote 1 e lote 2.

A analise do espectro foi baseada no estudo de MOTTA (2002). Segundo
Kaspertczyk (1996) a regido que diferencia as proporcdes de unidades
lactideo/glicolideo do PLGA é a regiao entre 4,74 a 5,1 ppm. Motta, também
observou diferenciagéo nessa regido em seu estudo.

O tipo de catalisador utilizado durante a sintese do polimero (PLGA) tem
influéncia direta nas sequéncias das unidades dos meros lactideo/glicolideo,
podendo haver uma redistribuicdo das sequéncias dos meros ao longo da cadeia
polimérica (KASPERTCZYK, 1996).

Kasperczyk atribuiu cada pico obtido por RMN-'H, uma sequéncia de
unidades lactideo/glicolideo, apés diversas sinteses do copolimero PLGA em
diversas proporgdes. Considerando que o trabalho desenvolvido nesse projeto,
nao realizou a sintese do polimero, torna-se dificil fazer essas atribuigcbes de
sequéncias. Contudo, ao comparar os espectros obtidos por Motta, pode-se
afirmar que o pico 4,83 ppm trata-se da sequéncia GG (unidades glicolideo /

glicolideo).
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Figura 9. Espectros RMN-1H do PLGA na regido de 4 a 7 ppm a) Lote 1; b) lote 2.
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A Figura 10 ilustra o espectro obtido por Mota (2002) para o PLGA na razao
80/20 (a mesma utilizada nesse estudo).

Figura 10. Espectro de RMN-!H para o PLGA na razéo 80/20, possuindo picos pouco intensos
na regido de 4,8 ppm.
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Fonte: MOTTA, 2002

A Figura 11 apresenta os espectros na regido de diferenciacéo (4,74 a 5,1
ppm) observado para as membranas de PLGA lote 1 e lote 2.
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Figura 11. Espectros RMN-1H do PLGA na regido de 4 a 7 ppm a) Lote 1; b) lote 2.
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Pode-se observar que ambos o0s polimeros apresentam 0s picos
caracteristicos do copolimero PLGA na regido mencionada. Contudo, a razdo
dos picos ndo é a mesma para os dois lotes, indicando que as proporcdes de

PLA e PGA no polimero s&o diferentes para cada lote. E importante enfatizar
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que a proporcéo de glicolideo para lactideo e as propriedades fisico-quimicas do
copolimero correspondente ndo sao lineares. Enquanto o PGA é altamente
cristalino, a cristalinidade desaparece rapidamente em copolimeros de lactideo
e glicolideo. Essa mudanca morfolégica leva a um aumento da taxa de
hidratacdo e hidrolise. De acordo com GILDING e REED (1979), a maior
reatividade do glicolideo em comparac¢ao com o lactideo significa que o glicolideo
€ geralmente encontrado no polimero final em uma proporcdo maior em
comparacao com a sua por¢cédo na mistura inicial de monémeros (ERBETTA et
al., 2012).

Outro ponto a ser considerado € que o lote 2 apresenta picos que nao sao
observados no espectro do lote 1, como pode ser verificado melhor na Figura
12.

Analisando-se os espectros dos dois lotes de PLGA, observa-se que o lote
2 apresenta picos na regido de 0 a 2 ppm e até mesmo na regido de 4 a 6 ppm
gue ndo aparecem no espectro do lote 1. Esses picos podem estar relacionados
a presenca de oligbmeros presentes no material.

Outras diferencas observadas entre os dois lotes é a Tonset Ser diferente,
além disso, o lote 1 apresenta caracteristicas semicristalinas, enquanto o lote 2
apresenta caracteristicas amorfas. Para obter-se PLGA amorfo, a proporcédo de
glicolideo em relacéo a lactideo deve ser superior a 30 %. Acredita-se que 0s

lotes de PLGA possuam proporc¢oes diferentes.
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Figura 12. Comparacéo entre os espectros RMN-'H do PLGA a) Lote 1; b) lote 2.
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4.2. CARACTERIZAC}AO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
4.2.1. Espectrofotometria de UV-Visivel

As sinteses de NpAg e as transferéncias de fases foram realizadas em
triplicata para se avaliar a reprodutibilidade destas etapas do processo. Dessa
forma, os resultados apontados nas Figuras 13 a e b demonstram a média das
triplicatas.

As NpAg foram sintetizadas em meio aquoso e transferidas para meio
organico (cloroférmio). A oleilamina (amina graxa), foi utilizada como agente de
transferéncia de fases, viabilizando a transferéncia das nanoestruturas entre as
fases. A oleilamina possui grupo funcional polar (NH2), onde o a&tomo de
nitrogénio tem capacidade de formar ligacbes de coordenacdo com a prata
(FRATINI et al., 2005, MANIVEL e ANANDAN, 2012, LV et. al., 2009). Desta
forma, as NpAg séo transferidas da fase aquosa para a fase organica (contendo
o cloroférmio e a oleilamina) naturalmente sob agitacdo, devido a captura da
prata pelos grupos amina, por meio da formacao das ligac6es de coordenacao
da interface agua-oleo.

Observando os resultados expostos na Figura 13a, nota-se que a
absorbancia maxima das NpAg na fase aquosa aumenta no decorrer dos dias
apos a sintese, estabilizando por volta do 10° dia. As transferéncias de fases
ocorreram no 4° dia apos a sintese, apesar da estabilizacdo do sistema coloidal
ter ocorrido no 10° dia. O aumento da absorbéancia méxima ao longo do tempo
esta associado a acéo redutora do citrato de sodio, utilizado na sintese como
agente estabilizante. Os ions de prata que nao foram reduzidos pelo NaBHa4
foram lentamente reduzidos pelo citrato de sédio, que além de ser um agente
estabilizante do sistema, também atua como agente redutor fraco nas sinteses
de NpAg. Segundo Vilain et al. (2007), o citrato apresenta duas func¢des distintas
e complementares, agente redutor e estabilizante. Por esta razdo, mesmo que a
sintese, sob condi¢des controladas tenha sido interrompida, os ions de prata ndo
convertidos em prata metalica foram reduzidos lentamente pelo citrato de sodio
ao longo da primeira semana, causando o aumento da absorbancia em todos os
produtos sintetizados. ApOs este periodo, percebe-se que as absorbancias

maximas se mantiveram praticamente constantes até o término do periodo de
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acompanhamento. Este comportamento é um indicativo que o sistema se
estabilizou e as quantidades de citrato de sédio empregadas foram suficientes

para prevenir a agregacao das NpAg.

Figura 13. a) variacdo da absorbancia maxima das nanoparticulas de prata em fase aquosa ao
longo do tempo; b) Espectros de absorbancia das nanoparticulas dispersas na fase aquosa e na

fase organica.
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Na Figura 13b observa-se os resultados dos espectros de absorbancia
das NpAg dispersas na fase aquosa e na fase organica, avaliado no dia da
realizacdo da transferéncia de fases (4° dia ap6s a sintese). Por meio do gréfico,
nota-se um aumento da absorbancia em funcdo da transferéncia das
nanoparticulas da agua para o cloroférmio, além de um deslocamento do
espectro no sentido dos maiores comprimentos de onda. Conforme sugerem o0s
resultados apresentados na Figura 10 a, no 4° dia ap0s as sinteses ainda haviam
ions de prata ndo reduzidos (Ag*) e, por esta razéo, acredita-se que 0 aumento
da absorbancia apds a transferéncia de fases esteja associado a agéo redutora

do grupo funcional amina, conforme sugerido por Fratini et al. (2005).

4.2.2. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Na Figura 14 sdo apresentadas as imagens de MET obtidas das
nanoparticulas de prata no dia da transferéncia de fases (4° dia apos a sintese).
Pode-se observar que ao transferir as nanoparticulas da fase aquosa para a fase
organica, h4 um aumento de tamanho e modificacdo na geometria dessas

nanoparticulas. Pode-se observar que a maioria das nanoparticulas formadas,
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na fase aquosa, apresentou um formato tendendo ao esférico, apesar de haver
alguns aglomerados disformes. Apoés a transferéncia de fases, a geometria das
nanoparticulas se mostra mais regular e com formas geométricas melhor
definidas.

Estes resultados representam mais um indicio que o grupo funcional
amina pode realmente ter reduzido os ions de prata remanescentes da sintese,
e estes novos atomos de prata metalica formados devem ter se incorporado nas
nanoparticulas ja existentes. A alteracdo na geometria e 0 aumento de tamanho
das nanoparticulas justificam o deslocamento do espectro de absorbancia das
nanoparticulas de prata em cloroférmio no sentido dos maiores comprimentos

de onda.

Figura 14. Imagens de MET das nanoparticulas de prata: a) em fase aquosa, apoés a sintese; b)

em cloroférmio, apés a transferéncia de fases.

4.2.3. Espectroscopia de Absor¢cédo Atémica

As analises de espectroscopia de absor¢ao atbmica foram realizadas em
guadruplicata, sendo que cada amostra analisada foi obtida de sinteses e
transferéncias distintas, realizadas todas nas mesmas condi¢des. Os resultados
desta andlise revelaram que a quantidade média de nanoparticulas presentes no
cloroférmio foi de 95,1 + 11,69 mg/L. Com base nestas informacdes, foi possivel
estimar a concentracdo média de nanoparticulas presentes em cada uma das
membranas funcionalizadas com nanoparticulas de prata.
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4.3. MODIFICACAO QUIMICA DA SUPERFICIE DAS NpzZnO

Apenas as NpZnO modificadas foram analisadas por FTIR. A Figura 15

apresenta os espectros de FTIR para as amostras de 6xido de zinco modificadas.

Figura 15. Espectros de FTIR das NpZnO modificadas.
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O espectro das NpZnO apresentou uma banda larga e intensa na regido de
3400-3560 cm™, atribuida ao estiramento de grupos OH ou 4gua (PASTRELLO,
2016), além de uma banda em 469 cm, que foi atribuida a frequéncia de
alongamento do grupo Zn-O (ZOU et al.,, 2011). Outras bandas foram
observadas em 1643, 1390, 1056, 776 e 613 cm™. Essas bandas n&o foram
observadas em NpzZnO na literatura. ISAWI et al. (2016) observou apenas
estiramentos de OH e C=0 residual, além do pico de ZnO, (Figura 16). A NpZnO
utilizada para esse estudo € um produto comercial, ndo sendo possivel confirmar
ao que se referem essas bandas, uma vez que a sintese do material ndo é
conhecida, nem os reagentes utilizados. Todas as amostras tratadas também

apresentaram essas bandas.
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Figura 16. Espectro de FTIR de NpZnO encontado na literatura.
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Fonte: ISAWI et al., 2016.

As amostras E1, E2, E3 e E5 apresentaram além da banda de agua e do
pico de Zn-O, dois picos em cerca de 2926 e 2854 cm!, correspondentes aos
modos de estiramento assimétrico e simétrico do grupo C-H, caracteristicos do
dodecanotiol (CLARO, 2005). As bandas mencionadas s6 ndo sédo observadas
nos experimentos E4, E6 e nas nanoparticulas sem tratamento de modificacédo
de superficie.

As bandas entre 1112 e 1107 cm™? (Figura 17) correspondem ao
estiramento do grupo Zn-S (IRANMANESH et al., 2015). Esse pico, s6 pode ser
observado nos experimentos E2 e E5. Wagner et al. (2014) diz que o grupo tiol
se liga na superficie do ZnO.

Dentre os experimentos analisados, o E5 apresentou maior intensidade nas
bandas 2958 e 2850 cm™ que, segundo Claro (2005), sdo regides comuns ao
dodecanotiol, além de possuir o pico referente ao estiramento Zn-S mais
pronunciado. Por essa razdo, as nanoparticulas que passaram por esse

tratamento foram utilizadas na fabricagéo dos filmes com PLGA.
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Figura 17. Detalhe dos picos referente ao estiramento Zn-S.
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4.4, CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS
4.4.1. Analise termogravimétrica (TGA)

A Figura 18 apresenta as curvas de TGA do PLGA puro (lote 1) e dos
nanocompoésitos com NpAg, e a Tabela 3 relaciona os dados determinados a
partir destas curvas.

Alguns nanocompdsitos apresentaram dois estagios de degradacéo, sendo
0 primeiro estagio relacionado a presenca de umidade ou tracos de solvente da
amostra. O ultimo estagio, e mais importante, esta relacionado a perda de massa

do polimero.
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Figura 18. Curvas TG e DTG (termogravimetria derivada) do PLGA puro (lote 1) e dos
nanocompoésitos com NpAg.
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Tabela 3 - Dados da analise de TGA do PLGA puro e dos nanocompdésitos usando NpAg.

T Tmax 1 Perda de Tonset 2 Tmax 2 Perda de

AMOSTRAS E"(S:e)‘ ! (°C) Massa 1 (°C) (°C) Massa 2
(%) (%)
PLGA puro lote 1 138,9 148,0 8,2 241,2 264,9 91,1
PLGA/NpAg 5 ppm 130,9 140,9 10,6 233,2 2527 92,4
PLGA/NpAg 7 ppm 142,5 157,3 9,9 243,2 266,6 89,9
PLGA/NpAg 8 ppm 157,9 170,8 6,5 287,0 328,2 84,9
PLGA/NpAg 10 ppm 139,8 146,5 9,9 2440 273,3 85,0

O PLGA puro (lote 1) apresentou 1 estagio principal de degradacéao,
atribuido ao polimero, com Tonset igual a 241,2 °C, temperatura onde a
degradacdo é maxima (Tmax) 264,9 °C e 91,7 % de perda de massa. Estes
valores estao inferiores aos encontrados na literatura (303,5 °C do PLGA) (DIAS,
2012). Este comportamento pode ser explicado pela diferenca nas
caracteristicas do polimero, como por exemplo, a sua massa molar. Segundo
Lucas (2001), a estabilidade térmica de materiais poliméricos pode variar em
funcdo da sua massa molar.

O perfil de degradacédo do nanocomposito PLGA/NpAg 5 ppm apresentou
1 estégio principal de degradagdo com Tonset igual a 233,2 °C e Tmax 252,7 °C,

44



demonstrando que a estabilidade térmica do material diminuiu cerca de 8 °C em
relacdo ao PLGA puro.

A curva termogravimétrica (curva TG) do nanocomposito PLGA/NpAg 7
ppm demonstra que o material possui 1 estagio principal de degradacdo com
Tonset igual a 243,2 °C e Tmax igual a 266,6 °C, portanto sua estabilidade térmica
aumentou em 2 °C em relagédo ao PLGA puro. O mesmo ocorreu ao verificar os
materiais PLGA/NpAg 8 ppm e PLGA/NpAg 10 ppm. O nanocompdsito
PLGA/NpAg 8 ppm se destacou dos demais, apresentando Tonset igual a 45,8 °C
em relacdo ao PLGA puro.

Analisando-se as curvas e os demais dados obtidos com as curvas
termogravimétricas dos nanocompdsitos, pode-se afirmar que a estabilidade
térmica do PLGA aumentou a partir da adicdo de 7 ppm de NpAg.

A Figura 19 apresenta as curvas de TGA do PLGA puro e dos
nanocompositos com NpZnO e a Tabela 4 relaciona os dados determinados a
partir destas curvas.

O perfil de degradacéo térmica do PLGA mostra a ocorréncia de 1 evento
térmico principal, atribuido ao polimero, com Tonset €m 324,7 °C, temperatura
onde a degradacéo € maxima (Tmax) em 348,7,5 °C e 87,5 % de perda de massa.
Essa diferenca de perfil da curva do PLGA analisado anteriormente, pode ser
atribuida a sintese dos copolimeros (produzindo copolimeros com diferentes
composic¢des), pois estes foram sintetizados em datas diferentes com lotes de
PLGA diferentes.

As curvas TG mostraram que praticamente todos 0s nanocompoésitos
apresentaram um estagio de perda de massa na faixa de 70 a 80 °C referente a
existéncia de 4gua e/ou solvente incorporado ao material.

O nanocompaosito PLGA/ZnO 10 ppm apresentou Tonset igual a 326,5 °C e
Tmax igual a 357,5, portanto a estabilidade térmica aumentou 1,8 °C em relagéo
ao PLGA puro. Todos os outros hanocompdsitos apresentaram Tonset inferiores
ao PLGA puro. Assim, a partir da adigdo de 50 ppm de NpZnO o nanocompasito

diminui sua estabilidade térmica.
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Figura 19. Curvas de TGA e DTG (termogravimetria derivada) do PLGA puro, e dos
nanocompoésitos usando NpZnO.
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Tabela 4 - Dados da analise de TGA do PLGA puro e dos nanocompasitos usando NpZnO.
T Tmax 1 Perdade | Tonset2 Tmax2 Perda de
AMOSTRAS zfée)t ! (°C) Massa 1 (°C) (°C) Massa 2
(%) (%)
PLGA puro lote 2 78,5 111,9 12,5 3247 348,7 87,5
PLGA/ZnO 10 ppm 73,9 95,7 10,8 326,5 357,5 89,2
PLGA/ZnO 50 ppm 78,0 100,9 12,0 319,9 350,5 88,0
PLGA/ZnO 100 ppm 76,6 102,4 11,3 308,4 344.8 88,7
PLGA/ZnO 150 ppm 77,4 104,5 10,5 309,4 343,0 89,5

4.4.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Figura 20 apresenta as curvas de DSC do PLGA puro e dos
nanocompoésitos com NpAg e a Tabela 5 relaciona os dados determinados a
partir destas curvas.

Para o PLGA observou-se uma Tg de 47,9 °C, Tm de 144,3 °C e a AHm
encontrada foi de 21,5 J/g, o que corresponde a 22,9 % de cristalinidade,
indicando que o polimero € semicristalino, o que esta de acordo com a literatura

gue descreve que copolimeros de PLGA apresentardo certa cristalinidade
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guando um de seus mondmeros estiver em concentracdo maior que 70 % em
mol (MIDDLETON & TIPTON, 2000). A Tm do PLGA foi muito proxima & Tm do
PLGA 80/20 encontrado na literatura (Tm = 148 °C) para um dos copolimeros
sintetizados por Motta (2002).

Figura 20. Curvas de DSC para as membranas de PLGA com NpAg: a) 1° aquecimento; b) 2°
aguecimento.

-0.2
] — PLGA
1 a‘ ——— PLGA/NpAg 5%
044 ——— PLGAINpAg 7%
] PLGA/NpAg 10%
-0.6
. -0.8
) ]
R
s -1.04
]
g ] [T
o ]
o) ]
T 1.2
o 1
x
= ]
o ]
1.4 T |
| /
-1.6
18 1 N\ !/\
] \/
-2.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 65 85 105 125 145 165
Exo Up Temperatura (°C) Universal V4.5A TA Instruments
0.5
—— PLGA
b ———  PLGAINpAg 5%
—— PLGAINpAg 7%
———— PLGA/NpAg 10%
0.01
o
s
S
8 054
[}
e
o .
=
L
1.0+ \
*
-1.5 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Exo Up Temperatura (°C) Universal V4.5A TA Instruments

47



Tabela 5 - Dados de temperatura de transicdo (Tg), entalpia de fusdo (AHmM) e temperatura de
fus@o (Tm) obtidos das curvas DSC para as membranas de PLGA e membranas de PLGA

funcionalizadas com NpAg.

Membranas Tg (°C) AHm (J/9) Tm (° C)

PLGA lote 1 47,9 21,5 144.,3
PLGA/NpAg 5 ppm 54,8 18,2 139,2
PLGA/NpAg 7 ppm 62,3 15,2 141,3
PLGA/NpAg 8 ppm 27,8 59 145,9
PLGA/NpAg 10 ppm 59,4 21,4 140,7

Para o nanocomposito PLGA/NpAg 8 ppm, observou-se uma Tg de 27,8 °C,
Tm de 145,9 °C e AHm encontrado foi de 5,99 J/g o que corresponde a 6,4 % de
cristalinidade. Em relacdo ao PLGA puro, houve uma diminuicdo da Tq e do grau
de cristalinidade, por outro lado, houve um aumento da Tm.

Foi observado comportamento oposto para as demais membranas em
relacdo a Tg e a Tm. O acréscimo de 5, 7 e 10 ppm aumentou a Tg do material
em relacdo ao PLGA puro, enquanto que a Tm diminuiu. Ja a entalpia de fuséo e
consequentemente o0 grau de cristalinidade, diminuiu em todos o0s
nanocompoésitos quando comparados ao PLGA puro. Esta diminuicdo no grau
de cristalinidade podera acarretar uma diminuicdo do tempo de degradacdo
desses materiais em relacdo ao PLGA puro. Janior (2013) também observou
uma diminuicdo da Tm € da AHm em relacdo ao polimero puro ao produzir
matrizes de nanofibras por eletrofiacdo de solugbes poliméricas de
poli(vinil)pirrolidona (PVP) e 6xido de zinco (ZnO).

A Figura 21 apresenta as curvas de DSC do PLGA puro (lote 2) e dos
nanocompdésitos com NpZnO e a Tabela 6 relaciona os dados determinados a
partir destas curvas.

O PLGA puro (lote 2) apresentou uma Tg em 47,9 °C e ndo apresentou Tm,
possuindo comportamento amorfo, diferentemente do comportamento
encontrado para o copolimero PLGA puro (lote 1).

Pode-se observar pelas curvas de DSC que o PLGA puro e todos os
nanocompositos apresentaram comportamento amorfo, ndo apresentando Tm

nem entalpia de fusao.
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A Tg para o PLGA puro (lote 2) foi de 47,9 °C. Referente a incorporagéo
das NpZnO, observou-se aumento entre 2 a 5 °C na Tg dos nanocompositos em

relacdo ao PLGA puro, porém ndo houve uma tendéncia relacionada as

concentracoes.

Figura 21. Curvas de DSC para as membranas de PLGA funcionalizadas com NpZnO: a) 1°

aguecimento; b) 2° aguecimento.
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Tabela 6 - Dados de temperatura de transi¢cao (Tg), entalpia de fusdo (AHm) e temperatura de
fuséo (Tm) obtidos das curvas DSC para as membranas de PLGA e membranas de PLGA com
NpZnO.

Membranas Tg (°C) AHm (J/9) Tm (° C)

PLGA lote 2 47,9
PLGA/ZnO 10 ppm 52,1
PLGA/ZnO 50 ppm 49,8
PLGA/ZnO 100 ppm 52,9
PLGA/ZnO 150 ppm 53,2

4.4.3. Microscopia eletrbnica de varredura com emisséao de campo (MEV-FEG)

A Figura 22 apresenta a micrografia do PLGA puro, sem adicdo das
nanoparticulas com 5.000 vezes de aumento, onde se observa que, de maneira

geral, o material apresenta superficie lisa e homogénea.

Figura 22. Micrografia da superficie do PLGA puro.

UDESC LEI 5.0kV X5,000 WD 14.8mm 1um

Para verificar a dispersdo da prata e do 6xido de zinco nanoestruturados
nas membranas poliméricas foram realizadas analises da superficie por meio de

MEV-FEG e os resultados sdo mostrados nas Figura 23 e 24.
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Os aglomerados de nanoparticulas foram contados e suas medidas foram
estimadas utilizando o programa ImageJ. Em seguida, os dados foram
compilados por meio do programa Origin (versao A 8).

E importante destacar que a analise de MEV-FEG é feita em uma pequena
amostra da membrana. Dessa forma, as nanoparticulas consideradas para
essas analises ndo correspondem ao total contido no material.

Em geral, os aglomerados de nanoparticulas apresentaram tamanho
préximo a 1000 nm, sendo esse, considerado um diametro grande para a
utilizacdo em nanomateriais. Segundo Melo e Pimenta (2004), objetos e
dispositivos, devem possuir uma de suas dimensdes fisicas menor que, ou da
ordem de algumas dezenas de nanbmetros, geralmente entre 0,1 e 100
nandmetros. Portanto, pode-se dizer que houve a aglomeracdo das

nanoparticulas ao incorpora-las na matriz polimérica.

Figura 23. Grafico do tamanho das nanoparticulas pela frequéncia relativa dos materiais
contendo NpAg, quantidade de aglomerados de nanoparticulas contados (n) e moda (valor que
mais aparece - Xc): a) NpAg 5 ppm; b) NpAg 7 ppm; c) NpAg 8 ppm; d) NpAg 10 ppm.
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Figura 24. Grafico do didmetro das nanoparticulas pela frequéncia relativa dos materiais
contendo NpZnO, quantidade de aglomerados de nanoparticulas contados (n) e moda (valor que
mais aparece - Xc): a) NpZnO 10 ppm; b) NpZnO 50 ppm; ¢) NpZnO 100 ppm; d) NpZnO 150
ppm.
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A incorporagdo de NpAg apresentou um resultado mais satisfatorio em
relacdo as membranas com NpZnO. Embora as NpAg e NpZnO apresentem
tamanhos préximos, houve uma melhor dispersao das NpAg. Esse resultado ja
era esperado, pois as NpZnO nao sao compativeis com a matriz polimérica,
tendo que passar por processo de modificacdo de superficie.

Por meio das imagens de MEV-FEG, pode-se notar que a quantidade de
nanoparticulas € proporcional a concentracédo utilizada na preparacao dos filmes.
Apenas as imagens referentes a concentracdo de 100 e 150 ppm de NpZnO nao
condizem com as demais, pois a membrana néo foi analisada por inteiro e como
as nanoparticulas tendem a se aglomerar € provavel que elas ndo estejam
uniformemente distribuidas na membrana.

De maneira geral, as membranas contendo NpAg apresentaram melhor
dispersdo que as membranas de NpZnO.
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4.4.4. Atividade Antibacteriana

As andlises antibacterianas foram realizadas utilizando-se a bactéria Gram
positiva Staphylococcus aureus, seguindo a norma ASTM E2180. Para as
amostras contendo NpAg, observou-se um percentual de reducao de 100 % do
micro-organismo para todas as concentracfes utilizadas em relacdo ao PLGA
puro. Todeschini (2015), também observou em seus experimentos, reducdo de
100 % das bactérias ao incorporar nanoparticulas de prata em PLLA (utilizando
concentragcédo de 150 ug NpAg / g PLLA). Outros autores também evidenciaram
a atividade antibacteriana das NpAg em diferentes concentragdes (PETICA et
al., 2008; KRISHNAN et al., 2015; WRIGHT et al., 1998; ZHANG et al., 2014).

Na Tabela 7 s&o apresentadas as porcentagens de reducao das unidades
formadoras de col6nia das membranas de PLGA funcionalizadas com distintas
concentracdo de NpAg e NpZnO, comparando com a amostra controle isenta

destas nanoestruturas.

Tabela 7 — Percentual de reducdo das bactérias Gram positiva Staphylococcus aureus pelas

membranas de PLGA funcionalizadas com distintas concentragdes de NpAg ou NpZnO.

Unidades formadoras de | Reducao de células
Amostras
colonias (UFC/mL) bacterianas (%)
PLGA 4,18x104
PLGA/Ag 5 ppm 0 100
PLGA/Ag 7 ppm 0 100
PLGA/Ag 8 ppm 0 100
PLGA/Ag/ 10 ppm 0 100
PLGA/ZnO 10 ppm 7,20 x104 Nao houve reducéo
PLGA/ZnO 50 ppm 8,93 x104 N&o houve reducgédo
PLGA/ZnO 100 ppm 3,66 x10* 12,4
PLGA/ZnO 150 ppm 1,30 x10* 68,9

A membrana contendo 100 ppm de NpZnO apresentou percentual de
reducdo de bactérias de 12,4 %, enquanto que a incorporacdo de 150 ppm
apresentou percentual de 68,9 % em relagcéo ao controle, indicando que, a partir
dessas concentracfes, a medida que se aumenta a concentracdo de NpZnO
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incorporada na membrana, maior é a atividade antibacteriana apresentada pela
mesma. As amostras com concentracao inferior a 100 ppm n&o apresentaram
percentual de reducdo de células. Desta forma, pode-se afirmar que essas
concentracfes nao sao suficientes para conferir alguma atividade antibacteriana
nas membranas de PLGA.

Zhang et al. (2014), também comparou a atividade antibacteriana de NpAg
e NpZnO em seus estudos e verificou que a NpZnO néo é tao eficiente quanto a
NpAg em iguais concentracdes, porém a atividade antibacteriana das
nanoparticulas melhora muito quando séo misturadas. Para o estudo foram
utilizadas as bactérias S. aureus e E. coli.

Para extinguir a incerteza de que a modificacdo quimica de superficie ou o
polimero interfiram na atividade antibacteriana da NpZnO, repetiu-se a analise
apenas com a Np pura, sem o processo de modificacdo nem incorporagcdo no
PLGA, adjunto, testou-se outra Np fornecida e sintetizada pelo Professor André
L. Nogueira na Universidade da Regido de Joinville (resultados néo
apresentados), para efeito de comparacdo. Verificou-se que a modificacédo
quimica de superficie nada interfere na acdo antibacteriana da Np, contudo, a
NpZnO utilizada neste trabalho, apresenta resultados inferiores quando
comparado a outra Np, indicado que o material talvez ndo seja puro, o que

interfere na atividade antibacteriana.
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CONCLUSAO

A analise de RMN demonstrou que os dois lotes de PLGA n&do possuem a
mesma propor¢do, sendo que o lote 1 apresenta caracteristicas semicristalinas
e o lote 2 caracteristicas amorfas, tendo sido comprovado pela analise de DSC.

Os resultados obtidos demonstraram que foi possivel modificar a superficie
das NpzZnO utilizando o dodecanotiol, sendo possivel assim, incorpora-las nas
membranas de PLGA.

A incorporagédo de NpAg na membrana de PLGA aumenta a estabilidade
térmica do material a partir de 7 ppm de concentracdo. J4 a incorporacdo de
NpZnO diminui a estabilidade térmica do material a partir de 50 pmm.

N&o houve tendéncia em relacdo a concentracdo das NpAg observadas
pela analise de DSC. O material contendo 8 ppm apresentou Tq e entalpia de
fusdo menores que o PLGA puro, enquanto que as demais concentracdes
apresentaram valores maiores em relacdo ao PLGA puro.

Por meio da incorporagédo de NpZnO, observou-se aumento entre 2 a 5 °C
na Tg dos nanocompésitos em relacdo ao PLGA puro, porém nao houve uma
tendéncia relacionada as concentracoes.

Por meio da analise MEV-FEG, observou-se que as nanoparticulas (NpAg
e NpzZnO) aglomeraram em todas as concentracdes utilizadas. As NpAg
apresentaram uma boa dispersado, permeando todo o polimero, enquanto as
NpZnO a interacdo nao foi satisfatoria, pois mesmo fazendo a modificacdo as
NpZnO ainda tendem a se aglomerar.

A atividade antibacteriana da NpAg foi muito maior em relagéo a NpZnO,
nao houve crescimento da bactéria em nenhuma das concentra¢cdes enquanto
que para as concentracbes de NpzZnO, houve reducdo do percentual de
crescimento bacteriano apenas para concentracdes acima de 100 ppm em
relacdo ao PLGA puro.

Com base nos resultados de FTIR e atividade antibacteriana, foi possivel
verificar que a NpZnO néo é pura, interferindo na atividade antibacteriana da

mesma.

55



Dentre as membranas estudadas, pode-se dizer que os copolimeros
contendo NpAg sao mais indicadas para a utilizacdo na RTG, pois apresentaram

excelentes caracteristicas antibacterianas.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a modificacdo de superficie do 6xido de zinco com outros
reagentes e metodologias.

Avaliar a atividade antibacteriana em concentracfes menores para
nanoparticulas de prata.

Avaliar a atividade antibacteriana em bactérias Gram-negativas.

Investigar a citotoxicidade dos materiais desenvolvidos.
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