| [~
'W | [~
e

(7Y

WVRTUS IMPAWER,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE TECNOLOGIA E GEOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA BIOMEDICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

EWERTON CLEMENTINO DINIZ

COMPOSITO BIOPOLIMERO E OXIDO DE ZINCO NANOESTRUTURADO PARA
APLICACAO COMO SUBSTITUTIVO DE PELE

Recife
2020



EWERTON CLEMENTINO DINIZ

COMPOSITO BIOPOLIMERO E OXIDO DE ZINCO NANOESTRUTURADO PARA
APLICACAO COMO SUBSTITUTIVO DE PELE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Engenharia biomédica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Mestre em Engenharia Biomédica.

Area de concentracédo: Bioengenharia.

Orientador: Prof. Dr. Edval José Pinheiro Santos.

Coorientadora: Profa. Dra. Andrelina Maria Pinheiro Santos.

Recife
2020



Catalogacdo na fonte
Bibliotecario Gabriel Luz, CRB-4 / 2222

D585c

Diniz, Ewerton Clementino.

Compdsito biopolimero e 6xido de zinco nanoestruturado para
aplicacdo como substitutivo de pele / Ewerton Clementino Diniz —
Recife, 2020.

106 f.: figs., tabs.

Orientador: Prof. Dr. Edval José Pinheiro Santos.

Coorientadora: Profa. Dra. Andrelina Maria Pinheiro Santos.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
CTG. Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Biomédica, 2020.

Inclui referéncias.

1. Engenharia Biomédica. 2. Substutivo de pele. 3. Filmes
polimerico. 4. Quitosana. 5. Oxido de Zinco. |. Santos, Edval José
Pinheiro  (Orientador). 1. Santos, Adrelina Maria Pinheiro
(Coorientadora). lll. Titulo.

UFPE

610.28 CDD (22. ed.) BCTG/2021-13




EWERTON CLEMENTINO DINIZ

COMPOSITO BIOPOLIMERO E OXIDO DE ZINCO NANOESTRUTURADO PARA
APLICACAO COMO SUBSTITUTIVO DE PELE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Engenharia biomédica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtencao do
titulo de Mestre em Engenharia Biomédica.

Aprovada em: 31/08/2020.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Andrelina Maria Pinheiro Santos (Coorientadora)

CTG/UFPE

Prof. Dr. Ricardo Yara (Examinador interno)
CTG/UFPE

Profa. Dra. Enayde de Almeida Melo (Examinadora externa)
UFRPE



AGRADECIMENTOS

A meu pai (in memorian) e minha méae por todo apoio e zelo. A eles que por
terem batalhado possibilitaram que nada me faltasse durante a graduacdo e o
mestrado.

Aos meus orientadores Dr. Edval José Pinheiro Santos pela sua orientacao,
paciéncia e corre¢des que contribuiram para o refinamento e conclusao deste trabalho
e Dra. Andrelina Maria Pinheiro Santos pela oportunidade de aprendizado, pela
confianca, auxilio e interesse. Agradeco aos dois pela compreenséo e empatia quanto
aos momentos de dificuldade que enfrentei ao decorrer desse periodo.

As instituicdes que possibilitaram e forneceram estrutura para a conclusao
deste trabalho, a coordenacdo do programa de Pdés-graduacdo em Engenharia
Biomédica, ao Laboratério de Dispositivos e Nanoestruturas (LDN), ao Laboratorio de
Bioprocessos e a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco
(FACEPE) pela concesséo da bolsa de estudos nos anos do mestrado. Aos colegas
do Laboratério de Bioprocessos, em especial a Técnica Marcia monteiro, por me
acolherem e dividirem comigo a bancada e algumas xicaras de café.

A todos que diretamente ou indiretamente contribuiram para minha formacgéo

académica e profissional. A Deus pelo ontem, por hoje e pelo amanha.



E perigoso, sair porta a fora, vocé pisa na estrada e se
nao controlar seus pés, ndo ha como saber até aonde vocé pode
ser levado (TOLKIEN; J. R. R. 1954, p. 94).



RESUMO

Filmes compositos foram obtidos a partir da quitosana aditivada com éxido de zinco
nanoestruturado (nanoZnO). Investigou-se as caracteristicas do compdsito quanto a
capacidade para aplicacdo como substitutivo temporario de pele. A quitosana foi
escolhida por apresentar filmes com boa manuseabilidade, homogeneidade, baixa
toxicidade e biodegradaveis. O ZnO é um conhecido agente contra bactérias, fungos
e virus; apresenta-se como um po6 branco, amorfo e bioativo. O nanoZno apresenta
superficie nanoestruturada, o que confere alta relacdo entre area superficial e volume,
aumentando os sitios de interacdo contra patégenos. Preparou-se filmes de quitosana
(controle) e compdsitos com nanozZnO (0,2%; 0,3%; 0,5% e 0,7%) pela técnica de
casting, em que se solubilizou a quitosana (1%) e o glicerol (1%) em 100 ml de acido
acético glacial (0,5%). Avaliou-se as propriedades quimicas (EDS), sensoriais
(homogeneidade, facilidade em retirar o filme da placa, manuseabilidade e
continuidade) e fisicas (espessura, opacidade, teor de umidade, solubilidade,
capacidade méaxima de absorcdo e perda de massa). Demonstrou-se com o0s
resultados obtidos que, a espessura sofreu alteracdes significativas com p<0,05 entre
os filmes compésitos (0,2%; 0,3%; 0,5% e 0,7%) e o controle, a opacidade sofreu
variacbes (0,273 - 0,789) com aumento significativo nos filmes com 0,5 e 0,7% de
nanoZnO. O teor de umidade foi elevado (42,72% - 47,31%) e o controle (42,72%)
diferiu dos filmes aditivados p<0,05. A taxa de solubilidade foi maior nos filmes imersos
em agua (17,35% - 20,53%) e menor nas solucdes salinas NaCl (15,19% - 19,55%) e
solucéo de Ringer (12,62% - 15,56%). A solucédo de NaCl é muito utilizada na pratica
médica para reposicao de eletrdlitos e diluicdo de medicamentos, a solu¢éo de Ringer
€ isotbnica com composicao ibnica proxima ao plasma sanguineo. A capacidade
méxima de absorcao teve maiores taxas em agua (257,9% - 350,2%) e menores em
tampéo fosfato-salino (PBS) (90,5% a 108,7%) e a perda de massa variou bastante
de 20,66% a 56,63%. O tampdo PBS é muito utilizado em andlises bioquimicas.
Baseado nos resultados obtidos, observa-se que o0 composito investigado tem

potencial para uso como substitutivo temporario de pele.

Palavras-chave: Substutivo de pele. Filmes polimerico. Quitosana. Oxido de Zinco.



ABSTRACT

Composite films were obtained from chitosan added with nanostructured zinc oxide
(nanozZnO). The characteristics of the composite were investigated in terms of the
application capacity as a temporary skin substitute. Chitosan was chosen because it
presents films with good handling, homogeneity, low toxicity and biodegradable. ZnO
IS a known agent against bacteria, fungi and viruses; it presents itself as a white,
amorphous and bioactive powder. The nanoZno has a surface nanostructured, which
gives a high relationship between surface area and volume, increasing the sites of
interaction against pathogens. Chitosan films (control) and composites with nanoZnO
(0.2%; 0.3%; 0.5% and 0.7%) were prepared by the casting technique, in which they
were solubilized chitosan (1%) and glycerol (1%) in 100 ml of glacial acetic acid (0.5%).
Chemical properties were evaluated (EDS), sensory (homogeneity, ease of removing
the film from the plate, handling and continuity) and physical (thickness, opacity,
moisture content, solubility, maximum absorption capacity and loss of mass). It has
been demonstrated with the results obtained that the thickness underwent significant
changes with p<0.05 between the composite films (0.2%; 0.3%; 0.5% and 0.7%) and
the control, the opacity suffered variations (0.273 - 0.789) with a significant increase in
films with 0.5 and 0.7% nanoZnO. The content humidity was high (42.72% - 47.31%)
and the control (42.72%) differed from the added films p <0.05. The solubility rate was
higher in films immersed in water (17.35% - 20.53%) and lower in saline solutions NaCl
(15.19% - 19.55%) and Ringer's solution (12.62% - 15.56%). The NaCl solution is
widely used in medical practice to replace electrolytes and dilute medications, Ringer's
solution is isotonic with an ionic composition close to blood plasma. The maximum
absorption capacity had higher rates in water (257.9% - 350.2%) and lower in
phosphate-saline buffer (PBS) (90.5% to 108.7%) and the mass loss varied widely
from 20.66% to 56.63%. The PBS buffer is widely used in biochemical analyzes. Based
on the results obtained, it is observed that the investigated composite has potential for

use as a temporary skin substitute.

Keywords: Skin Substitute. Polymeric film. Chitosan. Zinc oxide.
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo humano e junto aos seus anexos formam o sistema
tegumentar, a pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. E
responsavel por proteger o organismo de agentes e traumas externos, regula a
temperatura corporal, excrecdo de metabdlitos e auxilia na sintese da vitamina D,
fungdes importantes para a homeostase corporal [1][2][3].

Vérias causas podem levar a descontinuidade da pele, as mais frequentes sao
as les6es mecanicas, quimicas e fisicas. As queimaduras sao lesdes de origem fisica,
mas especificamente térmica, que provocam diversas alteracdes fisiologicas, variando
de leve vermelhiddo ao 6bito. A gravidade dos danos gerados depende do grau e da
extensdo de pele atingida, podendo deixar sequelas funcionais, incapacitantes e
desfigurativas. As lesbes e a inflamacé&o a pele propiciam um ambiente ideal a
microrganismos, elevando o risco de infec¢des oportunistas e sepse [4][5][6][7].

O tratamento consiste na limpeza da area afetada, aplicacdo de agente
antimicrobiano e curativo oclusivo, o objetivo é a reparacao da area tecidual lesionada.
Em ferimentos profundos e extensos nem sempre € possivel a regeneracdo da pele,
nesses casos a enxertia é o procedimento adotado. Nas ultimas décadas houve
aumento no interesse do desenvolvimento de materiais (sintéticos ou biolégicos) para
uso em terapias como substitutivos de pele [6][8][9].

Nesse contexto diversas estruturas apresentam-se como fonte de
biopolimeros, dentre eles o amido [10][11], a quitosana [12][13], o alginato [14][15] e
a gelatina [16][17].

O mercado disp0e de substitutivos de pele com diversas aplica¢gdes, contudo
ha bastante demanda e materiais elegiveis para este fim. A quitosana € um polimero
natural, com baixa toxicidade e abundancia na natureza, apresenta a capacidade de
formar filmes duraveis tornando-o ideal para uso como substitutivo de pele
[18][19][20].

A quitosana € um produto da desacetilacdo da quitina insolivel em agua, capaz
de formar filmes e outros produtos utilizados como biomateriais. A matriz formulada a
base de quitosana pode ser aditivada com um agente antibacteriano para uso em
terapias topicas, diminuindo a necessidade de trocas e gerando um ambiente livre de
infecgbes [12][13][21].
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Estima-se que um milhdo de pessoas sofram queimaduras no Brasil,
aproximadamente 100.000 buscam atendimento hospitalar e 2.500 irdo a obito,
constituindo-se um agravo de saude publica. O tratamento € doloroso e 0s custos sédo

elevados [22].

1.1 BIOCOMPOSITOS

Segundo a sociedade europeia de biomateriais, biomaterial € qualquer
substancia, droga ou combinacé&o de substancias, naturais ou de origem sintética, tais
como partes de implantes médicos ou préteses, que interagem com 0s sistemas
bioldgicos, podendo ser utilizados para substituir ou tratar parcialmente tecidos, 6rgao
ou funcéo corporal [23].

Os biomateriais devem preferencialmente ser de facil obtencéo e ter densidade
proxima ao dos meios bioldgicos, ser atOxicos, ndo carcinogénicos e devem
apresentar biofuncionalidade e biodegrabilidade, a biofuncionalidade s6 é adequada
caso 0 material seja biocompativel[18][24][25].

A sociedade europeia de biomateriais define biocompatibilidade como "a
capacidade de um material desencadear uma resposta adequada do hospedeiro,
numa aplicacdo especifica”, € o requisito mais importante a ser observado sendo
preferivel materiais que provoquem o minimo de reagfes alérgicas ou inflamatoérias
[18][24][25].

Quanto ao material de origem, sdo elencados como metalicos, ceramicos,
poliméricos ou compasitos. O sucesso dos biomateriais no sistema biolégico depende
de diversos fatores, entre eles, propriedades do material, os polimeros estdo entre 0s
materiais mais utilizados, sozinhos ou em compdésitos na formulacdo de biomateriais
[26][27].

Smith (1963) define compdsito como: "Um material formado pela mistura ou
combinacao de dois ou mais micro ou macro constituintes que diferem na forma e na
composicdo quimica e que, na sua esséncia sao insoluveis uns nos outros". Sendo
assim adquirem melhores propriedades ao serem combinados. Os compdsitos
normalmente sdo formados por uma substdncia ou componente continua,
denominada matriz e outra substancia, denominada reforco, que é dispersa na
primeira. As caracteristicas dos compositos séo entdo a soma das propriedades dos
seus constituintes [26][27][28].
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Ha um esforgco para substituir materiais industriais a base de petréleo, por
alternativas sustentaveis, renovaveis e biodegradaveis, para esse fim existe o
interesse de em uma ampla gama de biopolimeros como a quitosana, a celulose, o
alginato e o colageno [29].

Os biocompédsitos e compdsitos hibridos apresentam-se como materiais
elegiveis e economicamente interessantes para diversas praticas médicas, de
implantes 6sseos a substitutivos de pele. Formulados geralmente com uma matriz
polimérica e reforcada com outra substancia natural ou sintética. O refor¢co a essas
matrizes para uso como biomateriais tencionam manipular propriedades mecéanicas
ou conferir atividade contra agentes patogénicos [30].

Biopolimeros apresentam diversas vantagens como nao toxidade,
biodegradabilidade e profusa distribuicdo, sendo comumente empregados como
matrizes para compdsitos com diversos fins biomédicos. Alguns ainda exibem
bioatividade como a quitosana que possui capacidade de interagir com o sistema
humano, auxiliadno na reorganizacdo celular, exibindo atividade hemodinamica e

facilitanto a cicatrizacao [29][30].

1.1.1 Polimeros

Mano e Mendes (1999) definem polimeros como "macromoléculas
caracterizadas por seu tamanho, estrutura quimica e interacdes intra- e
intermoleculares. Possuem unidades quimicas ligadas por covaléncias, repetidas
regularmente ao longo da cadeia, denominados meros, como ilustrado na Figura 1, o

namero de meros da cadeia polimérica € denominado grau de polimeriza¢ao"[27].
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Figura 1 - Estrutura dos polimeros

Fonte: Mano e Mendes (2012).

Os polimeros podem ser classificados de acordo com sua origem em sintéticos
ou naturais (biopolimeros), os naturais foram os primeiros descobertos e sua sintese
envolve reacdes em cadeia, catalisadas por enzimas do maquindrio celular em
processos metabdlicos complexos. S&o os padrdes utilizados para a confeccéo de
polimeros sintéticos, que por sua vez sédo basicamente formados a partir do petréleo;
guanto ao numero de mondmeros envolvidos na sua formacdo, dividem-se em
homopolimeros, formados por apenas um tipo de monémero, e copolimeros que
contém quantidades de comondémeros acima de 5%. Podem ainda ser classificados

entre organicos ou inorganicos [27].

1.1. 1. 1 Quitosana

A quitina é o material organico mais abundante, a producédo anual € inferior
apenas a da celulose, é produzido estimativamente 100 bilhdes de toneladas
anualmente. A principal fonte de quitina € a indUstria de processamento crustaceo, a
porcentagem da substancia nesses animais pode variar de 10 a 80% [31][32].

E um biopolimero de elevado peso molecular, produto da desacetilacdo da
quitina. Os copolimeros quitosana e seu precursor a quitina, como ilustrado na Figura
2, sdo constituidos por unidades de 2- acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose (N-acetil-
glucosamina) e 2-amino-2-deoxi-Dglicopiranose (glucosamina) unidas por ligacdes
glicosidicas beta (1-4). O que ira diferenciar a quitosana da quitina é a propor¢céao dos

7z

elementos, na quitosana a N-acetilglucosamina é predominante, jA na quitina o
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elemento de maior predominio é glucosamina. Ambas sao insollveis em agua e a

guitosana é soluvel em meios acidos com o pH abaixo de 6,2 [12][13][21][31][33].

Figura 2 — Estrutura da quitina e quitosana

OH

Ao N

OH
<
= .--[--C' 0 HO D"]“'
HO a1 HO 0- m
MH n NH I
C:Q oH

o

quitina quitosana

Fonte: Hélio et al. (2006).

E um biopolimero polieletrélito, ou seja, apresentam grupos ionizaveis em toda
a extensdo da molécula, esses grupos sdo catibnicos, em consequéncia possuli
capacidade de adsorc¢éo e habilidade quelante, podendo entdo ser aplicada desde a
agricultura até a engenharia de tecidos [34][35].

E um polimero bioativo, a quitosana em pH7 (0 mesmo dos fluidos teciduais)
adquire cargas positivas acarretando a aglomeracdo de elementos do sistema
sanguineo, estimulando a coagulacdo e a cicatrizacdo, auxilia também na
regeneracdo tecidual enquanto degrada-se naturalmente [21][35]. Nos paises
orientais a quitosana é bastante utilizada no tratamento de feridas e cicatrizacéo de
gueimados [36].

Por bioatividade entende-se a capacidade de promover ou participar de uma
reacdo biologica especifica, a bioatividade de quitosana deve-se, sobretudo aos
grupamentos aminos, a sua capacidade de retencdo de moléculas de agua, a
capacidade de promover o sistema de coagulacao via mudanca de carga e combater
infeccbes por interacdo com as membranas dos microrganismos. Oligdbmeros de
guitosana séo capazes de ativar macrofagos locais que iniciam uma resposta imune
via citocinas [12][34][35][36].

Os grupos aminos predominantes na quitosana, facilitam o rearranjo de
moléculas de agua em torno da estrutura, essa caracteristica concebe ao material alto
grau de retencao de agua, podendo ocasionar reducéo da estabilidade do material por
meio da constante umidade provocando o intumescimento da matriz e a
desagregacéo das fibras [12][13][21][37].
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A cristalinidade da quitosana esta relacionada com o grau de desacetilizagéo,
em estado solido o p6 de quitosana costuma ser semicristalino, contudo, ao ser
trabalhado o material pode mudar sua conformacéo, as mudancgas ocorrem sobretudo
por quebras nas ligacGes de hidrogénio intermolecular que podem tornar o material
mais amorfo [12][38][39].

Alguns fatores como origem, pureza, tempo de preparacao e temperatura (de
reacado e secagem) podem interferir na cristalinidade. A cristalinidade da quitosana
pode ser um fator determinante em caracteristicas do material, a permeabilidade ao
vapor d'agua e absorcdo de moléculas de agua parecem ser inversamente
proporcional a cristalinidade, a degradacdo e reatividade sdo mais evidentes em
guitosanas mais amorfas [12][38][39].

A quitosana costuma ser misturada com outros polimeros devido a resisténcia
e maleabilidade serem limitadas, a adicdo de outro polimero como agente
plastificante, permite tentar controlar o tempo de degradacao e resisténcia mecanica
do material [12][40][41].

A versatilidade, abundancia, caracteristicas e facilidade na manipulacéo fez da
guitosana um dos principais biopolimeros pesquisados para aplicacdo biomédica. A
bioatividade desse material, que possui acdo anti-inflamatéria, antimicrobiana e
aceleracdo na cicatrizacdo, torna-o um ativo valioso na exploracdo de aplicacdes
diversas [42].

Gokarneshan (2017) espera que as nanofibras de quitina e quitosana sejam
aplicadas em produtos biomédicos em um futuro proximo, baseado no que indica a
literatura sobre o papel dessas nanofibras no aumento de camada granular da pele
guando aplicada topicamente e na supresséao de fibrose, via modulacéo de citocinas,
gue é iniciado pela secrecédo através de macrofagos ativados por oligbmeros de
quitosana, as citocinas sinalizam e mediam o processo inflamatorio e cicatrizante
[12][13][21][42].

Membranas, hidrogéis e filmes também podem ser aplicados diretamente em
feridas, as formula¢des da quitosana permitem grande variabilidade de aplicacdes em
diferentes formas. Hidrogéis e filmes sdo comumente estudados em associagdo com
outros polimeros ou agentes antimicrobianos em compdsitos. Objetiva-se nessas
aplicagbes a oclusdo da ferida, cicatrizacdo rapida, manutencdo da umidade e

protecdo contra infeccbes oportunistas [43].
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A quitosana possui caracteristicas interessantes para aplicagdo como
biomaterial, apresentasse biodegradavel, biocompativel e atoxico. Possui atividade
antimicrobiana, decorrente dos grupos aminos presentes nas unidades de
glucosamina, as caracteristicas quimico-fisicas da quitosana facilita a formacao de
géis e filmes com boas propriedades mecanicas diversas, € utilizada tanto para
cicatrizacdo da pele como reestruturacdo cartilaginosa e 6ssea. E empregada como
suplementacao alimentar, na agricultura, em revestimento de alimentos, em sistemas
de liberacdo controlada de farmacos e em curativos disponiveis no mercado
[12][13][21][34].

O Hemcon® (2003) é um desses curativos, projetado em parceria com o
exército dos Estados Unidos, apresenta-se como uma esponja de quitosana,
formulada pela liofilizacdo do acetato de quitosana e revestida de teflon. O curativo
apresenta efeito hemostatico sendo também eficaz contra bactérias Gram positivas e
negativas [21][44][45].

A evolucdo do Hemcon® originou outros dois produtos o Chitoflex® (2006) e o
Chitogauze® (2014). O Chitoflex® possui dupla face de quitosana ativa € mais
flexivel e eficaz no estancamento do sangue, a Chitogauze® é formulada a partir de
uma trama de poliéster/rayon revestida de quitosana. Ambos produtos apresentam
poderoso efeito hemostéatico, com comprovada supresséao de hemorragias, oferecem
barreira contra agentes externos e eficiente atividade contra microrganismos
[44][45].

Os produtos baseados em quitosana podem apresentar-se como esponjas,
hidrogéis, filmes, scaffolds e nanoestruturas. Uma matriz de quitosana é insolivel em
agua, maleavel, com baixa opacidade, intumescente e capaz de ligar-se a outros

materiais poliméricos [29][30].

1.1.2 Oxido de zinco

O oxido de zinco apresenta-se como um po fino, amorfo e de coloracdo branca.
Bioativo, o 6xido de zinco possui comprovado efeito contra diversos microrganismos.
O método de acao do 6xido consiste na sua interacdo com a parede externa do
organismo e formacao de espécies reativas de oxigénios. A eficacia do material pode

ser alterada com a formagé&o de nanoestruturas [47][52].
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Na natureza ele pode ser encontrado na zincita, contudo para as diversas
aplicacdes industriais do material existem diversos métodos de sintese baseados em
outros precursores do 6xido. As vantagens no uso de agentes inorganicos, como
metais e 0xidos metalicos, frente aos ja aplicados no combate a agentes infecciosos
utilizados na antibioticoterapia, ndo esta apenas relacionada a resisténcia adquirida
por microrganismos aos antibioticos de costume, particulas como as de ZnO
apresentam alta estabilidade, baixa toxicidade e resisténcia ao calor, tornando-as
bastante pesquisadas como refor¢o para o combate contra patdégenos [29][47][51].

O efeito contra agentes infecciosos do ZnO, parece estar atrelada ao tamanho
de suas particulas com maior eficacia presente em cristais com menores tamanhos.
Sendo assim a sintese do ZnO em nanoescala reforcaria sua eficicia antipatogénica,
contudo o método de acéo ainda é motivo de discussao, trés vias (Figura 3) principais
séo creditadas para o efeito do ZnO, a formacgéo de espécies reativas de oxigénio, a
liberacdo idnica de ZnO?* e os danos causado pelo 6xido ao interagir com os sitios

externos dos agentes patogénicos [51][54][55].

Figura 3 - Mecanismos de acédo do ZnO

Formacao de espécies reativas
de oxigénio

Interagdo do ZnO com os
microrganismos )

Liberagdo de idnica
Fonte: Espitia et al. (2012).
A nanociéncia e nanotecnologia, area que atua na escala de 1 a 100

nandémetros, comecou a se estabelecer na década de 80, do século passado, com o

surgimento de novos instrumentos cientificos, o estudo dos nanomateriais tornou-se
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o foco de diversos pesquisadores a fim de controlar estruturas e suas propriedades
em escala cada vez mais reduzidas [46].

Os materiais apresentam diferentes propriedades devido as alteracdes
decorrentes da mudanca de escala, ao atingir a escala nano os materiais tem seus
elétrons confinados em seu interior, isso muda as propriedades elétricas, épticas e
magneéticas tornando-as mais acentuadas, por outro lado também ha um aumento da
razdo entre a area e o volume do material tornando os efeitos da superficie mais
evidentes, essas caracteristicas podem ser aproveitadas em varias aplicacdes
[47][48].

Em primeira aproximacao pode-se considerar que o po é formado por esferas.

Considere-se as seguintes equacoes:

A = 411R?
V = 41R3
3

E arelacdo entre a area superficial e o volume:

A= 4TR?*= 3
vV 4mR® R
3

Em que: A é a area da esfera; V é o volume da esfera; R o raio da esfera.

Nota-se que para um mesmo volume de material, composto de esferas de
volume V, a area de interagdo, A, aumenta a medida em que V diminui. Vale salientar
gue, embora a aplicabilidade de materiais manométricos esteja em expansao, V muito
pequeno pode trazer impacto negativo ao penetrar em sistemas biologicos.

O ZnO apresenta estabilidade quimica elevada, tem baixa constante dielétrica,
alta transmitancia luminosa e grande atividade de catalise, e incrivel absorcéo
infravermelho e ultravioleta. Por causa de suas caracteristicas piezoelétricos,
luminescentes, semicondutores ou condutores e bactericidas pode ser utilizado em
eletrbnica, catalise, fotodetectores, sensores, células solares e compdsitos para
biomateriais [47][49][50].
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Embora apresentem vantagens, o elevado interesse no estudo das
nanoparticulas trouxe a necessidade de pesquisar seus efeitos toéxicos a niveis
ambientais e aos sistemas organicos. O uso das particulas de ZnO a certos niveis de
concentragcdo é comprovadamente seguro e permitida pelo FDA, contudo as
nanoparticulas apresentam alta distribuicdo sistémica ao entrar em contato com a
circulacdo sanguinea [56][57][58].

Estudos com nanoparticulas indicam que o aumento no uso pode ocasionar
presenca e deposicdo das nanoparticulas em sitios corpéreos. A distribuicdo pode se
dar por meio das vias aéreas e aplicagéo topicas de cosméticos e medicamentos, ja
sendo relatado a presenca de tracos de nanoparticulas ZnO em locais como mamas,
alvéolos pulmonares e em células da glia [59][60].

O tamanho das nanoparticulas permite a ultrapassagem da barreira
hematoencefélica e consequentemente a distribuicdo no sistema nervoso central.
Estudos in vitro e em modelos animais, demonstram a alteracdo de processos
mediados pelo sistema nervoso devido a presenca das nanoparticulas [60][61][62].

As nanoparticulas podem causar apoptose celular, danos neurais e interferir
nas trocas iénicas via canais de calcio. O mecanismo envolvido na cito e genotoxidade
das nanoparticulas de ZnO esta relacionado a liberagdo de ions ZnO2* no meio
extracelular, o que causa reacfes imunes e danos intracelulares [58][60][62].

As nanoparticulas de ZnO utilizadas no trabalho apresentam forma aproximada
de uma microesfera ndo nanométrica com a sua superficie nanoestruturada com
prevista aplicacdo tépica, o que difculta a penetracdo na circulacdo e impede a
deposicdo no sistema nervoso como relatado nos nanocristais [56][57]. Esse tipo
especifico de p6 de ZnO é denominado de nanoZnO. Para facilitar o entendimento é
possivel imaginar o nanoZnO, utilizado nesse trabalho, como um maracuja e sua area
superficial com a casca enrugada.

O nanoZnO utilizado mantem a boa capacidade anti-infecciosa, presente em
nanoesferas devido sua superficie nanoestruturada, preservando a alta relacdo entre
a area superficial e o volume das nanoestruturas. O que resulta em mais sitios de
interacdo com agentes patégenos e mantendo os ions ZnO2* localmente, contribuindo

aos danos aos agentes infecciosos.
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1.1.3 NanoZnO utilizado no trabalho

O oOxido de zinco utilizado neste trabalho foi sintetizado no LDN -
LABORATORIO DE DISPOSITIVOS E NANOESTRUTURAS, vinculado a
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O método de sintese é baseado na via
Sol-gel. No LDN desenvolveu-se tecnologia de filmes de ZnO piezoelétrico para
sensores inteligentes e ZnO nanoestruturado (hanoZnO) (Figura 4) para aplicagdes

em compasito.

Figura 4 - Micrografias eletronicas do pé de nanoZnO sintetizado no LDN.

]

LDN-UFPE 38kU X58, 888 B.Skm LOMN-UFFPE

Fonte: Cedido gentilmente por SANTOS, ANDRELINA M.P. (2020).

Santos e Santos (2008), produziram filmes finos de 6xido zinco a partir do
acetato de zinco dihidratado, o filme passou por etapas de pré-aquecimento (105° C)
e cozimentos (300° C) a baixas temperaturas resultando em filmes finos de éxido de
zinco para aplicacdo em revestimentos de sensores inteligentes [63].

Lima Junior et al. (2016) utilizou as nanoparticulas para formulacdo de
compaositos com filmes de poli(3-hidroxibutirato) (PHB 1,3 g), 0 nanoZnO foi capaz de
dispersar-se homogeneamente (Figura 5) no filme além de aumentar a cristalinidade
do polimero. O principal objetivo do estudo era formulacdo de embalagens de
alimentos, sendo assim o efeito esperado do 6xido de zinco era a inibicdo bacteriana
e boa disperséo do nanoZnO nos filmes aumentando a eficacia da interacdo do éxido
com 0s possiveis microrganismos oportunistas. Foram observados nas andlises
guimicas a interacdo do PHB com o éxido que agiu como nucleante no polimero, o

aumento da cristalinidade também foi observado com a elevagéo da concentracéo das
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nanoparticulas. O filme apresentou atividade antibacteriana na concentracao de 5%

m/m contra E. coli no teste em disco [64].

Figura 5 - Filmes de PHB com nanoZnO a 5% - A) Ampliacdo 1K e B) Ampliacdo 10K

a9, 0006 Mo LDN-UFPE

Fonte: Lima Janior et al. (2016).

O nanoZnO também foi solubilizado em diferentes biopolimeros, a quitosana e
o alginato foram testados como revestimentos de frutas por Arroyo et al. (2019), o
nanoZnO (1% v/v) foi disperso em géis com diferentes propor¢des dos polimeros. Os
revestimentos mostraram-se eficazes em adiar o apodrecimento de goiabas o que
indica o efeito antibacteriano do nanoZnO [65].

Vasconcelos (2016), experimentou o nanoZnO em filmes e blendas para
embalagens, no seu trabalho as concentra¢cdes do nanoZnO foi de 0,1 e 0,2% m/v.
Os resultados obtidos indicaram que 0 nanoZnO alterou pouco a coloragao dos filmes,
tornando-os mais opacos (diferenca que variou de 0,2 % a 8 % em relagao aos filmes
sem nanoZnO) e a disperséo foi homogénea. O nanoZnO foi capaz de melhorar a
resisténcia mecanica principalmente na concentracdo de 0,1%, os filmes também
apresentaram eficacia contra E. coli e S. aureus nos testes em disco, o tamanho do
halo mostrou-se dependente da concentracdo, indicando maior eficacia na
concentragéo de 0,2% [66].

O extrato com as nanoparticulas de ZnO, mostraram-se eficazes ao inibir os
crescimentos de varias espécies de bactérias e fungos patogénicos que afetam
géneros alimenticios, Carnaval (2019) observou a atividade antimicrobiana com
formacgéo de halo para as espécies de clavibacter michiganensis pv. michiganensis
(Gram +) e xanthomonas phaseoli (Gram -), com maior eficacia apresentada na Gram
-, foram testados extratos puros e diluidos em concentragcédo de 1 a 3%, 0s extratos

diluidos também mostraram acao fungicida contra o Botrytis cinerea [67].
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Carnaval também testou o nanoZnO (0,5%) em filmes compdsitos com
residuos de farinha de mandioca (5,0%) e extrato de residuo de siriguela (20%), os
discos dos filmes ndo formaram halo o que significa que houve crescimentos nos
microrganismos testados (S. aureus e E. coli), contudo houve inibicdo parcial proximo
aos filmes, notadas por zonas mais claras no centro da placa (entre os discos dos
filmes) e ao redor dos discos, indicando menor presenca de colénias nessas zonas
[67].

1.2 SUBSTITUTIVOS DE PELE

Os substitutivos de pele sdo ferramentas terapéuticas utilizadas nos
tratamentos de feridas cronicas ou agudas. Apresentam como principal funcéo a
manutencdo da umidade e ocluséo do leito em cicatrizagdo, enquanto mantem o
ambiente livre de infecgcbes [68]. A humanidade sempre buscou biomateriais que
fossem compativeis e eficazes na mitigacao de danos a pele; ha constante evolucéo

no desenvolvimento de substitutivos sintéticos e naturais [23][68].

1.2.1 A pele

A pele e seus anexos (pelos, unhas e cabelos) formam o sistema tegumentar,
recobre o corpo e regula diversas funcées. E o maior 6rgédo humano podendo alcancar
de 15% a 17% do peso corporal total, sua espessura varia de 1,5 a 4 milimetros. A

pele é composta por trés camadas principais, séao elas:

e Epiderme: E a camada superior da pele, origina-se do ectoderma e é composta
por células epiteliais, a espessura da epiderme distingue a pele em fina e
espessa (palma das maos, planta dos pés e algumas articulagdes).

e Derme: Encontra-se abaixo da epiderme e € formada de tecido conjuntivo
fibroso de origem mesodérmica.

e Hipoderme: Nao faz parte do tecido tegumentar, mas compartilha fungcdes com
a pele, é composto de tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, faz a ligacéo

com os demais tecidos e 6rgaos do corpo [1][3][8].
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Dentre as fungbes (Tabela 1) desempenhadas pelo sistema, inclui-se, tanto a
protecdo dos 6rgaos internos, quanto a protecdo do organismo contra patdégenos e
traumas externos; Regulacao da temperatura mediada pela circulacdo sanguinea e
glandulas sudoriparas que atuam natroca de calor com o ambiente externo; Excrecao
a pele também tem papel na excrecdo de metabdlitos através do suor; executa papel
importante na sintetizacdo da vitamina D e conta com receptores sensoriais,

responsaveis por levar estimulos externos(tato, pressao, etc.) ao sistema nervoso

[1](2]3].

Tabela 1 - Propriedades da pele e estruturas responsaveis por elas.

Propriedades da pele Responsaveis

Resisténcia Principalmente o coldgeno - A tensdo de
ruptura da pele varia de 2,5 a 16 MPa.

Flexibilidade Principalmente a Elastina - O modulo de
elasticidade da pele é aproximadamente 36
GPa.

Extensibilidade Principalmente a Elastina - O alongamento

maximo da pele é aproximadamente 70% do
comprimento original.

Protecdo mecanica Hipoderme, Queratina - A espessura total da
pele varia de 1,5 a 4 mm.

Termorregulagdo e Secrecdo Sistema nervoso, vasos, poros, queratina - A
pele apresenta permeabilidade ao vapor
d'dgua em 4.63 WVP (g/h/1).

Protecdo contra patégenos / | Células imunes, camada hidrolipidica (pH 5,4 -
Radiacdo UV 5,9) / melanina.

Fonte: Junqueira e Carneiro (2017); Thiodeau e Patton (2015); Sanders et al (1972); Hansem et al.
(2002).

1.2.2 Tipos de substitutivos de pele

H& vasto material acerca dos substitutivos de pele, por isso ha vérias formas
de classificacdo e é uma ampla gama de produtos, contudo ndo ha um substitutivo
considerado ideal para todas as situacdes e o padrdo ouro continua sendo o
autoenxerto. Inicialmente podem ser indicados dois grandes grupos de substitutivos
[23][68]:
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e Temporarios: Aqueles que auxiliam na resolucao do processo de cicatrizacao
podendo ser trocados por enxertos ou degradados ao final do processo
cicatrizante. Nessa categoria encontram-se por exemplos xeno e alo-enxertos,
além de curativos a base de material degradaveis e sintéticos [8][23][68][69].

e Permanentes: Restauram areas da pele e ndo sdo removidos mesmo em caso
de enxertia. Nessa categoria se encontram 0s enxertos autélogos e matrizes

associadas a células do proprio individuo ou matrizes dérmicas [23][68].

Quanto a origem o0s substutivos cutaneos podem ser classificados em
biolégicos, sintéticos ou biossintéticos. Os bioldgicos englobam classes de materiais
oriundos de transplante seja humano ou animal, em que se aproveita alguma parte
(matriz dérmica, por exemplo) ou totalidade do tecido (como nos enxertos do proprio
paciente). No mercado existem produtos de origem biolégica, como as matrizes de
cadaveres humanos ou bovinos [69][70].

Os materiais sintéticos sdo formulados artificialmente, geralmente a base de
polimeros como o poliuretano, abrangem grande parte dos materiais presentes no
mercado com custo mais acessivel [69][70].

Os materiais biossinteticos compreendem o0s materiais que em seu
processamento incluem materiais de origens biolégicas e sintéticas ou materiais
naturais (como os biopolimeros) que passam por algum processamento quimico. Os
mais recentes produtos da engenharia tecidual encontram-se nessa categoria que

abrange vasta gama de produtos e prot6tipos em pesquisa [8][70].

1.2.3 Aplicagéao

As lesdes decorrentes de traumas por queimaduras costumam ser extensas,
além de levar a sequelas fisicas (cicatrizes, contraturas) e psicologicas, costumam
causar uma resposta inflamatéria intensa e degradacao de areas de pele, em muitas
situacdes serdo necessarias intervencdes reparativas ou substituicdo do tecido
lesado. A primeira escolha terapéutica nesses casos € o0 autotransplante, contudo, a
técnica conta com diversas limitacdes, seja de ordem anatdmica como a delimitacédo
da area doadora e da area total do implante; estéticas como ma cicatrizacdo e
infecciosas que séo recorrentes em ambientes hospitalares interferindo no processo
de cura [9][71][72].
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Os substitutivos devem apresentar caracteristicas que os tornem ideais (Tabela
2) para uso em humanos, segundo Sukali et al. entre essas caracteristicas desejaveis
estéo, resisténcia a infec¢des, manutencdo da osmolaridade entre os fluidos e a agua,
durabilidade, flexibilidade, baixo custo e facil aplicacdo. Salienta-se que nenhum
substituto apresenta todas caracteristicas ideais e os valores desejaveis sdo bastante

variados a depender do material e aplicacdo destinada [8][74].

Tabela 2 - Caracteristicas desejaveis para substitutivos
Caracteristicas Resultados esperados

Aderéncia Melhora cicatrizacdo e a movimentacao do paciente. Pelo teste
pell a superficie ou a borda adesiva ndo pode ultrapassar a
forca de 300-400g. No ensaio de adesao celular observa-se se
as células em cultura crescem na superficie. O teste de
molhabilidade identifica a natureza da superficie, se
hidrofébica ou hidrofilica, em queimaduras com exsudato é
essencial um angulo de contato entre 40 - 90° (hidrofilica).

Transporte de | Evita desidratacdo da area e a retencdo exacerbada de

Vapor de agua liquidos. Valores aceitaveis de permeabilidade podem variar de
2.02 a 25.0 WVP(g/h/1)
Resisténcia Facilita a mobilidade do paciente e impede o rompimento. Os

valores variam a depender do material e aplicacao desejada,
para polimeros leva-se em consideracdo os valores da tensao
de ruptura da pele que estéo entre 2,5 a 16 MPa.

Durabilidade Evita trocas excessivas e diminui riscos de infeccbes. Os
valores variam a depender da aplicacdo. Para feridas de 1 e 2
grau é desejavel estabilidade de 1 - 3 semanas.

Degradabilidade Evita trocas excessivas e diminui riscos de infecgbes. Os
valores variam a depender da aplicacdo. Para feridas de 1 e 2
grau é desejavel estabilidade de 1 - 3 semanas.

Baixa Evita a rejeicdo do tecido. Comprovado por ensaios de
Antigenicidade viabilidade celular, produtos que apresentem viabilidade abaixo
de 70% séo considerados citotoxicos.

Acéo e barreira Diminui o risco de infec¢cdes. Também é necessario que 0
contra patdgenos | material se apresente impermeavel a patdgenos.

Fonte: Santos e Gongalves (2016); Spielmann et al. (2007); Nangia et al. (1991); Erasmus e Jonkman
(1989).
Os substutivos cutaneos abrangem uma gama de produtos heterogéneos,

Kumar et al. (2008) em sua classificacao tipifica 0os substutivos quanto a aplicagédo em

Classe | — Curativos temporarios impermeaveis, esses ndo possuem componente
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epidérmico e sdo essencialmente impermeaveis, podendo ser em uma ou duas
camadas. Sao curativos e agem como barreiras mecanicas reduzem a perda de
liquido por evaporacao; Classe Il - Substitutivos cutaneos duraveis de camada Unica
podendo ser epidérmico e dérmico, podem apresentar proteinas da matriz e células
autblogas; classe lll - Substitutivos de pele compostos, nessa classe inclui-se os
autoenxertos e 0s enxerto aldgenos de pele e também o0s mais recentes
desenvolvidos por engenharia tecidual, com presenca de matriz e células, sendo

indicado para grandes queimados [37][70].

1.2.4 Uso de compaositos como substitutivos de pele

A maioria dos materiais organicos e os substutivos modernos sdo formados
pela mistura de materiais, sendo eles blendas poliméricas, formulagbes com culturas
e/ou matrizes dérmicas e compaositos [68][79].

Os substitutivos compdésitos usualmente tentam combinar caracteristicas de
materiais sintéticos e naturais, sobretudo polimeros, objetivando simular propriedades
da pele nos curativos. Busca-se a otimizacdo das propriedades de biodegradacéo,
mecanicas e dentre outras que facilitem a cicatrizagéo da pele [68][79].

A quitosana o colageno e o acido hialurdnico estdo entre os biopolimeros mais
utilizados em compasitos, entre 0os materiais sintéticos comumente associados estao
0 PGA, PVA e Carboxietil; geralmente esses polimeros sdo combinados com células
autologas [79].

Alguns compositos mais simples também formam substitutivos eficazes,
nesses associasse geralmente a matriz polimérica a um agente que apresente
atividade contra microrganismos. Em queimados o uso da prata [12] € bastante
explorado, outros metais e 6xidos metalicos como os de titanio [56][80] e zinco [64][67]
também apresentam potencial anti-infeccioso. As nanoparticulas de metais e 6xidos
metdalicos sdo uma importante ferramenta contra espécies resistentes aos antibiéticos
usuais [12][81].

O ion prata é hoje o principal composto metélico utilizado no tratamento para
gueimaduras, € usada de forma topica ou em revestimentos oclusivos. O uso de
polimeros com coloides ou nanoparticulas de prata tem como objetivo principal a
atividade antibacteriana e antifingica conferida por ela, em varias espécies, incluindo

as resistentes [12][81]. E utilizada em comp0ésitos com celulose, colageno, poliuretano,
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polietileno, quitosana dentre outras formulacdes. A principal desvantagem da prata
esta nos potencial genotoxico e citotdéxicos, também no retardamento na cicatrizacéo
em algumas feridas [82].

As nanoparticulas de zinco apresentam-se promissoras, sabe-se que 0 zinco
esta presente em processos metabdlicos do organismo, além de apresentar papel na
proliferacdo celular e cicatrizacdo, contudo, busca-se em compdsitos para
substitutivos a atividade antibacteriana e antifingica apresentada por esse material
[56][90][91]. Nanoparticulas de zinco sado eficientes no ataque as paredes e capsulas
externas bacterianas e flngicas, além de invadir e interferir nos processos
metabolicos dos patdgenos. O uso associado a polimeros naturais e sintéticos pode
ser eficaz a um amplo espectro fungico e bacteriano [64][66][67].

O mercado oferece substitutivos com origens diversas, o0 mercado ja conta com
hidrogéis, filmes, scaffolds, esponjas e outras formulagbes com vantagens e
desvantagens a depender do tipo de lesdo e tratamento desejado. E na pesquisa
outros materiais estdo em desenvolvimento devido a grande abrangéncia e
possibilidades na area.

Abaixo alguns exemplos (Tabela 3) de substitutivos compdsitos no mercado e
em pesquisa:

O integra® é formulado a partir de duas camadas, uma grossa substitutiva
dérmica baseada em coldgeno bovino associada a condroitim 6-sulfato de tubaréo,
aliada a uma camada externa (substitutiva da epiderme) de silicone. O integra é
aplicado onde a pele danificada foi removida, protegendo contra infec¢cdes e mantendo
a temperatura e fluidos corporais. O colageno e o glicosaminoglicano (estruturas
presente em humanos) sdo absorvidos na cicatrizacao, o silicone podera ser retirado
apoés a absorcao. E contraindicado em pessoas alérgicas a substancias do produto ou
com infeccgbes previa [83].

O biobrane® é um biocompdésito formulado a partir de uma matriz de silicone
ultrafina unida a uma trama de néilon, associado a esse tecido de nailon ha ainda
peptideos de colageno de porco que auxiliam na cicatrizacdo e remodelacdo da pele.
E utilizado principalmente em pacientes pediatricos, aplicado principalmente em areas
adjacentes a enxertos de pele e removido de 7 a 14 dias apos [84][85].

O AquacelAg® é um compésito mais simples de camada Unica, o curativo €
composto de fibras de carbomexitil de s6dio ndo tecidas e impregnadas com prata

ibnica. O curativo é indicado para retencdo da umidade enquanto protege o leito da
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ferida de infec¢des. O produto forma um gel ao entrar em contato com os fluidos da
ferida e a liberacdo da prata é controlada por até duas semanas, dando um amplo uso
ao curativo para feridas cronicas e agudas [86].

Abbasipour et al. (2014) em seu trabalho utilizou como matriz a gaze comum
de algodao bastante utilizada na pratica médica e a refor¢ou, objetivando obter um
efeito antibacteriano e aumentar a eficacia da manutencédo da umidade e absorcéo do
exsudato. Para isso um compasito foi formulado mergulhando a gaze comum em uma
solucéo coloidal de quitosana com nanoparticulas de prata e zinco. Como resultado

obteve-se um curativo com maior absor¢éo e eficacia comprovada contra E. coli e S.

Aureus.
Tabela 3 - Compositos utilizados como substitutivos de pele.

Compaosito Caracteristica

Integra®? Membrana camada dupla, a dérmica de colageno bovino +
condroitim 6-sulfato de tubaréo, e a externa de silicone. Oclui
a ferida enquanto os componentes dérmicos sao absorvidos
[83].

Biobrane®! Membrana camada dupla, silicone unida a uma trama de

nailon imbuido de peptideos de colagenos (suino). Oclui e
auxilia na cicatriza¢ao e remodelacao da pele [84][85].
AquacelAg®? Curativo de camada unica de carbomexiti de sodio néo
tecidas e impregnadas com prata ibnica. Retém a umidade e
libera controladamente a prata contra infeccoes [86].

Gaze + Quitosana | Gaze comum revestida de quitosana e NPs ZnO/Ag2. Retém
NPs de ZnO/Ag? a umidade e protege contra infec¢ao bacteriana [87].
Quitosana + Nps Esponja de quitosana reforcada com nanoparticulas de prata
de ZnO/Ag? e zinco. Oclui, auxilia na coagulacdo, cicatrizacao,
reepitelizacdo e protege contra infeccoes [89].

Quitosana + Nps Filme de camada Unica de quitosana mais nanoparticulas de
de ZnO/Ag? ZnO. Oclui e protege contra infec¢des [88].

Fonte: Integra Skin (2018); Biobrane (2018); Farroah e Frew (2013); Barnea et al. (2010); Abbasipour
etal. (2014);Lu et al. (2017); Qiu et al. (2018).

*Primeira coluna: compositos utilizados como substutivos de pele no mercado e em pesquisa.

**Segunda coluna: caracteristicas e propriedades desses compositos.

***NPs: nanoparticulas; ! produtos disponiveis comercialmente, 2 produtos em pesquisa.

Zhong et al. (2017) utilizaram as nanoparticulas de prata e zinco, para reforcar
uma matriz esponjosa porosa baseada em quitosana, o compdsito foi eficaz na
coagulacao sanguinea nos testes com ratos e apresentou efeito contra antibacteriano,
0 curativo promoveu um ambiente seguro e reforgou a cicatrizagao e repitelizacao da

area afetada. Qiu et al. (2018) também preparou uma matriz de quitosana aditivada
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com nanoparticulas de ZnO, os filmes resultantes mostraram-se flexiveis, com boa
dispersédo das nanoparticulas e boa interacdo entre os componentes demonstrando
potencial aplicagdo como revestimentos e curativos.

Como ja mencionado anteriormente existe uma ampla gama de produtos no
mercado e em pesquisa, 0 que abrange diferentes formulacdes e aplicacbes. Como
observado na Tabela 3 NPs comerciais de ZnO (20nm) em associacdo a NPs
comerciais de prata (120nm) foram impregnadas em gaze comum com iSso obteve-
se um novo compdésito com qualidades aprimoradas [87].

Ainda na Tabela 3 é importante ressaltar a versatilidade da quitosana, nos
exemplos é aplicada em formulac¢des distintas como esponja [89] e filme [88], os
métodos para aditivagdo também foram diferentes, para a esponja de quitosana
optou-se pela preparacédo inicial do nanocompoésito Ag/ZnO por deposicdo e
precipitacdo, para so entdo a esponja de quitosana ser mergulhada em solu¢cdo com
0 compasito Ag/ZnO, resultando na esponja aditivada. Para os filmes a obtencao das
NPs foi in situ, acetato de zinco foi adicionado & solucdo de quitosana, o Zn*2
proveniente do acetato foi fixado na matriz e convertido em NPs de ZnO por uma
reacao posterior com NaOH. Como resultado temos o exemplo de uma matriz
esponjosa altamente porosa com nanoparticulas comerciais e outra em formato de
filme com nano e microparticulas obtidas in situ [89][88].

E interessante destacar as diferencas observadas entre os compdsitos
formulados por quitosana e nanoparticulas por Lu et al. (2017) [89] e Qiu et al. (2018)
[88] e o formulado neste trabalho com as nanoZnO.

Em ambos na esponja com Lu et al. (2017) e e filmes com Qiu et al. (2018)
trabalharam com nanoparticulas, o que pode acarretar alguns efeitos negativos devido
ao tamanho e distribuicdo em 6rgaos humanos, como descrito anteriormente na
Secao 1.1.2. Nos filmes desenvolvidos por Qiu et al. (2017) a reagao in situ com o
NaOH para conversdao do ZnO+2 resultou em nanoparticulas e microesferas, o que
pode resultar em ma distribuicdo e disperséo nos filmes, podendo resultar em areas
com propriedades distintas em um mesmo filme.

A metodologia de sintese de nanoZnO desenvolvida por Santos e Santos
(2008) baseada na técnica sol-gel além do baixo custo permite um controle no
tamanho dos graos, o que resulta em melhor homogeneidade do nanoZnO disperso

[63][64][66], como também a nanoestruturacdo é apenas na area superficial
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resultando em microesferas nanoestruturadas, sendo assim evita-se 0s efeitos
negativos da nanoescala descrito na Secéao 1.1.2.

A matriz de quitosana apresenta caracteristicas distintas a depender de sua
formulacédo, Lu et al. (2017) formulou em formato de esponja porosa o que pode
conferir alto grau de intumescimento e transporte de vapor d'agua, as caracteristicas
mecanicas também serdo distintas de um filme, e a propriedade de barreira e a
permeabilidade sera alterada, foi possivel observar ainda que a quantidade de poros
diminuiu ao adicionar as nanoparticulas, pois muda-se a conformacdo da matriz. A
formulag&o contou ainda com nanoparticulas de prata buscando provavelmente maior
eficacia contra microrganismos e uma possivel acao sinérgica com o as NPs de ZnO,
contudo as alteracdes mecanicas podem ser mais elevadas e deve-se cuidar com a
disperséao e interagéo entre essas nanoparticulas [12][89].

No geral as esponjas de quitosana apresentam mais intumescimento e
transporte de vapores ao ser comparada aos filmes, podendo ser bastante explorada
em feridas hiper umidas e exsudadas [12][13][21].

Ja a formulacéo de Qiu et al. (2018) tem um produto em formato de filme, como
no nosso trabalho, embora o processo seja bastante diferente Qiu et al. (2018)
sintetizou as nanoparticulas de ZnO em um processo in situ com NaOH, resultando
em particulas com tamanhos nano e micrométricos [88], o NaOH também é uma base
forte o que pode afetar o pH. O nanozZnO utilizado no trabalho como sera
detalhadamente descrito no capitulo 3 é solubilizado ja pronto na solucdo de quitosana

nos 15 minutos finais.

1.3 QUEIMADURAS

A queimadura é um trauma de origem térmica, quimica ou elétrica, a resposta
do organismo dependera da extensao e profundidade da lesdo. Podendo apresentar
de uma simples vermelhidao local até uma grave resposta sistémica e ao 6bito. As
sequelas deixadas podem ser incapacitantes e desfigurativas, afetando tanto a
funcionalidade como o psicoldgico do paciente. O tratamento costuma ser demorado,
custoso e doloroso para o0 paciente, e estressante para o0s profissionais eu
acompanham [2][4][31].

A resposta inicia-se imediatamente apds o trauma, os sinais da inflamacao

(rubor, tumor, calor e dor) podem ser observados. O processo € guiado por
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retroalimentacao, ou seja, sinais, produtos e etapas ativadas iniciam as posteriores.
Dois principais eventos caracterizam a queimadura, o edema resultante da elevacao
da pressao hidrostética e a inflamacao que é norteada por mediadores locais como o0s
radicais livres, células necroticas ou citocinas [9][72].

Constituem-se um problema mundial de saude publica, segundo a OMS (2008)
estima, de 200 a 300.000 mortes ocorram anualmente resultantes das complicacbes
por queimaduras. Os paises de baixa e média renda séo os que mais afetados, juntos
sao respondem por 95% dos 6bitos. As consequéncias vao além dos obitos, relata-se
também deformacdes, deficiéncias, perdas financeiras, exclusdo social e
dependéncia do estado [6][92].

As estatisticas brasileiras seguem as internacionais sendo 0s maiores atingidos
pessoas de baixa renda e criancas. As principais causas sao: escalda¢des, choque
elétrico e contato direto com o fogo. No Brasil a maioria dos acidentes ocorrem na
residéncia das vitimas, o SUS registrou entre 2013 a 2014 mais de 15.000
internamentos decorrentes de queimados na faixa etarias de 0 a 10 anos. Cerca de
1.000.000 de pessoas sofrem queimaduras anualmente no pais, desses
aproximadamente 100.000 buscam atendimento hospitalar e 2.500 irdo a 6bito. O
valor gasto pelo SUS de 2017 a 2018 no tratamento de grande, médios e pequenos
gueimados foi de aproximadamente R$ 49,334 milhdes [6][22][93][94].

Segundo os dados, indexados no DATASUS, referente a queimaduras e
corrosdes (CID-10), de janeiro de 2008 a abril de 2018 houveram 258.638 internacgdes,
a regido sudeste foi a mais atingida com 86.837, os homens foram maioria com
162.699 internados e as mulheres representaram 95.939 de casos, a média de

permanéncia foram 10 dias [22][92].
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1.3.1 Classificacao das queimaduras

As queimaduras afetam o metabolismo e a fisiologia, alterando a temperatura,
controle osmotico e lubrificacdo da pele, a gravidade dependera da causa, extensdo
e profundidade, sdo comumente classificadas pela profundidade (1, 2 e 3 grau) e
extensao [72].

Para o calculo da extensao do agravante da leséo, utiliza-se a regra de Wallace
e Pulaski da superficie corporal queimada (SCQ) (Figura 6), conhecida como regra
dos nove. No método areas do corpo somam percentuais, que sdo distintos para
criangas e adultos. Em areas de menor extensao ou locais isolados do corpo, usa-se
a palma da méo (incluso os dedos) do paciente, a palma equivale a 1% da SCQ. As
gueimaduras entédo séo divididas em leves (atinge até 10% da SCQ), moderadas (10
a 20% da SCQ) ou graves (mais de 20% da SQC) [9][72].

Figura 6 - Regra de Wallace e Pulaski(Extenséo da lesdo)

4 B

Extensao

Gomes et al. (2001).

Profundidade, sao divididas em lesbes de 1, 2 e 3 grau (Figura 7).

e | grau: Atinge a camada externa da pele, epiderme, é a mais simples de ser
tratada, ndo causa mudancas hemodinamicas ou grandes alteracdes clinicas
significativas, apenas pequena resposta inflamatoria local, a cicatrizacao
geralmente ocorre em uma semana [4][9][72].

e |l grau: Atinge a epiderme e derme podendo dividir-se em superficial e

profunda, ndo destroem todos elementos da pele, permitindo reepitelizacao
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parcial ou total. A cicatrizacdo pode ser espontanea como a de primeiro grau
ou mais demorada a depender do desenrolar do processo inflamatério, varia
de 7 a 21 dias [4][9][72].

e |l grau: Acomete a totalidade do sistema tegumentar e pode alcancar outros
tecidos mais profundos, como musculos e 0ssos é a mais grave e dificil de ser

tratada; Essa classe de lesdo nao reepiteliza e necessita de enxertia [72].

Figura 7 - Profundidade das lesbes

LESAO DE PRIMEIRO GRAU LESAO DE SEGUNDO GRAU LESAO DE TERCEIRO GRAU

Epiderme

e Derme

3 Hipoderme

Fonte: Onofre (2014).

1.3.2 Tratamento

O tratamento ird depender da profundidade, extensdo e tecido lesado. E
necessario considerar a fisiopatologia associada a cada tipo de lesédo. O tratamento
tera como alvos a restauracao tecidual; a manutencéo da funcionalidade e reparacéo
estética da area afetada [4][8].

O tratamento de feridos conta com métodos clinicos e cirdrgicos, os curativos
estdo entre os métodos mais utilizados para reparacgéo tecidual de areas lesionadas.
Samaniotto et al. (2012), definem curativos ou coberturas como meios terapéuticos
consistindo na limpeza e aplicacédo de material sobre uma lesédo a fim de, protegé-la e
dar suporte para as melhores condi¢cdes de resolucdo do processo patologico, os
curativos podem entéo ser o tratamento definitivo ou etapa auxiliar até a cirurgia [8].

A escolha adequada do material ird requerer avaliacdo pela equipe medica e
conhecimentos dos processos fisiopatologicos e clinicos, a grande diversidade de
curativos terapéuticos pode confundir quanto ao melhor material a ser utilizado. As
gueimaduras de terceiro grau e algumas de segundo grau profundas irdo precisar de
enxertia, padréo ouro do tratamento, contudo geralmente esses pacientes requerem

bastante enxerto devido a extensdo da area lesionada. Os tipos de enxertos sao,
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autoenxerto, quando o material provem do préprio doador; Homoenxerto: transplante
entre individuos distintos, porem da mesma espécie; Xenoenxerto: quando o doador

e o receptor sdo de espécies diferentes [8][9][95][96].

1.3.3 Microrganismos mais comuns em queimados

Apesar dos diversos avancos no tratamento de queimados, as complicagdes
resultantes de infeccbes continuam sendo um dos maiores obstaculos no tratamento
e cura, aproximadamente 75% dos 6bitos em pacientes queimados, sdo decorrentes
de infecg¢des (principalmente associadas a pneumonia e sepse) [24][97][98].

Segundo a OMS, o controle adequado de infecgbes nesses pacientes contribui
para a reducdo da morbidade e mortalidade, além de garantir um melhor
restabelecimento da homeostase e diminuicdo de sequelas associadas as lesées. O
pior prognostico em paises de meédia e baixa renda quando comparada a paises ricos
estd associada mecanismos de protocolos de controle e assepsia hospitalar, que tem
garantindo a queda das taxas de mortalidade nos paises ricos [72][99].

A pele integra atua como barreira contra patdgenos externos, a quebra dessa
barreira associada a um ambiente propicio e nutritivo (presenca de proteinas e tecidos
desvitalizados), corrobora para o desenvolvimento e proliferacdo de microrganismos,
em casos mais graves o paciente pode desenvolver sepse [24][100].

A sepse ocorre quando ha a quebra entre o equilibrio entre hospedeiro e
microrganismos, a queimadura induz a introducéo de patégenos via sistemas linfaticos
ou circulatorios. Outros fatores podem ampliar o risco de sepse, a imunossupressao,
a migracdo bacteriana de outros sitios corpéreos, a internacdo prolongada e a
resisténcia bacteriana [24][97][98].

Os protocolos médicos prezam a rapidez na limpeza, retirada da pele morta e
controle bacteriano com produtos topicos, esses procedimentos ndo sao por acaso. A
colonizagdo bacteriana nas feridas costuma ocorrer nas primeiras 48 horas por
bactérias Gram-positivas, com o decorrer dos dias (5 a 7 dias) outros microrganismos
colonizam a é&rea incluindo as Gram-negativas, leveduras, espécies das floras do
individuo (gastrointestinal e trato respiratério) e bactérias presentes no ambiente
hospitalar [98].

As Gram-negativas tornam-se predominantes ap0s a primeira semana, elas

sao bastante comuns em pacientes com infeccbes graves e estdao associadas ao
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aumento em 50% nas taxas de mortalidades em pacientes com bacteremia. Os
tratamentos com antibidticos podem resultar em: aumento das bactérias resistentes e
colonizacao fangica [24][101].

O uso da penicilina mudou o espectro de bactérias mais comuns em grandes
gueimados, 0 Streptococcus pyogenes foi a causa mais frequentemente reconhecida
de sepse por queimaduras de infec¢cdes cutaneas locais e sistémicas no inicio do
século passado, o advento da penicilina tornou o Staphylococcus aureus (Gram
positivo mais comum e geralmente a primeira espécie colonizadora das areas
afetadas) e a Pseudomonas aeruginosa os espécimes mais isolados em
gueimaduras [24].

O S. aureus é a espécie que estad mais associada a morbidade e mortalidade
em pacientes com queimaduras de grande extenséo, essas bactérias estao presentes
na flora transitoria de até um tergo dos pacientes, sendo eles proprios os reservatorios
da infeccdo. O S. aureus é capaz de causar bolhas de impetigo, mesmo apos
cicatrizacdo ou enxertia de pacientes com queimaduras extensas, essas bolhas
apresentam-se na forma de pequenos abscessos superficiais e multifocais,
requerendo o desbridamento cirargico. As técnicas atuais que diminuiram a
mortalidade sdo baseadas no aumento do intervalo entre leséo e o inicio da infec¢ao
[24][100].

As Gram-negativas sdo bastante isoladas entre pacientes de queimados em
UTI, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sp. sdo as mais
prevalentes [102]. Hoadle et al. (2006) em um estudo que avaliava a pratica de
controle de infec¢cbes em unidades de queimados nos Estados Unidos, mostrou que
a Pseudomonas aeruginosa era a mais prevalente em até 44% das unidades, seguido
dos S. aureus resistentes a meticilina - MSRA (13%), Acinetobacter (9%) e
Enterococcus. Pseudomonas apresentam infecgfes bem caracteristicas, inicialmente
localizam-se superficialmente, com secrecfes purulentas e um caracteristico odor
doce, o maior risco € espalhar-se para o tecido profundo e causar a sepse.

O Acinetobacter baumani, responséavel por 11 a 13% dos casos tem adquirido
resisténcia nos ultimos anos, infecgdes com essa espécie estdo bastante associadas
com bacteremia (46% dos pacientes desenvolvem a condicao e cerca de 38% vao a
Obito) [24][103].

Chaves silva et al. (2009) realizaram um estudo epidemiolégico das infec¢des

em uma unidade de tratamento de queimados em Fortaleza, avaliaram 419 vitimas de
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gueimaduras, 0s microrganismos mais presentes foram o S. aureus presente em
34,69%, a Pseudomonas sp. em 33,33%, Enterobacter sp. em 14,29%, seguidas da
E. coli e da Klebsiella pneumoniae, respectivamente, 4,08% e 3,40% [98][100][104].

A diminuicdo das bactérias pode fazer aflorar a colonizacéo fungica, casos de
infec¢Bes fangicas em pos-queimados ocorrem geralmente duas semanas apds o
trauma. A Candida albicans é a espécie mais relatada nesses pacientes, entre as nao
albicans costuma-se identificar a C. Tropicalis e C. parapsilosis em 4,2% dos
pacientes, Aspergillus sdo também bastante associadas a pacientes queimados
[24][101].

1.4 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um compdsito no qual a
matriz € a base do biopolimero quitosana, aditivado com o 6xido de zinco
nanoestruturado, para aplicacdo como substitutivo temporario de pele em queimados.

Além do obijetivo principal, abaixo estdo elencados os objetivos especificos
do trabalho:

a) avaliar como diferentes concentragdes de nanoZnO afetam as propriedades do
compaosito;

b) caracterizagdo dos compd@sitos quanto as propriedades quimicas, sensoriais e
fisicas;

c) aplicagdo da técnica da analise de variancia (ANOVA) para avaliagdo das
propriedades e comparacédo de médias pelo teste de Tukey;

d) Elaboragéo de protocolo experimental.

1.5 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

A dissertacdo descreve o desenvolvimento de um compdésito formulado a partir
do biopolimero (quitosana) e nanoparticulas de o6xido de zinco (nanoZnO), o
compaosito deve apresentar caracteristicas que o habilitem como substitutivo de pele
para tratamento de queimados, diminuindo a quantidade de trocas necessarias na
lesdo, boa capacidade de absorcdo do exsudato do leito da ferida e degradacgéo
concomitante ao tempo de cicatrizacdo de 1 a 3 semanas, o0 mesmo de feridas de 1°

e 2° graus.
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Capitulo 1 - Introducéao

Esse capitulo tem como objetivo apresentar a fundamentacao bibliografica dos
temas envolvidos no trabalho.
Capitulo 2 - Fatores de influéncia

Esse capitulo apresenta os fatores de influéncia selecionados na formulacao
dos filmes poliméricos de quitosana, da sintese do nanoZnO e na formula¢do do
compaosito.
Capitulo 3 - Material e métodos

O material e métodos para o desenvolvimento do compdsito séo descritos neste
capitulo e por fim é apresentado o tratamento estatistico utilizado.
Capitulo 4 - Resultados e analises

Nesse capitulo se descreve os resultados obtidos das analises e analise dos
resultados frente a outros trabalhos.
Capitulo 5 - Conclusdes e trabalhos futuros

O capitulo conclui o que foi desenvolvido até aqui e 0s proOXimos passos para

seguimento da pesquisa.
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2 FATORES DE INFLUENCIA

Neste capitulo sdo abordados os fatores que interferem na preparacdo do
composito, formulado de uma matriz de quitosana reforcada com oOxido de zinco
nanoestruturado, e os fatores selecionados para a optimizagcéo do produto final. A
identificacdo de como os parametros metodoldgicos adotados atua na formulacéo do
composito € importante para identificar, corrigir e optimizar os processos do trabalho

e como eles refletem nos resultados apresentados nas etapas experimentais.

2.1 METODOS DE SINTESE DOS FILMES DE QUITOSANA

Diversas técnicas foram desenvolvidas ao longo do tempo para a obtencéo de
filmes, blendas e compdsitos. Dentre os métodos estudados para obtencéo de filmes
de quitosana, atualmente usa-se com mais frequéncia 0s seguintes: casting,
revestimento (dipping, spray coating, spread-coating) e extrusédo [105][106].

¢ Revestimento: Os revestimentos séo aplicados a uma superficie para protecéao
e inibicdo do crescimento de microrganismos. O conjunto de técnicas de
revestimento sdo utilizados principalmente na industria alimenticia na protecéo
de alimentos pereciveis como vegetais e carnes. No método dipping o produto
€ diretamente imerso na solucao filmogénica, o excesso € retirado e 0 produto
€ armazenado. Na técnica de spray coating o revestimento é aplicado com um
pulverizador e para o spread-coating a aplicacdo € feito por um pincel ou
espatula. Apds a aplicacdo do revestimento o0 excesso é retirado e o produto

seca naturalmente formando uma pelicula envolta [105][106].

e Extrus&o: E um processo mecanico, por meio de fusdo, que forca uma mistura

a adquirir o formato desejado. O processo passa por varias etapas, inicialmente

uma mistura para o filme é preparada, geralmente a quitosana para extrusao €

utilizada com outro polimero, o produto € colocado na extrusora que por meio

de uma rosca levara o produto a um cilindro aquecido, o cilindro aquecera o

produto ao ponto de fusdo, o material resultante plastificado é forcado contra

duas telas de aco retendo qualquer impureza e por ultimo o produto sai pela

matriz que dara a forma ao filme [105][106].

e Solution casting: E uma técnica simples onde o polimero a ser utilizado é

dissolvido totalmente no seu solvente o gel filmogénico resultante é entédo
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derramado em uma superficie como por exemplo a placa de petri, o filme é

obtido por secagem e evaporacao do solvente [105][106].

A técnica utilizada no trabalho € a de casting, € uma técnica simples que produz
filmes com boas propriedades. Para o objetivo do trabalho onde € preciso manter
homogeneidade da espessura, da massa e prover uma barreira duravel e avaliagéo
das caracteristicas, filmes por casting se saem bem, também é uma técnica mais
econdmica e simples do que extrusdo. No mais, flmes com bons resultados e
manuseaveis de quitosana e outros polimeros ja foram desenvolvidos pelo grupo

utilizando a técnica de casting.

2.1.1 Fatores de influéncia da preparacéo dos filmes de quitosana

Os parametros de interesse na formulacdo dos filmes de quitosana s&o,
concentracbes do polimero, pH, grau de desacetilacdo da quitina e temperatura de

secagem (Figura 8).

2.1.1.1 Concentracao

A concentracdo atua em diversas propriedades mecanicas do polimero, a
viscosidade da quitosana € alterada quando esse parametro € manipulado, a
viscosidade, apresenta papel importante na degradabilidade do biopolimero [107]. A
concentracdo de quitosana também é capaz de aumentar a capacidade de resisténcia
do filme elevando a resisténcia a ruptura. Em scaffolds [108] e hidrogéis [109], a
concentracdo pode ser alterada para aumentar a resisténcia a compressdo do
material, compositos podem utilizar a quitosana para aumentar a durabilidade e
degradabilidade [108][109][110].

E notdrio também a interacdo entre quitosana e a agua o que podera ser
afetado pela concentragdo. Assis e Silva (2003) ao avaliaram a capacidade de
absorcdo de agua em filmes de quitosana, notaram um aumento exponencial da
absorcdo de agua ao aumentar a concentragdo. Correlo et al. (2007) avaliaram a
absorcédo de agua e degradacdo de diversas blendas contendo quitosana e outros
polimeros em diferentes concentragfes, a absor¢cdo de dgua apresentava aumento

proporcional ao teor de quitosana na blenda.
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A distribuicdo da massa do filme tem de ser uniforme, sem acumulo de massa
em pontos distintos, o que poderia alterar a manuseabilidade e a resisténcia do
material, isso podera ser avaliado através das médias das espessuras em pontos
distintos do filme. Um filme homogéneo e bem distribuido ndo apresentara
discrepancias nesses valores em uma mesma amostra. A guantidade de quitosana no
gel também ir4 alterar a morfologia final do filme, o aumento da concentracdo no
preparo da solucéo, tende a formar areas de nucleacdo do polimero. O aumento do
polimero no gel também afetara o pH final aumentando a enovelacédo da trama e
consequentemente formando aglomerados e dificultando a dissolucéo final [112].

Por sua vez concentracdes baixas podera resultardo em filmes muitos finos e
sem resisténcia, com alta degradabilidade e baixa durabilidade. Com pouca
distribuicdo de massa o filme tende a ter uma trama mais espaca e ser mais suscetivel
a solubilizacéo e disrupcao [13][108].

Sendo assim alguns fatores devem ser observados na formulacdo dos
compaositos, area final do filme, ou seja, didametro da placa onde sera distribuido,
tempo de dissolucdo, pH e solvente utilizados e presenca ou ndo de bolhas e

impurezas que possam interferir na continuidade do filme.

2.1.1.2 pH

O pH final da solucdo filmogénica vai estar diretamente relacionada a
concentracdo da quitosana, e ao pH do solvente utilizado, sabe-se que a quitosana é
soluvel em &cido devido a protonacdo dos seus grupamentos aminos em pH abaixo
de 6 [114].

Os grupamentos aminos formardo interagcdes intramoleculares entre a
quitosana, as moléculas de agua e o plastificante na formacéo dos filmes. O pH do
solvente ira interferir na taxa de dissolucao da quitosana resultando em diferencas nas
caracteristicas funcionais do filme, a diminuicdo do pH altera o equilibrio entre a
protonacdo do NH2 e a desprotonacdo do OH aumentando significativamente a
interacdo com as moléculas de agua [115].

O acido acético costuma apresentar filmes com alta resisténcia a tracdo
comparada a outros acidos organicos, também tende a resultar em baixa

permeabilidade ao vapor d'agua e solubilidade. Quanto menor o pH maior sera a
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dissolugéo e grupamentos aminos presentes, a manutencdo do pH entre 4,5 e 5,5

resultara em filmes com boa resisténcia e baixa degradacéo [13][114].

2.1.1.3 Grau de desacetilacdo da quitosana

A escolha do grau de desacetilacdo (GD) da quitosana é importante para obter
caracteristicas fisicas e quimicas desejaveis [34][116]. Segundo Santos et al. (2011),
0 grau de desacetilacdo varia entre 40 e 95%, a partir de 70% de GD a quitosana
torna-se solUvel em solugfes aquosas 4cidas resultado da liberagdo dos grupamentos
aminas [117].

As propriedades mecanicas de filmes variam a depender do GD da quitosana,
Moura et al. (2011) notaram que o grau de desacetelizacédo da quitosana utilizada em
filmes, interferia na resisténcia a tragdo e permeabilidade ao vapor de agua, os filmes
com maior GD apresentaram valores maiores dos atributos citados [118].

O grau de desacetilagcdo causa alteragcdes na atividade antimicrobiana da
quitosana, quanto maior o GD melhor sera a atividade antimicrobiana, em fungos
(Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum e Candida
albicans); bactérias Gram-positivas (S. &ureus, Staphylococcus saprophyticus,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes) e Gram-negativas (E. coli, Samonella
tiphymurium, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecailis, Aeromonas
hydrophila, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus), ha
aumento da atividade ao diminuir o grau de desacetilagéo, consequéncia da elevacéo

de grupamento aminos livres [119].

2.1.1.4 Temperatura de secagem

A temperatura de secagem dos filmes influéncia profundamente suas
caracteristicas morfofuncionais, propriedades como umidade, solubilidade e
resisténcia sdo diretamente afetadas, sendo, portanto, importante a observancia
dessa etapa para permitir uma melhor reprodutibilidade no processo de formulacao
dos filmes [120][121].

As mudancas observadas em diferentes tempos de secagem devem-se as
caracteristicas apresentadas pelo polimero, a evaporagéo acelerada do solvente em

temperaturas elevadas, resultara em filmes mais desordenados. As interacfes
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intramoleculares da quitosana com a agua e a formacédo de agregados e géis sédo
intensificadas em menores temperaturas, a evaporacdo lenta resulta numa
reorganizacdo das ligacdes dos agregados e maior homogeneidade na matriz
polimérica. A distribuicdo dos espacos vazio onde antes estavam o0s solventes €&
melhor distribuida em menores temperaturas [120].

A temperatura de secagem esta inversamente proporcional ao teor de umidade
presenta nos filmes, sendo assim, filmes mais Umidos serdo obtidos em baixas
temperaturas. Homezjara et al. (2018) observou uma variacdo em de 10,8 a 31,3% ao
manipular a temperatura de secagem (2, 25 e 40° C), atribuiu-se essa alteragéo a
menor capacidade de formar géis ao evaporar-se rapidamente o solvente em
temperaturas altas [120][121].

A temperatura também interfere na ligacdo com plastificante, € comum o uso
de glicerol ou outros agentes plastificantes na formulagéo de filmes e membranas,
esses por sua vez apresentam afinidade com a 4gua. A ligacao do plastificante com a
matriz polimérica ira influir em varias propriedades como solubilidade, intumescimento
e umidade [40][120][121].

Sabe-se que a presenca de umidade e capacidade de ligacdo com a agua altera
profundamente a duracéo e degradabilidade da membrana, esses fatores associados
a presenca de plastificante e a concentracdo de polimero podem incrementar ainda
mais essas mudancas. Sendo assim € importante observar como a temperatura de
secagem ir4 afetar o tempo de evaporacdo e a remodelacdo do biopolimero e

consequetemente o produto final [40][122].
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Figura 8 - Diagrama causa e efeito dos filmes de quitosana

Grau de Filmes de quitosana:
desacetilacdo Durabilidade,
. - manuseabilidade,
da quitina Concentragao homogeneidade,
umidade,
absorcao aquosa,
Temperatura solubilidade,
de secagem DH permeabilidade ao

vapor d'agua,
impermeabilidade e
protecao contra
patégenos.

Fonte: autor (2020).

2.2 METODOS DE SINTESE DO OXIDO DE ZINCO NANOESTRUTURADO

Via co-precipitacdo: Reacao de precipitacdo o qual ocorre em sistemas
complexos com multiplas espécies precipitando simultaneamente. Inicialmente os
primeiros precipitados formam numerosos cristalitos (nucleagcédo) que comecam a
agregar-se formando particulas maiores, nesse método podem ocorrer processos
secundarios interferindo no tamanho, morfologia e propriedades das moléculas. A
precipitacdo pode ocorrer por reacdes de reducéo, fotorreducao, oxidacao ou hidrolise
[47].

Via deposicao fisica e quimica: Métodos a base de vapor, o material é
colocado no centro de um tubo e inserido em um forno elétrico, o aguecimento é a
uma taxa especifica, um gas inerte (argénio ou nitrogénio) serve como gas de arraste.
Presséo e temperatura sdo mantidas por um periodo de tempo até a vaporizacdo do
material, 0 vapor é carregado a regides com temperaturas mais baixas, onde se torna
supersaturado e condensa-se, ao atingir o substrato ocorrem nucleacao e crescimento
das nanoestruturas. No método de deposi¢do quimica o gas inerte é substituido por
gases reativos. Catalisadores metalicos podem ser utilizados em ambos os métodos
para orientar e alinhar o crescimento [47].

Via Hidrotérmica: sédo reacdes em fase aquosa (dgua/vapor) a pressao e
temperaturas mais elevadas como forma de acelerar as reagfes entre solidos. Este
tipo de sintese, requer uma camada semente de ZnO para inicializar o crescimento
uniforme de nanoestruturas orientadas [47].

Sintese via sol-gel: Nesse método, ocorre a transi¢cao de sistemas de sol para

gel, formando entdo agregados esféricos. O sol é constituido de suspensdo de
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particulas coloidais (entre 1 e 1000 nm) em um liquido o gel é formado pela estrutura
rigida de particulas coloidais ou poliméricas que imobilizam a fase liquida em seus
intersticios, os géis sdo depositados formando uma espessura controlada, seguida de
aguecimento que resulta na formacéo de uma camada do revestimento desejado [47].

O método de sintese do nanoZnO distribuido pelo LDN é baseado na via sol-
gel, tal qual a descrita por Santos e Santos (2008), como indicado pelos autores é
uma técnica com baixo custo além de permitir controle no tamanho dos gréaos [63].

Como indicado na Subsecdo 1.1.3 do capitulo 1 o ZnO nanoestruturado
sintetizado pelo LDN (Figuras 9 e 10) ja foi amplamente utilizado em trabalhos prévios
na formulacdo de compdsitos com polimeros, com eficacia antibacteriana e
antifingica comprovada sem inviabilizar as propriedades de manuseabilidade dos
filmes [64][67].

Figura 9 - P6 de nanoZnO sintetizado no LDN

Fonte: o autor (2020).
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Figura 10 - Micrografia eletrénica do pé de nanoZnO sintetizado no LDN

v e v

Fonte: Cedido gentilmente por SANTOS, ANDRELINA M.P. (2020).

2.2.1 Fatores de influéncia na preparacao do nanozZnO

Diversos fatores podem interferir no tamanho e homogeneidade na preparacao
do nanoZnO (Figura 11). O tamanho da superficie no nosso 6xido de zinco é a
principal caracteristica a ser observada, que sera nanoestruturada. Visto que ha
elevacdo da area superficial em nanomateriais, maior area superficial significa mais

sitios para interacdo no combate aos patégenos.

2.2.1.1 Temperatura do meio reacional

A temperatura pode ser um fator importante no tamanho e em outras
caracteristicas do 0xido de zinco [48][123][124], Maia et al. (2016) ao elaborarem um
método de otimizacao para producdo de nanoZnO para células solares, avaliaram a
temperatura (60, 80, 100° C) do meio reacional, a concentracdo (0,05; 0,10 e 0,15
mol) do precursor e o tempo da reacao (8, 20 e 24 h) como possiveis fatores que
podem alterar o tamanho da nanoparticula. O processo foi otimizado com um
delineamento por Box-Bekhein (fatorial incompleto). Como resultado houve diferenca
significativa entre os fatores experimentados, 0 menor tamanho particular foi obtido
na concentracdo 0,05 mol, temperatura 80° C e tempo de reagao 20 horas.

Diversas técnicas de sintese das nanoparticulas de zinco, contam com uma
fase subsequente de recozimento, visando aperfeicoar algumas caracteristicas do
material como morfologia e cristalinidade, Natpasiti et al. (2017) pesquisaram o0s
efeitos da temperatura do recozimento do 6xido de zinco nas propriedades estruturais.

O método utilizado na sintese das nanoparticulas foi o de precipitacdo, como
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precursores foram utilizados nitrato de zinco e hidroxido de potassio, as
nanoparticulas sintetizadas foram recozidas em ar ambiente com as seguintes
temperaturas 600, 700 e 800° C, posteriormente as nanoparticulas foram
caracterizadas para avaliacdo, como resultado foi verificado que o tamanho dos
cristais de zinco aumentou com o aumento da temperatura, a cristalizacdo também foi
melhorada [49].

A temperatura pode ser um fator interessante para manipulagédo do tamanho
das particulas, visto que pode ser econ6mica e aplicada a varias técnicas, Lee et al.
(2014) também escolheram a temperatura de recozimento como parametro de estudo
em seu trabalho, a sintese foi pela técnica sol-gel e o precursor do 6xido de zinco foi
0 acido citrico, as temperaturas de recozimento utilizadas no estudo foram de 500,
600 e 700° C, o estudo corroborou com o de 2017 e mostrou aumento dos cristalitos
e das nanoparticulas com o aumento da temperatura de recozimento [123].

Ja o trabalho desenvolvido por Koutu et al. (2017) segue em outra direcdo, em
sua pesquisa foi utilizado o método de co-precipitacdo em gradiente de temperatura
com aumento decimal (70 - 110° C), como resultado houve uma diminuicdo dos
tamanhos dos cristais com o aumento da temperatura, isto se deve a uma rapida
nucleagdo e diminuicdo da taxa de crescimento relacionada ao aumento da

temperatura [124].

2.2.1.2 Tempo de reacao

O tempo de reacdo em etapas distintas do processo de sintese pode ser um
fator importante nas propriedades fisicas e morfoldgicas das particulas de 6xido de
zinco, sobretudo quando o aumento do tempo interfere em processos chaves como a
nucleacgao e cristalizacdo das nanoparticulas, os estudos associam geralmente esse
parametro a outro como o pH o tipo de precursor e temperaturas dos meios reacionais
[126][127][128][129].

O aumento no tempo de reacdo pode aumentar o tamanho das nanoparticulas
e alterar a morfologia dos cristais e consequentemente alterar algumas propriedades
fisicas e quimicas [127][128][129]. Shai et al. (2018) avaliaram os efeitos do tempo de
reacdo na sintese via sol-gel, o acetato de zinco e o hidréxido de sodio foram os
precursores da reacao em varios tempos (2, 4, 6 e 8 horas) logo ap6s o material obtido

foi caracterizado, o tamanho e a morfologia variaram bastante, em relagdo ao tempo
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de reacéo, o cristalito de ZnO saltou de 33,32 nm em duas horas para 42,63 em oito
horas de reacdo [128].

Os achados de shai corroboram com os de Flor et al. (2004) que pesquisaram
os efeitos do tempo de reagcédo no tamanho das nanoparticulas de zinco, suspensdes
de 6xido de zinco foram preparadas e caracterizadas os cristais a partir dos resultados
obtidos, foi possivel observar um aumento linear no tamanho médico das particulas
com o aumento do tempo, a variagdo de tamanho dos nanoscristais foi de 33-56 nm
[127].

2.2.1.3 Precursores do ZnO

O oOxido de zinco conta com 0s precursores (acetato de zinco, nitrato de zinco,
cloreto de zinco e brometo de zinco), agentes redutores (hidroxidos de amonio, de
sédio e de potassio), além das diversas técnicas ja citadas anteriormente (Sol-gel,
hidrotermal, precipitacdo, deposicdo, dentre outras); oferecendo diversas variaveis
passiveis de manipulacdo que consequentemente resultam em materiais com
propriedades fisicas, quimicas e morfoldgicas distintas [47][129][131].

Hassam et al. (2013) avaliaram diversos parametros (tempo de reacéo,
redutores e precursores) na tentativa de aperfeicoar a sintese do 6xido de zinco pelo
método sol-gel, como resultado foi possivel observar que para os objetivos esperados
o tempo de 24 quatro horas apresentou-se ideal resultado em um material altamente
cristalizado com estruturas em nanobastbes, o precursor e o redutor ideal para
obtencao do alto grau de cristalinidade e homogeneidade no tamanho e morfologia foi
respectivamente o nitrato de zinco e o NH3 [129].

Arani et al. (2018) compararam dentre outros parametros a influéncia do
precursor no resultado final na sintese de filmes de oxido de zinco nanoestruturado
pela via hidrotermal, os precursores comparados no trabalho foram o acetato de zinco
dihidratado e o nitrato de zinco dihidratado, o acetato de zinco resultou em particular
com tamanhos mais uniformes em todas as diferentes concentracdes testadas em
relagdo ao nitrato [130]. Como observado por Rani e colaboradores e em outros
presentes na literatura a concentracdo do precursor também altera diversas
propriedades apresentadas pelo 6xido de zinco, sobretudo afetando a cristalizacéo,
pH do meio, ligacdes intermoleculares, tamanho, morfologia e dispersdo das
nanoparticulas [132][133].
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Saidani et al. (2017) pesquisaram diversas propriedades dos filmes de 6xido de
zinco, sintetizados pelo método sol-gel, avaliando como parametro trés precursores
(acetato de zinco, nitrato de zinco e cloreto de zinco), foi observado que o precursor
afeta profundamente as caracteristicas dos filmes, o cloreto de zinco apresentou
filmes com melhor cristalinidade, contudo o tamanho dos cristalitos foram menores
com o acetato de zinco 20,5 nm, para o nitrato e cloreto de zinco foram

respectivamente, 29,6 e 41,7 nm [134].

2.2.1.4 pH

Os precursores sofrem a influéncia direta do pH, sobretudo no processo de
cristalizacdo, nucleacdo e crescimento das nanoparticulas e de filmes de 6xido de
zinco, a observancia do pH é bastante importante visto que o 6xido de zinco e insolavel
em agua e sollvel em acido e os diversos precursores e técnicas utilizadas podem
apresentar variacdes no pH necessario [129][131][134][135].

Jim et al. (2014) variaram pH no método sol-gel tendo como objetivo variar a
morfologia das nanoparticulas, eles observaram a variacdo no tamanho e
identificaram no pH 8,5 dispersdo e tamanho uniformes [136]. Swaroop e Kumar
(2015) também obtiveram diferentes formas de nanoparticulas ao sintetiza-las no
método de co-precipitacdo com dois valores de pH e precursores, o pH teve papel
importante na mudanca da morfologia dos cristais que apresentaram formato

hexagonal nos pHs de 7 e 9, e em placas nos pHs 10,5 e 12,5 [137].

Figura 11 - Diagrama causa e efeito do nanoZnO

Precursores Temperatura do
do ZnO meio reacional P6 de nanoZn0:
Tamanho,
cristalinidade,
‘ morfologia,
estabilidade,
pH TemE)O de dispersao,
reacao homogeneidade.

Fonte: autor (2020).
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2.3 FATORES DE INFLUENCIA NA PREPARACAO DO COMPOSITO

Na formulacdo do compdsito € preciso observar como nanoZnO ficara disperso
no filme de quitosana e como as etapas da preparacdo do filme interferira na
associacao. Os principais pontos a serem avaliados € como a concentra¢do do 6xido
no gel e a dispersao interferirdo no resultado final (Figura 12).

A eficacia final do substitutivo vai estar relacionada com sua capacidade de
ocluir e proteger o leito da lesdo contra infeccbes, sendo assim os dois fatores
selecionados s&o essenciais para a compreensdo e obtencdo de um resultado
satisfatério, e associados aos fatores inerentes dos componentes individuais, do
compaosito, sdo bem eficazes para aprimoramento do substitutivo.

A concentracdo de nanoZnO suficiente para proteger contra os patdogenos e o
guanto essa quantidade altera a funcionalidade e as propriedades do compdsito e a
dispersao que ira definir a distribuicdo desse 6xido e a interacdo na trama, uma ma
dispersdo ocasionara diferencas estruturais em um mesmo filme e também uma méa

distribuicdo do 6xido no local aplicado.

2.3.1 Concentracao do 6xido no filme

A concentracdo € o principal ponto a ser observado, visto que as ligacdes entre
o polimero e 0 nanoZnO irdo alterar a matriz dos filmes. A cristalinidade do polimero
pode ser alterada com a presenca do reforco do 6xido de zinco, sendo assim pode
ocorrer nucleacdo em torno dessas particulas com risco de aglomerados poliméricos,
0 6xido de zinco entdo deve estar disperso hogomegeneamente em toda a superficie.
Altas concentracdo de nanoZnO podem tornar os filmes quebradicos e alterar
fortemente a maleabilidade [120][138].

A presenca do oxido de zinco pode afetar a estabilidade térmica do polimero,
Sidiq et al. (2018) observaram maior estabilidade de filmes com a presenca de 6xido
de zinco, a analise foi feita por termogavimetria, em filmes puros a temperatura de
inicio da degradacao térmica foi de 223°C nos compdsitos o inicio se deu em 243°C
[52].

O o6xido de zinco também apresenta efeito nas propriedades mecéanicas dos
filmes, as interagdes proximas aos sitios de ligagdes entre a matriz polimérica e as

nanoparticulas pode ocasionar uma reticulacdo com interligacées entre o polimero e
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0 nanoZnO. Rahman et al. (2016) observou um aumento na resisténcia dos filmes
compaositos e uma diminui¢cdo do alongamento antes da ruptura [138].

Por ultimo a concentracdo de nanoZnO do compdésito também ira afetar sua
ligacdo com moléculas de agua, consequentemente os cristais do 0xido irdo diminuir
a formacéo de poros e espacos livres apos evaporacao do solvente, como também

irdo afetar a presenca de umidade e a degradacdo da membrana [120][138].

2.3.2 Disperséo

O nanoZnO deve ser bem disperso na matriz polimérica, propriedades fisicas
como cor [67] e espessura [120] séo alteradas pelas particulas, deve-se entdo tomar
o cuidado para evitar bolhas, aglomerados de particulas de nanoZnO e solubilizac&o
ineficiente das nanoparticulas no gel.

Como observado no decorrer do primeiro e do segundo capitulo o 6xido de
zinco altera propriedades morfolégicas, além de alterar significativamente a interacao
com moléculas de agua nos filmes [138], sendo assim é de importancia que a
dispersédo seja a mais homogénea possivel para que parametros como maleabilidade

e degradabilide ndo se apresentem de formas distintas em um mesmo filme.

Figura 12 - Diagrama causa e efeito do compésito

Concentra(;éo Preparacao d.o- composito:
Durabilidade,
de nanoZnO manuseabilidade,

homogeneidade,

umidade,
‘ absorcio aquosa,
permeabilidade ao vapor

Dispersao

d'agua,
impermeabilidade e
protecao contra patogenos,
dispersao.

Fonte: autor (2020).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as etapas para formulacdo dos filmes de

guitosana (controle) e dos compositos de quitosana aditivados com Oxido de zinco

nanoestruturado. Os filmes foram preparados pela técnica de casting, onde o filme é

obtido por secagem e evaporacgao do solvente. Também neste capitulo € apresentado

o preparo das solugdes utilizadas e os ensaios experimentais. No fim do capitulo é

brevemente explicada a ferramenta estatistica aplicada para analise dos resultados.

Os ensaios necessarios para avaliagdo completa dos compdsitos como

substitutivos de pele séo os seguintes:

Ensaios de caracterizagdo sensoriais: testes de continuidade,
manuseabilidade, homogeneidade e retirada da placa. S&o ensaios
subjetivos dependentes do pesquisador, sendo assim carecem de precisao.
Essas medidas auxiliam a avaliacdo dos parametros de resisténcia e
elasticidade.

Ensaios mecanicos: teste de tracdo para obtencdo da resisténcia a tracao,
tensdo de ruptura, alongamento maximo o modulo de elasticidade; teste de
peel (adesdo). Os ensaios mecanicos sao realizados em maquina universal de
ensaios (resolucdo 0,1 mm e 0,05 kgf). Infere-se com essas medidas a
capacidade de resisténcia, flexibilidade e elasticidade, também é possivel
inferir indiretamente sobre os parametros sensoriais de continuidade,
manuseabilidade e homogeneidade.

Ensaios de adesé&o: grau de molhabilidade (por angulo de contato), adeséao
em cultura celular.

Ensaios de caracterizagdo por espectroscopia: espectroscopia UV/visivel,
espectroscopia infravermelho por transformada de fourier (FTIR) e
espectroscopia de raios-x por dispersdao de energia (EDS). Para a
caracterizacdo quimica utiliza-se comumente a associacdo de técnicas de
espectrofotometria como FTIR (principalmente filmes finos com alta presenca
de carbono), UV/vis e Raman. o EDS apresenta como vantagem a precisao,
alta resolugéo (2 a 5 nm) e sensibilidade com limite de deteccéo de 0,1-0,5%
em peso, é uma técnica que necessita de pequena quantidade de amostra,
mas néo € muito sensivel para quantificar tracos. Quando o material € organico

o FTIR é mais indicado, ele possui resolucdo de 5 a 0,2 cm[11 e precisdo
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fotométrica de 0,1% de T (transmitancia). S&o técnicas usualmente
complementares para identificacdo de filmes, seus padrdes de apresentacéo e
interacdo das fases integrantes.

Ensaios de caracterizacdo fisica: espessura, opacidade, conteudo de
umidade e capacidade méaxima de absor¢cdo em solu¢gbes aquosas. A
medida da espessura em filmes finos é geralmente feita em micrémetros
digitais ou manuais, apesar da precisao ser geralmente a mesma em ambos
0,01 mm, os digitais costumam ser mais sensiveis, pois apresentam a leitura
exata do resultado no mostrador digital. Para caracteristicas como opacidade,
cor e transparéncia a avaliacdo é por Colorimetria ou espectrofotometria.
Colorimetros costumam ser mais precisos e sensiveis para esse objetivo,
contudo na auséncia, a leitura por espectrofotometria conta com alta precisédo
e exatidao, é realizada em cubeta de maneira perpendicular a luz incidente do
aparelho e o resultado é a razéo entre a absorbancia, no comprimento de 600
nm, e a espessura (x). A obtencdo do contetudo de umidade por secagem em
estufa € o método termogravimétrico mais utilizado para essa medida, o
método em si é bastante preciso quanto a perda da umidade na amostra. E
uma técnica barata e simples de ser executada, o0s erros encontrados
geralmente estdo associados ao controle inadequado da temperatura,
absorcdo da umidade ambiente no momento da pesagem, amostras com
tamanhos disformes e pontos com temperatura diferentes dentro da estufa. As
técnicas para medicdo da capacidade de absorcao geralmente envolvem a
imersdo das amostras em agua e outras solucdes aquosas, podendo ou ndo
alterar a temperatura. A precisdo da técnica pode ser afetada pela
concentragdo i6nica que mesmo em solucdes provenientes de mesmo lote
podem diferir, a interacdo com a superficie da amostra pode afetar o
enchimento do material e a presenca residual de umidade ou sais na amostra,
além disse o controle inadequado da temperatura da estufa e do tamanho das
amostras podem interferir no resultado final.

Permeabilidade ao vapor d'agua: Ensaio necessario para medir a transmissao
do vapor d'agua pelos filmes.

Ensaios de degradacdo: solubilidade, degradacao enzimatica e perda de
massa em solucdes aquosas. As técnicas para medicdo da solubilidade

geralmente envolvem a imerséo do soluto em diferentes solventes, podendo ou
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nao utilizar agitacdo mecanica. Apesar de simples e facil de executar a precisado
da técnica pode ser afetada pela concentracéo ibnica que mesmo em solucdes
provenientes de mesmo lote podem diferir, a interacdo com a superficie da
amostra pode afetar o enchimento do material e a presenca residual de
umidade ou sais ha amostra. Os testes de degradag&o podem ser feitos com o
uso de enzimas que é o mais proximo a realidade e os de imersédo em solugcdes
aquosas por prolongados periodos de tempo. Os erros associados a técnica de
perda de massa em solugdes aquosas S80 0S mesmos recorrentes nos testes
de umidade, solubilidade e absorcéao.

Ensaios bacteriolégicos: disco-difusdo, microdiluicdo em caldo e
permeabilidade bacteriana. Ensaios necessarios para obtencdo da
concentracgao inibitéria minima (CIM) e concentracéo bactericida minima (CBM)
e a permeabilidade dos compd@sitos a passagem de microrganismos.

Ensaios de biocompatibilidade: in vitro avaliacdo da viabilidade direta por
contato em pogo e pela redugdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina) e in vivo modelos animais e humanos.
Ensaios de hemocompatibilidade: testes de Hemodlise, tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).

Peso e pH: para as medidas de peso utilizadas em alguns ensaios foi utilizada
balanca analitica bel M214Ai (resolucéo de 0,0001 g) e o para o pH MB10, com
faixa de medicdo até pH 14, preciséo relativa de 0.01%, faixa de temperatura
até 100° C (preciséao de 0.1°C).

Dentre os testes citados os seguintes foram realizados:

Ensaios de caracteriza¢do sensoriais.

Ensaios de caracterizagdo por espectroscopia: espectroscopia de raios-x por
dispersao de energia (EDS).

Ensaios de caracterizacao fisica: espessura, opacidade, contetdo de umidade,
capacidade maxima de absor¢cdo em solugfes aquosas.

Ensaios de degradacao: solubilidade e perda de massa em solucdes aquosas.

Peso e pH.
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3.1 PREPARACAO DOS FILMES

Os filmes foram preparados segundo condi¢gdes previamente estabelecidas em
ensaios preliminares, demonstrado na Figura 13 Foram utilizados os seguintes
materiais: Quitosana 1g de médio peso molecular (Sigma-Aldrich®), 100 ml de
solucéo de acido acético glacial (0,5% v/v Agua destilada), 1 ml de glicerol e nanoZnO
(0,2,0,3,0,5 e 0,7% m/m da quitosana).

Os filmes de quitosana foram obtidos pela técnica de solution casting, seguindo
as seguintes especificacoes:

Uma solucéao inicial de 100 ml de acido acético glacial foi preparada e depois
aquecida a 60° C (temperatura mantida durante todo o processo), 1% (m/v) de
guitosana foi adicionada e homogeneizada (Figura 14-B) com auxilio de agitador
mecanico (fisatom), a principio lentamente em baixa rotagéo (400 rpm) por 10 minutos
até dissolucédo parcial, terminada esta etapa a rotacéo foi gradualmente elevada até
2000 rpm. Na metade do processo (30 minutos) 1 ml de glicerol foi gotejado na
solucdo. Para os compdsitos o nanoZnO (Figura 14-A) foi adicionado nos 15 minutos
finais, perfazendo um total de 60 minutos.

A solucédo foi armazenada em temperatura ambiente por no minimo 60 min até
dissolucéo das bolhas, por ultimo o gel foi vertido em placa de Petri de vidro (115 mm
x 20 mm) e armazenada em estufa de secagem (40° C) por 72 h. Para anélises
posteriores todos os filmes foram envoltos em papel aluminio e armazenados em

dessecador com silica em gel.



Figura 13 - Fluxograma apresentado as etapas para obtencao da solucao filmogenica

[ 100m! Acido Acético Glacial :ﬂ: 1g Quitosana (1%)

4

Agitacdo (400rpm), 60°C., 10min.

g

Agitac@o (2000rpm), 60°C., 20min.

4

Glicerol 1ml, 60°C., 15min.

4

nanoZnQO, 60°C., 15min,

J

Solucdo filmogénica(descansa 1h.)
+
Verter em placa de petri
-
Secagem em estufa 40°C.

Fonte: o autor (2020).

Figura 14 — A: P6 de Oxido de zinco nanoestruturado gentilmente cedido pelo LDN; B: Sistema
preparado para formulagdo da soluc¢éo fimogénica

NG

Fonte: o autor (2020).
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3.1.1 Tratamentos

Para este trabalho foram preparados, pela técnica de casting, filmes de

guitosana (1 %), com glicerol (1 %) e 6xido de zinco nanoestruturado, cada tratamento

foi realizado em triplicata, foram cinco tratamentos sendo eles:

FQ - Filme de Quitosana (Controle)

FQO2 - Filme de Quitosana com 0,2% de nanoZnO
FQO3 - Filme de Quitosana com 0,3% de nanoZnO
FQO5 - Filme de Quitosana com 0,5% de nanoZnO
FQO7 - Filme de Quitosana com 0,7% de nanoZnO

3.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES UTILIZADAS NAS ANALISES

Para os seguintes ensaios aplicados aos filmes:

Solubilidade.
Capacidade maxima de absor¢do de solugcbes aquosas.

Perda de massa.

Foram preparadas as seguintes solucdes:

Tampdo fosfato salino (PBS) - Para um litro de solugdo em &gua destilada
foram utilizados os reagentes NaCl (8,77 g), Na2HPO4 (1,02 g) e NaH2PO4
(0,34 g), os reagentes foram dissolvidos em agitador magnético e filtrados. O
pH utilizado foi de 7,4, para o ajuste do pH foram utilizados HCI ou NaOH.
Solucéo de Ringer - Para um litro de solu¢cdo em agua destilada foram utilizados
os reagentes NaCl (8,6 g), KCI (0,3 g) e CaCl2 (0,33 g) os reagentes foram
dissolvidos em agitador magnético e filtrados. O pH utilizado foi de 7.4, para o
ajuste foram utilizados HCI ou NaOH.

Solucdo salina de NaCl - Para um litro de solugdo em agua destilada foi
utilizado NaCl a 0,9% os reagentes foram dissolvidos em agitador magnético e
filtrados.

As solugdes salinas foram escolhidas por sua ampla utilizagdo em analises

bioquimicas e uso em cultura celular como o PBS, por sua utilizagdo em pesquisas

biomédicas por apresentarem composicéo préoxima dos liquidos extracelulares como

a solucao de Ringer e pelo constante uso hospitalar como a solucao de NaCl a 0,9%.
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O pH das solug¢des aquosas utilizadas nos ensaios e das solucdes filmogénicas
foram medidas em pHmetro (pH MB10), que conta com medicao de pH e controle de
temperatura, com faixa de medicao até pH 14, precisao relativa de 0,01%, a faixa de
temperatura até 100° C (precisdo de 0,1° C). O medidor é preciso com sensibilidade
do eletrodo de 60-100%, nos ensaios neste trabalho a sensibilidade do eletrodo variou
de 94-98%.

3.3 CARACTERIZACAO SENSORIAL

Nas andlises sensoriais dos filmes (Tabela 4) foram levados em consideragéao
filmes secos e armazenados por no minimo 48 horas em dessecador com silica em
gel. Sao analises subjetivas dependentes dos sentidos do pesquisador, verificou-se
as seguintes caracteristicas: retirada da placa, continuidade, manuseabilidade e

homogeneidade.

Tabela 4 - Critérios avaliados na caracterizacdo sensorial

Teste Critério Avaliacao
Retirada da placa | Facilidade em retirar Sim ou Nao
Continuidade Auséncia de grandes rupturas Aceitavel ou Inaceitavel

Manuseabilidade Possibilidade de manuseio sem | Sim ou Nao
risco de romper

Homogeneidade Auséncia de bolhas, muitas | Aceitavel ou Inaceitavel

particulas insoluveis e grandes
zonas de opacidade

Fonte: autor (2020).

Retirada da placa: nesse ensaio avaliou-se a remocao do filme aderido a placa
de Petri. Filmes avaliados como dificeis de retirar ndo foram impedidos de seguir
analises posteriores.

Continuidade: nesse ensaio levou-se em conta presenca de grandes rupturas
nas seguintes situacdes: Filmes secos em placa; apés o periodo (48 h) em
dessecador; apds condicionamento/retirada em papel aluminio. Auséncia de rupturas
nas situacdes descritas qualificavam o filme como continuo.

Esse critério € qualitativo e subjetivo ao observador, sendo assim ndo possui
boa precisdo. Filmes com pequenas rupturas na borda, causadas pela retirada da

placa, ndo foram impedidos de seguir analises posteriores.
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Para outras analises indiretas da continuidade € possivel utilizar técnicas de
microscopia para observacdo da superficie e a presenca de nucleacbes ou
microrrupturas. Analises espectrofotométricas também poderiam nos dar algumas
respostas como cristalinidade e interacdo entre 0s componentes.

Manuseabilidade: nesse ensaio avaliou-se a manuseabilidade, para o filme
ser considerado aceitavel deveria cumprir alguns critérios como nao se romper
facilmente ao ser manuseado ou ao ser retirado da placa e de outras superficies de
armazenamento.

Esse critério € qualitativo e subjetivo ao observador, sendo assim ndo possui
boa precisdo. Para outras analises indiretas da manuseabilidade podemos associar
os resultados de andlises mecéanicas com a manuseabilidade apresentada nos filmes.

Homogeneidade: nesse ensaio levou-se em conta presenca de bolhas, grande
guantidade de particulas insoliveis e zonas de opacidade. Na avaliacdo foi
considerado que normalmente o filme apresenta diferenca de opacidade entre suas
areas, sobretudo do centro em relacéo a borda.

Zonas intensamente opacas com variagdes elevadas na espessura e
transparéncia tornavam o filme inaceitavel (heterogéneo). A presenca de microbolhas
ndo acumuladas em uma regido, raras e espacadas ndo tornavam o filme inaceitavel.

Particulas insollveis sdo possiveis em infimas quantidades no filme, para esse
critério considerou-se inaceitavel grumos, areas descontinuas, filmes que néo se
distribua em todo diametro da placa (incompleto) e filmes que mostraram variacées
elevadas na transmitancia em areas distintas do mesmo. Esse critério é qualitativo e
subjetivo ao observador, sendo assim nao possui boa preciséo.

Para outras analises indiretas da continuidade € possivel utilizar técnicas de
microscopia para observacdo da superficie e a presenca de nucleacdes, fases
distintas. Analises espectrofotométricas também poderiam nos dar algumas respostas
como cristalinidade e interacdo entre os componentes. Analises da espessura e
opacidade para observar a concentracdo de massa, mudancas de coloracdo e

presenca de particulas insoluveis.

3.4 CARACTERIZACAO QUIMICA
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A caracterizacdo quimica foi feita por EDS (Espectroscopia por raios X por
dispersédo de energia) o espectrémetro é acoplado a um sistema de microscopia
eletronica de varredura.

O EDS é uma técnica analitica, com alta precisdo consegue identificar a
composi¢cdo quimica de particulas a partir de 5 micrébmetros. A técnica consiste na
excitacdo do material por um feixe de elétrons e posterior captacdo da energia
dispersiva (raios-x) do mesmo. Cada elemento apresenta fétons com comprimentos
de ondas caracteristicos que permitem a sua identificacéo [140].

As analises foram feitas no Laboratdrio de Dispositivos e Nanoestruturas - LDN

da UFPE com equipamento da marca JEOL modelo JSM 6460 com EDS acoplado.

3.5 CARACTERIZACAO FiSICA

Neste topico foram descritas a analises fisicas dos filmes, séo elas, espessura,
opacidade, umidade, capacidade maxima de absorcdo de solucbes aquosas,
solubilidade e degradagcédo em solucfes aquosas.

Para essas analises foram levados em consideracdo filmes secos e

armazenados por no minimo 72 horas em dessecador com silica em gel.

3.5.1 Espessura

A medida da espessura foi feita por meio de micrometro externo mitutoyo (103-
129) com 0,01 mm de precisdo. Foram realizadas em triplicata, cinco medidas, os
filmes foram divididos em quatro quadrantes, sendo uma medida por quadrante e uma

no centro do filme. O resultado foi expresso pela média das medidas.

3.5.2 Opacidade

A transparéncia do filme foi determinada pela sua transmitancia interna, ou
seja, a razao entre luz incidida e que atravessa 0 meio. A opacidade € inversamente
proporcional a transparéncia.

Alguns fatores tem a capacidade de alterar a transparéncia como a massa dos

insumos utilizados e a heterogeneidade da amostra. Quando os filmes néo se
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apresentam homogéneos e possuem estruturas ndo solubilizadas, acarretara em
diferentes indices de refracdo e espalhamento da luz incidida [41].

Para determinacéo da opacidade foi utilizada a metodologia conforme proposto
por Fang et al. (2002), em Espectrofotdmetro UV-Visivel, no comprimento de onda de
600 nm, onde para cada tratamento uma amostra de aproximadamente 4,7 x 0,9 cm
de comprimento foi inserida em uma cubeta, de maneira perpendicular a luz incidente
do aparelho, a leitura é feita em triplicata e o resultado € a razdo entre a absorbancia,

no comprimento de 600 nm, e a espessura (x). Conforme a seguinte equacao:
T = —1og Asoo
X

3.5.3 Conteudo de umidade

O conteudo de umidade foi analisado pela perda de peso, até obtencédo de uma
massa seca. Para isso amostras de 2,5 cm de didmetro foram inicialmente pesadas
em balanca analitica bel M214Ai (resolucéo de 0,0001 g), o peso obtido nessa primeira
pesagem € definido como massa seca inicial, logo apds a amostra é levada a estufa
de secagem a 105° +/- 1 C, em intervalos regulares de tempo (a cada 2 h), o filme é
retirado e armazenado em dessecador contendo silica em gel até alcancar a
temperatura ambiente para entdo ser pesado, 0 processo € repetido até a amostra
alcancar de peso constante. O conteddo de umidade € expresso em funcéo da perda

de peso inicial:

U % = (mi —mf) x100

mi

Em que: U é a umidade do filme [%];
mi é a massa seca inicial da amostra [g];

mf € a massa seca final da amostra [g].
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3.5.4 Solubilidade

Segundo Turbiani, etal. (2011) Polimeros hidrofilicos costumam ser suscetiveis
a acao da agua. A solubilidade pode ser descrita como a massa seca resultante apos
24 horas de imersdo em um liquido.

Para essa analise amostras secas de aproximadamente 2,5 cm de diametro
com umidade previamente determinada, foram imersas em um sistema de agitacao
por 24 horas em 40ml de diferentes solucdes aquosas: Agua destilada, NaCl (pH 7,4)
e solucdo de Ringer (pH 7,4), ap0s esse periodo as amostras foram secas em estufa
de secagem a 105° C por 24 h e entdo pesadas para determinacao peso seco.

A solubilidade do filme (S) foi expressa em funcéo da massa seca inicial do

filme através da Equacéo:

S % = (mi — mf) x 100

mi

Em que: S é a solubilidade do filme [%];
mi é a massa seca inicial da amostra [g];

mf € a massa seca final da amostra [g].
3.5.5 Capacidade méaxima de absorcdo em solu¢gfes aquosas

A capacidade maxima das amostras secas absorver diferentes solucdes
aquosas, foi realizada pela metodologia proposta por Rodrigues (2008) em corpos de
prova de 6x1 cm2 em triplicata.

Inicialmente as amostras foram pesadas em balanca analitica, bel M214Ai
(resolucao de 0,0001 g), para definicdo do peso seco, posteriormente foram inseridas
em tubos falcon (15 ml) contendo diferentes solucfes aquosas: agua, NaCl, solucéo
de Ringer e tampéo PBS. Os tubos contendo as amostras foram armazenados em
estufa a 37° C por 24 horas, apés esse periodo o excesso de solucdo foi removido
com papel filtro e as amostras foram pesadas novamente (peso Umido).

Para todas as analises o pH do PBS e da solucdo de Ringer foi de 7,4. A

capacidade maxima de absorcéo (Cw), foi determinada através da Equacao:
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Cw % = (mu — ms) x 100

ms

Em que: Cw é a capacidade de absor¢ao [%];
mu € a massa Umida da amostra [g];

ms é a massa seca da amostra [g].

3.5.6 Perda de massa em solu¢des aquosas

O ensaio de perda de massa tem como objetivo avaliar a estabilidade estrutural
do filme em soluc¢des aquosas, para as analises foram usadas as seguintes solu¢cdes
agua, NacCl, solucdo de Ringer e tampao PBS, tendo em vista do caréater salino do
plasma humano e das soluc¢des fisiologicas utilizadas para limpeza e armazenamento
em ambientes farmacos hospitalares, deste modo é possivel avaliar como os filmes
irdo se comportar frente a estas solucdes. Para todas as analises o pH do PBS e da
solucao de Ringer foi de 7,4.

A metodologia utilizada foi a proposta por Girata (2015), para isto corpos de
prova de aproximadamente 6x1 de cm2, foram inicialmente pesadas em balanca
analitica (peso inicial) e posteriormente foram inseridas em tubos falcon (15 ml)
contendo diferentes solugfes aquosas: agua, NaCl, solucéo de Ringer e tampéo PBS.
As amostras seguiram para estufa a 37° C por 14 dias, apos esse periodo 0s corpos
de prova foram submetidos a cinco lavagens de cinco minutos cada em agua
destilada, para remocédo de qualquer particula de sal que possa interferir no peso, as
amostras apos lavagens foram armazenadas em dessecador com silica em gel por 24
horas e foram pesadas para determinacéo do peso seco final.

A perda de massa foi determinada por meio da seguinte equacao:

Mp % = (mi — mf) x 100

mi

Em que: Mp é a perda de massa [%];
mi € a massa inicial [g];

mf &€ a massa seca final [g].
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3.6 ANALISE ESTATISTICA POR ANOVA

O ANOVA avaliou em (%) a contribuicdo de cada parametro, € utilizada quando
deseja identificar se existe diferencas entre as médias de uma variavel em relacdo a

experimentos com um ou mais niveis, sendo assim uma anélise multivariada [143].

3.6.1 ANOVA

A andlise de variancias (ANOVA) é uma ferramenta estatistica que possibilita
testar a hipotese que duas populagdes ou mais sao iguais. A técnica permite avaliar
os efeitos de fatores distintos e seus diferentes niveis, analisando comparativamente
as medias das respostas apresentadas em cada nivel [144].

A ANOVA é um teste de hipdteses, ou seja, possibilita tomar a decisdo entre
hip6teses distintas, para isso utiliza-se dos dados apresentados no problema, a
decisdo a ser tomada em um teste de hipotese é rejeitar ou ndo a hipétese nula HO, a
HO afirma que todas as médias testadas para os niveis de determinado fator sdo
iguais, sendo assim fazem parte da mesma populacdo, caso uma média apresente-
se diferente das demais se rejeita a hipétese nula para aquele conjunto e aceita a
alternativa (Uma ou todas as médias podem ser diferentes) [144][145].

A técnica consiste em analisar a variacao total dos resultados adquiridos pelo
observador frente & média calculada desses fatores, além disso, estabelece a diviséo
do total de variagdo em componentes, a cada componente € atribuida uma causa a
fonte de variacao a partir dessas informacdes € possivel observar a influéncia desses
fatores nas caracteristicas que estéo sendo estudadas pelo observador [145][146].

Sendo assim € ANOVA é uma técnica que pode, sobretudo nos auxiliar na
tomada de decisdo acerca das caracteristicas desejadas ao avaliar o resultado obtido
pela variacdo dos niveis nos fatores estudados. O primeiro passo na utilizacdo da
técnica é escolher a variavel resposta a ser estudada, logo apds definisse os fatores
de influéncia, e os numeros limitado de valores que eles podem apresentar que séo
0s niveis dos fatores [147][148].

A ferramenta estatistica compara a média quadrada dos fatores e suas
interacdes contra estimativa dos erros experimentais a certo nivel de confianca, a

equacéo a seguir representa a soma total dos quadrados (SQ) [147][148].
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SQTotal = SQFator + SQErro

E possivel decompor os quadrados para obtencéo da variagéo dos fatores,

SQratorx = réplicas x (efeito do FatorX?)

os efeitos dos fatores séo obtidos a partir da diferenca entre as médias de cada nivel
do fator na variavel resposta [148][149].
Apo6s a decomposicao dos quadrados é preciso obter a média dos quadrados

(QM) que &, a soma do quadrado (SQ) do fator dividido pelo grau de liberdade (GL):

QM do fator = SQFatorX
GL

o grau de liberdade é dado pela quantidade de niveis - 1 [147].
A seguinte etapa € a aplicacdo da estatistica F, para efetuar o teste F pegasse
0 quadrado médio (QM) do fator e o divide pelo quadrado médio do erro, o quadrado

médio do erro é:

SQ do erro = QOMErro
GLErro

o grau de liberdade do erro é determinado da seguinte forma:
GLemo = niveis (réplicas -1)

O resultado de F pode entdo ser comparado com o p-valor de acordo com o
nivel de confianca do teste [148][149]. Para os resultados que mostraram diferencas
significativas no ANOVA, foi aplicado o teste de Tukey para comparacfes de médias.

O nivel de significancia foi determinado com p<0,05.

3.7 CONSIDERACOES FINAIS

Apresentou-se neste capitulo a formulacdo do compdsito e 0s ensaios

aplicados para avaliacdo do material. Contudo algumas grandezas planejadas para
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serem avaliadas nessas etapas iniciais nao o foram, seja por falta de equipamento ou

de tempo habil para aplicacdo dos ensaios. Esses dados serdo obtidos em etapas e

experimentos futuros, séo eles:

Composicao quimica: Embora os ensaios de EDS tenham sido aplicados, no
planejamento inicial estava também a aplicacdo do FTIR para auxilio e maior
abrangéncia sobre a composicao.

Os parametros mecanicos de Resisténcia a tracdo, tracdo de ruptura e
alongamento maximo.

Angulo de contato.

Transmissao do vapor d'agua.

Permeabilidade e atividade antimicrobiana e antifangica.

Adesao e citotoxicidade in vitro.
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4 RESULTADOS E ANALISES

Neste capitulo sdo apresentados e analisados os resultados dos ensaios
aplicados aos filmes de quitosana e aos compasitos formulados a base de uma matriz
de quitosana aditivada com 6xido de zinco nanoestruturado.

Os resultados sdo apresentados em graficos e tabelas e expressos por meios
da média e desvio padrdo. O tratamento estatistico se deu pela aplicacdo da técnica
da analise de variancia (ANOVA) para optimizacao das propriedades e a comparacao
de médias pelo teste de Tukey. Os resultados também foram discutidos e comparados

a outros trabalhos presentes na literatura.

4.1 CARACTERIZACAO SENSORIAL

Neste topico sdo descritos o0s resultados e analises da caracterizacdo sensorial
dos filmes. Os ensaios sensoriais levaram em consideracdo 0s critérios expostos
anteriormente na secdo 3.3 Material e métodos. Recordando que, para essas
avaliacdes, as amostras foram armazenadas por no minimo 48 horas em dessecador
com silica em gel. Os ensaios sensoriais sdo subjetivos dependentes dos sentidos do

pesquisador.

4.1.1 Retirada de placa, continuidade e manuseabilidade

A retirada dos filmes (Figura 15-B) foi efetuada com auxilio de espatula,
cuidadosamente no sentido das bordas ao centro. Os filmes apresentaram aderéncia
a placa com risco de ruptura se retirado abruptamente, sobretudo nas bordas. A
remocdo foi avaliada como dificil, levando em média de 10-15 minutos por filme. Vale
ressaltar que esse critério ndo era impeditivo para o seguimento das analises.

Esse critério é de interesse por indicar que filmes finos (menos massa) podem
se tornar descontinuos em placas com mesmo diametro usado nas condi¢cdes
aplicadas neste trabalho. Placas de acrilico podem ser uma opg¢do com menor

aderéncia.
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Figura 15 — A: Solucéo filmogénica; B: Placa com o filme aderido

Fonte: o autor (2020).

Todos os tratamentos (Figuras 16 e 17) resultaram em filmes continuos em
todas situacfes avaliadas no critério (em placa, apés armazenamento em dissecador
e apos serem envoltos em papel aluminio). Alguns filmes apresentaram pequenas
rupturas na borda ao serem removidos da placa, contudo essas rupturas milimétricas
e espacadas nao foram suficientes para considera-los inaceitaveis.

Figura 16 - Tratamentos FQ, FQ02 e FQO03

Fonte: o autor (2020).
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Figura 17 - A (FQO5), B (FQ07), C (FQO7) logo apés ser retirado da placa

Fonte: o autor (2020).

Todos os tratamentos foram considerados aceitaveis no critério
manuseablidade. Uma vez retirados, os filmes apresentavam facilidade em ser
realocados e retirados em placa ou papel aluminio. Os filmes também apresentavam
tendéncia de aderéncia em si mesmos, contudo sem risco de ruptura.

O nanoZnO gentilmente disponibilizado pelo LDN foi utilizado por Vasconcelos
(2016), onde avaliou-se filmes e blendas de quitosana e alginato aditivados com o
oxido, Vasconcelos observou mudancas sensoriais em filmes com menores
concentracfes de nanoZnO, estes foram mais maleaveis e apresentaram dispersao

mais homogénea.

4.1.2 Homogeneidade

Os filmes n&o apresentaram bolhas e microbolhas, exibiram poucas e espessas
particulas insolUveis que nao alteraram a transmitancia e continuidade do filme.
Observou-se em algumas amostras pequenas zonas de opacidade no centro, contudo
a variacao da espessura e transparéncia nao foram elevadas. Sendo assim todos os

tratamentos foram aceitaveis.
4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA
Neste topico sdo descritos os resultados e analises da caracterizagdo quimica

dos filmes, feitas no Laboratério de Dispositivos e Nanoestruturas - LDN da UFPE com
equipamento da marca JEOL modelo JSM 6460 com EDS acoplado.
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4.1.1 Anélise quimica do nanoZnO

Figura 18 - EDS do p6 de 6xido de zinco nanoestruturado

. Live Sum Spectrum

Fonte: o autor (2020).

A Figura 18 exibe o resultado da Eletroscopia de Energia Dispersiva de Raio-X
(EDS). E possivel notar maior presenca do elemento Zinco (Zn), o que era esperado,

além da presenca do oxigénio, carbono e outros elementos tragos (Cl e Ca).

4.1.2 Analise quimica dos filmes

Figura 19 - EDS dos filmes de quitosana e compdsitos com nanoZnO.
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Fonte: autor (2020).
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A Figura 19 apresenta o resultado das eletroscopias dos filmes de quitosana
sem nanoZnO (A) e aditivado com o nanoZnO (B), é possivel observar uma
predominancia do oxigénio (O), do carbono (C) e célcio (Ca) além de tracos de outros
elementos na Figura (A), na Figura (B) é identificada a presenca do Zinco (Zn)

proveniente do nanoZnO que foi aditivada a matriz polimérica.

4.3 CARACTERIZACAO FiSICA

Neste topico foram descritas os resultados e andlises das caracterizagdes
fisicas dos filmes. Relembrando que para essas andlises foram levados em
consideracao filmes secos e armazenados por no minimo 72 horas em dessecador

com silica em gel.

4.3.1 Espessura

Tabela 5 - Espessura dos filmes produzidos a base de quitosana pura (FQ) e quitosana aditivada com
nanozZnO (0,2% - FQO02; 0,3% - FQO03; 0,5% - FQO5; 0,7% - FQO7).

Tratamento FQ FQO02 FQO3 FQO5 FQO7
Espessura (mm) 0,15+ 0,18 + 0,19 + 0,18 = 0,17 +
0, 01° 0, 012 0, 0092 0, 012 0, 01

Fonte: autor (2020).

*Descricao das condi¢cBes analisadas: FQ - controle (Filme de quitosana 1%; 1% glicerol); FQO02
(Filme de quitosana 1%; 0,2% nanoZnO; 1% glicerol); FQO03 (Filme de quitosana 1%; 0,3%
nanozZnO; 1% glicerol); FQO5 (Filme de quitosana 1%; 0,5% nanozZnO; 1% glicerol); FQO7(Filme
de quitosana 1%; 0,7%; nanoZnO; 1% glicerol).

**Resultados estdo expressos por média + desvio padrao.

***|_etras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As espessuras dos filmes variaram entre 0,15 - 0,19 mm (Tabela 4.1), o
tratamento FQ foi o que apresentou menor espessura 0,15mm, todos os filmes
apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando comparados ao
controle (FQ) (p<0,05), o que indica que o0 nanoZnO alterou essa propriedade. Entre
os tratamentos aditivados com nanoZnO néo foi observada diferenca significativa na
maioria deles, com excegao dos tratamentos FQO03 (0,19 mm) e FQO7 (0,17 mm)
(p<0,05).
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O nanoZnO é capaz de alterar a espessura de filmes, como atestado por
SHAHMOHAMMADI et al. (2016) que obteve um aumento da espessura de filmes
baseadas em celulose bacteriana aditivados com nanozZnO. Amjadi (2019) também
observou um aumento da espessura ao adicionar nanofibras de quitosana e
nanoparticulas do 6xido de zinco em filmes de gelatina.

Dy yi (2018) ndo obteve diferencas significativas na espessura ao trabalhar com
compositos de gelatina/quitosana com nanoZnO em diferentes proporgoes.

Gomes (2016), define a espessura como a distancia entre duas superficies do
material, a partir desse parametro € possivel obter outras informacdes do analito. A
espessura da pele depende de varios fatores (area, idade, sexo, peso) ela varia entre
1,4 - 5 milimetros. Os substitutivos, costumam apresentar menor espessura quando

comparados a pele [141][142].

4.3.2 Opacidade

Tabela 6 - Transmitancia (%) e Opacidade dos filmes produzidos a base de quitosana pura (FQ) e
quitosana aditivada com nanoZnO (0,2% - FQO02; 0,3% - FQO03; 0,5% - FQO5; 0,7% - FQQ7).

Teste FQ FQO2 FQO3 FQO5 FQO7
Transmitancia 90 + 83,66 * 86 * 76,33 74,66 *
1,73 4,04 1,73 1,52 2,88
Opacidade 0,273 = 0,434+ 0,415 + 0,629 + 0,789 +
0,022°¢ 0,139 0,149P¢ 0,032 0,0672

Fonte: autor (2020).

*Descricao das condi¢cbes analisadas: FQ - controle (Filme de quitosana 1%; 1% glicerol); FQ02
(Filme de quitosana 1%; 0,2% nanoZnO; 1% glicerol); FQO03 (Filme de quitosana 1%; 0,3%
nanoZnO; 1% glicerol); FQO5 (Filme de quitosana 1%; 0,5% nanoZnO; 1% glicerol); FQO7(Filme
de quitosana 1%; 0,7%; nanoZnO; 1% glicerol).

**Resultados estdo expressos por média + desvio padrao.

***| etras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O tratamento controle foi o que teve menor opacidade, 0,273, o0 nanoZno
interferiu na opacidade dos filmes aumentando-a (Tabela 4.2) e, consequentemente,
diminuindo a transparéncia.

Os filmes aditivados com 0,5% (FQO5) e 0,7% (FQO7) apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle (FQ) p<0,05. Quando comparados ao controle
(FQ) os filmes aditivados com 0,2% (FQO02) e 0,3% (FQO03) ndo apresentam diferencas
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significativas. Os filmes 0,2% (FQO02) e 0,3% (FQO03) também néo diferiram entre si
mas apresentaram diferencas com p<0,05 em relacéo ao tratamento 0,7% (FQOQ7).

Dy yi et al. (2018) ao avaliarem filmes de gelatina/quitosana em diferentes
proporcdes e aditivados com 0,1 e 10 mg de nanoZnO, observaram um aumento da
opacidade em relagcdo ao controle sem nanoZnO. Arfat et al. (2016) notaram o
aumento da opacidade em matriz de gelatina de peixe com nanoZnO, segundo ele,
essa diferenga é provavelmente devida as particulas dispersas na matriz que agem
como barreiras contra a luz.

O nanoZnO disponibilizado pelo LDN foi utilizado por Vasconcelos (2016),
neste estudo avaliou-se filmes e blendas de quitosana e alginato aditivados com o
oxido, foi possivel observar mudancas na coloracdo como resultado as blendas
aditivadas apresentaram maior opacidade.

A transparéncia do filme ndo € um dos aspectos mais importantes para uso em
substitutivos, contudo filmes transparentes facilitam o acompanhamento da leséo e o

avanco do processo cicatrizante.

4.3.3 Contelildo de umidade

Conforme é possivel observar na Figura 20 o conteddo de umidade foi maior
nos filmes aditivados com o nanoZnO (FQ02, FQO03, FQO5 e FQO7), estatisticamente
essa diferenca foi significativa com p<0,05 entre FQ/FQ02, FQ/FQO05, FQ/FQO03 e
FQ/FQO7. O teor de umidade dos filmes puros (FQ) foi de 42,72%, entre o0s
tratamentos com nanoZnO essa taxa variou entre 46 - 47,31%, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre elas.

Foi observado um alto teor de umidade nos filmes, o que néo é bom, ja que
pode limitar a estabilidade e tempo de uso do material. A quitosana é um polimero
bastante hidrofilico, o que contribui para a ligacdo entre a matriz com moléculas de
agua quando em contato. A afinidade a agua é devido a alta polaridade de seus

agrupamentos aminos [120][153].
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Figura 20 - Conteudo de umidade (%) dos filmes
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Fonte: autor (2020).
*Descricao das condi¢cbes analisadas: FQ - controle (Filme de quitosana 1%; 1% glicerol); FQ02
(Filme de quitosana 1%; 0,2% nanoZnO; 1% glicerol); FQO03 (Filme de quitosana 1%; 0,3%
nanoZnO; 1% glicerol); FQO5 (Filme de quitosana 1%; 0,5% nanoZnO; 1% glicerol); FQO7(Filme
de quitosana 1%; 0,7%; nanoZnO; 1% glicerol).

**Resultados estdo expressos por média + desvio padrao.
***| etras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao ligar-se a agua a estrutura do polimero sofre alteracdo formando uma rede
de moléculas de &gua ao redor de sitios aminos. A rede formada pode aos poucos
desestruturar a matriz polimérica e afetar a sua estabilidade fisica, contudo essa
mesma alteragéo pode ser utilizada na hidratacéo de tecidos lesados e na capacidade
de intumescer feridas com elevado teor de exsudato [112][153].

Sabe-se que os plastificantes também sdo agentes que afetam a hidrofilicidade
dos materiais poliméricos, o glicerol em alta concentracdo tem a capacidade de atrair
moléculas de 4gua, além de mudar o rearranjo matricial da quitosana, ao ligar-se ao
polimero os sitios proximos a essas ligacdes
tornam-se ainda mais propicios a ligacées com moléculas de agua [40][122].

A literatura apresenta valores bem inferiores aos observados neste trabalho;
Singh e colaboradores (2015) encontraram em filmes de quitosana em diferentes
concentracbes do polimero e do glicerol valores que variavam de 13 - 19% [40].
Homez-Jara e colaboradores (2018), observaram valores entre 11 - 31% [120].

O alto valor de umidade pode ser justificado por diversos motivos, desde a
presenca de particulas de quitosana ndo solubilizadas que costumam ter alta
afinidade a agua absorvendo-a, como também a variacdo de parametros ambientais

como temperatura e umidade relativa do ambiente. Aguirre-Loredo et al. (2016),
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obteve valores de conteudo de umidade acima de 40% ao manipular esses dois
parametros.

A presenca do nanoZnO neste trabalho, foi capaz de aumentar o teor de
umidade dos filmes, provavelmente essa mudanca se relaciona a sua dispersao no
material e intera¢cdo com a quitosana, resultando em rearranjo da matriz nessas areas
e expondo o material a moléculas de agua. A quitosana tem a capacidade de formacao
de complexos com ions metélicos, dependente do grau de desacetilacdo e grupos
aminos disponiveis aos quais esses ions ligam-se. E um polimero quelante com
capacidade de adsorcao idnica consequentemente alterando sua estrutura [154][155].

A umidade pode ser um impeditivo para o uso dos filmes em feridas de
cicatrizacao longas com alto teor de exsudato, pois tendem a desestabilizar a matriz.
O teor de umidade também indica a capacidade de manter a hidratacao tecidual e a
manutencdo de um ambiente saudavel e umido para a recuperacao tecidual. A
umidade conferida permite que, caso seja necessaria a troca do curativo, ndo haja
nova acao traumatica por remocao no leito em cicatrizacao.

A andlise desse parametro é essencial para o entendimento da solubilidade, da
capacidade maxima de absorcdo e da perda de massa e € um bom indicativo da
eficdcia dos filmes confeccionados. Tendo como objetivo feridas com exsudato ou
nao, feridas de primeiro ou segundo grau com cicatrizacao de até trés semanas o teor

de umidade apresentado indica bom potencial de uso do filme.

4.3.4 Solubilidade

A solubilidade (Figura 21) difere bastante a depender do meio aquoso ao qual
o filme esta inserido. E possivel observar no grafico abaixo que os filmes
apresentaram maior solubilidade em &gua, seguido de solugédo salina (NaCl pH 7,4) e
solucéo de Ringer (pH 7,4). Quando avaliadas a variacao da solubilidade em solucdes
em um mesmo tratamento houve diferengcas estatisticamente significativas nos
tratamentos FQ, FQO02 e FQO03 (p <0,05).
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Figura 21 - Solubilidade (%) em 24h dos filmes em diferentes solu¢des aquosas (H20, NaCL e

Ringer).
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Ringer|  14.02bA 12.62°A 11.55bA 15.563A 15.23%A

Fonte: autor (2020).

*Descricdo das condi¢cdes analisadas: FQ - controle (Filme de quitosana 1%; 1% glicerol); FQO2(Filme
de quitosana 1%; 0,2% nanoZnO; 1% glicerol); FQO03 (Filme de quitosana 1%; 0,3% nanoZnO; 1%
glicerol); FQO5 (Filme de quitosana 1%; 0,5% nanoZnO; 1% glicerol); FQO7(Filme de quitosana 1%;
0,7%; nanoZnO; 1% glicerol).

**Resultados estdo expressos por média.

***|_etras mindsculas (abc) iguais na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras maiusculas (ABC) iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

A diminuicdo da solubilidade em NaCl e solugéo de Ringer pode ser explicada
pela presenca de sais dispersos, a solucdo de Ringer contem maior concentracao
salina em consequéncia foi a que menos solubilizou. A hidrofilicidade da quitosana
pode ser afetado pelos ions dos sais e diferenca dielétricas resultante. Os sais
também diminuem os sitios disponiveis para ligacdes com a agua, ocupando 0s
espacos vazios, deixados pela evaporacdo do solvente na matriz polimérica
[110][156][157].

A solubilidade em agua demonstrou aumento nos tratamentos com o nanoZnO
indo de 17,35% (FQ) a 20,53% (FQO05), contudo ndo houve diferencas
estatisticamente significativas.

Quando imersos em NaCl a tendéncia se repetiu, com excec¢ao do tratamento
FQO02 (15,19%) que foi menor do que FQ (16.49%), a maior solubilidade em NacCl foi
encontrada no tratamento FQO3 - 19,56%. Diferencas estatisticamente significativas
foram encontradas entre FQ02/FQ03 e FQ02/FQO05 (p<0,05).

Para a solucéo de Ringer as médias primeiramente apresentaram tendéncia de

gueda quando comparado o controle (FQ - 14,02%) e as menores concentra¢gdes do
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nanoZnO FQ>FQ-02>FQO03 seguida de leve aumento nas maiores concentracdes
FQ<FQO7<FQO05. A solubilidade variou entre 11,55%(FQ03) a 15,56% (FQO05).

Homez-Jara et al. (2018) desenvolveram filmes de quitosana em diferentes
concentragdes (0,5%; 0,1% e 1,5%) e secados em diferentes temperaturas (2, 25 e
40° C), com uso de glicerol. As solubilidades em agua apresentaram um decréscimo
ao elevar-se a temperatura, os valores variaram de 18.4 - 32.3%, a menor solubilidade
correspondendo a filmes de 1% com secagem a 40° C.

Lima et al. (2017) observaram em seu trabalho com filmes de quitosana puros
(1,5%) e com xantana, secados a 38° C, valores que variaram entre 21,5 - 22,5%, o
filme puro apresentou 21,9% de solubilidade.

Vasconcelos (2016) também testou a solubilidade do nanoZnO desenvolvido
no LDN, para os filmes puros de quitosana (1,5%) a solubilidade foi de 11,59%, os
filmes aditivados com 0,1% e 0,2% de nanoZnO apresentaram respectivamente 3,04
e 28,73% de solubilidade. No presente trabalho os valores variaram de 11,5 a 20,5%
os valores variaram proximo aos descritos nos trabalhos citados anteriormente.

Os resultados do teste, demonstram que os filmes apresentam uma baixa taxa
de solubilidade mesmo em agitacdo, bom indicativo da estabilidade e integridade do
filme, sobretudo nas solugdes salinas, o que para filmes destinados para curativos
oclusivos em queimados € um resultado satisfatoério.

A estabilidade apresentada nas solu¢bes salinas em pH 7,4 é um bom
indicativo, pois 0 exsudato e os fluidos corpéreos também séo solugdes salinas, e 0
valor do pH é préximo ao fisiol6gico do sangue. Os valores demonstram que o teor de
umidade ndo afetou negativamente a taxa de solubilidade do filme, mesmo em
agitacéo, o que indica que caso utilizado em feridos de 1-2 graus manteria um ritmo
de degradacao que acompanhasse 0 processo de cicatrizacao.

Em agua onde foi observada as maiores taxas solubilidade, os valores ficaram
em uma taxa considerada baixa, junto em seguida com o NaCl o que ndo alteraria
profundamente o filme caso passasse por etapas de limpeza por essas solugoes.

Néao foi estabelecido o percentual especifico de solubilidade correspondente
para cada um dos constituintes dos filmes e filmes compdsitos (quitosana, glicerol e
nanoZnO).

Os valores demonstrados indicam que o uso de Oxido de zinco ndo afeta
negativamente a estabilidade do filme, embora apresente um aumento nos filmes com

nanoZnO, essas diferencas ndo se mostraram estatisticamente significativa.
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Quando comparados os resultados da solubilidade e teor de umidade observa-
se que, embora 0 nanoZnO tenha afetado expressivamente na retencdo de umidade
do filme o efeito observado do 6xido na solubilidade, sobretudo na solugdo mais salina
(Ringer), ndo foi significativo. Resultado satisfatorio para o objetivo proposto no
trabalho e que possibilita 0 seguimento dos testes com concentracées maiores do

oxido.

4.3.5 Capacidade maxima de absorcdo em solucdes agquosas

E possivel observar (Figura 22) que as maiorias das amostras nos tratamentos
seguem uma tendéncia de maior capacidade para a menor a depender da solucéo
aquosa. Da mesma forma que no teste de solubilidade foi identificada tendéncia de
diminuicdo do percentual na solucdo salina mais concentrada o PBS. Indicando que a
solubilidade esta diretamente relacionada com a capacidade de intumescer.

A relacdo entre solubilidade e capacidade maxima de absor¢éo, nos remete
mais uma vez ao que a literatura descreve acerca da hidrofilia do polimero quitosana,
como também do uso do agente plastificante glicerol.

As solucdes salinas como ja dito, interferem na matriz polimérica diminuindo os
sitios de ligacao entre a 4gua e a quitosana e a ocupacéao por moléculas de sais dos
vacuos presentes nos filmes secos que poderiam vir a serem preenchidos com agua
[12][110][157][158].
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Figura 22 - Capacidade maxima de absorgdo (%) em 24h dos filmes em diferentes solu¢fes aquosas
(H20, NaCL, Ringer e PBS).
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Fonte: autor (2020).

*Descricdo das condi¢des analisadas: FQ - controle (Filme de quitosana 1%; 1% glicerol); FQO02 (Filme
de quitosana 1%; 0,2% nanoZnO; 1% glicerol); FQO03 (Filme de quitosana 1%; 0,3% nanoZnO; 1%
glicerol); FQO5 (Filme de quitosana 1%; 0,5% nanoZnO; 1% glicerol); FQO7(Filme de quitosana 1%;
0,7%; nanoZnO; 1% glicerol).

**Resultados estao expressos por média.

***|_etras minUsculas (abc) iguais na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras mailsculas (ABC) iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

As amostras apresentaram-se estatisticamente significativas quando
comparadas as solugbes de um mesmo tratamento. Em todos os tratamentos H20
obteve significancia (p<0,05) comparado as solu¢des salinas. NaCl e Ringer diferiram
da agua e do PBS (p<0,05). Nos tratamentos FQO03 e FQO7 todos as amostras
diferiram entre si com p<0,05.

A capacidade de absorcdo em agua teve seu menor e maior valor
respectivamente em FQO02 (219,6%) e FQO5 (350,2%). Houve diferencas
estatisticamente significativas entre os filmes com maior concentracdo de nanoZnO
(FQO5 e FQO7) em relacao ao controle (FQ) e as duas menores concentracdes (FQO02
e FQO03), FQ02 também mostrou diferenca p<0,05 em relacdo a FQ e FQO3.

A maior taxa encontrada no NacCl foi no tratamento FQO05 (202,9%), junto com
FQO7 (194,3%) obtiveram as maiores capacidades de absorcdo do NaCl, ambos
diferiram com p<0,05 do controle FQ e das duas menores soluc¢des, FQ02 e FQO03. O

controle e os tratamentos com as duas menores concentra¢cdes FQO02 e FQO03, néao
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diferiram significativamente entre si, ambas apresentaram valores menores e
préximos do controle (FQ), respectivamente para 154,2% e 166,6%.

A solugcdo de Ringer teve sua maior capacidade de absorcdo em FQO5
(191,9%) e a menor em FQO3 (136,6%). FQO5 diferiu significativamente com p<0,05
de FQO03 e FQO7, FQO03 também diferiu com p<0,05 de FQO07. FQ, FQ02 e FQO07 nao
diferiram significativamente entre si e apresentaram percentuais de intumescimento
com valores préximos (170,4, 162,3 e 168,2%).

O tampao PBS foi o que apresentou menor capacidade de absor¢cdo e menor
variagdo dos valores de 90,5 - 108,7% FQ e FQO7 respectivamente, foi observada
uma tendéncia de queda na absorgcéo ao aumentar a concentracdo de nanoZnO nos
filmes. Houve diferengca estatisticamente significativas com p<0,05 entre os
tratamentos FQO5 e FQO7 com FQ e FQO02. Segundo Assis et al. (2003) a menor
capacidade de absorcao dos filmes em PBS, pode ser justificada pelas diferencas
ibnicas entre as solucdes. A quitosana apresenta afinidade por moléculas polares,
facilitando sua interacdo com as moléculas da agua, por sua vez o tampao fosfato
(pH: 7,4) apresenta constante dielétrica inferior & da 4gua destilada o que explica suas
moléculas menos polarizadas [112].

Bhuvaneshwari et al. (2011) observaram que filmes puros de quitosana de
concentracgdes (1,2%) dissolubilizados em &cido acético (1, 2 e 3%) demonstraram em
agua uma variacao de 10 - 49% na capacidade de absorcédo apés 6 horas.

Ja os valores observados por Homez-Jara et al. (2018) em filmes de quitosana
em diferentes
concentracgdes (0,5%; 0,1% e 1,5%) e secados em diferentes temperaturas (2, 25 e
40° C), com uso de glicerol imersos em 4gua destilada, por 24 horas variaram de 113
- 236%. A maior capacidade de absorcdo corresponde aos filmes de 1,5% com
secagem a 40° C, na concentracéo de 1% secado a 40° C a taxa foi de 214%. Homez-
Jara argumenta que o aumento da capacidade aliada ao aumento da temperatura
pode estar associado ao melhoramento da interagdo do plastificante com o polimero
nessa condicdo, resultado numa maior mobilidade da matriz e incrementando a
capacidade de interacdo com moléculas de agua.

Rodrigues (2008) avaliou blendas de quitosana e alginato em diversos
parametros de rotacdo e vazao do gel, em seu trabalho ele também utilizou filmes

puros de quitosana para comparacdo. As membranas puras de quitosana em
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concentracdo de 2%, mostraram uma capacidade maxima de 115% de absor¢éo de
agua em 24 horas a 40° C.

Llanos et al. (2015) ao avaliar o uso de filmes de quitosana neutralizadas,
observou nos filmes puros de quitosana 1% (v/m) uma queda na absorcéo do PBS,
para o teste ele acompanhou por até 72 horas o intumescimento dos filmes em dois
pHs distintos da solucéo (5,0 e 9,0), em 24 horas de imersao ele observou que para o
pH 5,0 a taxa de absorcéo foi de aproximadamente 275% e em pH 9,0 175%.

Dallan (2005) em seus estudos observou capacidade de absorcado do tampéao
PBS 107,6% para flmes com 1% de quitosana sem glicerol e de 112,9% com a adi¢ao
de 0,5 ml de glicerol, o leve aumento pode ser devido a presenca do glicerol como ja
comentado anteriormente no trabalho.

Sabe-se que lesdes cutaneas sobretudo as causadas por queimaduras
apresentam bastante exsudato, curativos com boa capacidade de intumescer séao
essenciais para o tratamento dessas feridas e a manutencdo da umidade do meio.
Sendo assim a capacidade maxima de absor¢éo de solucbes aquosas, apresentadas
neste trabalho foram satisfatérias.

O intumescimento observado diminui bastante quanto mais sais presentes tiver
a solucdo, contudo a capacidade ainda é bastante elevada acima de 90%, sendo
possivel seu uso em feridas com exsudato. A influéncia do NanoZnO se faz mais
presente nesse parametro que na solubilidade, é possivel observar uma tendéncia de
aumento na capacidade de absorcdo nas maiores concentra¢des do 6xido (FQO5 -
0,5%; FQO7 - 0,7%), a Unica excecdo € a solucdo PBS (mais salina) que também
apresenta a menor variagdo entre seus valores.

Quando comparado esse resultado com a solubilidade € possivel correlacionar
a quantidade de intumescimento com a solubilidade dos filmes tendo em vista que a
agua mais absorvida em todos os tratamentos pode ter interferido na trama do
polimero resultado numa taxa de solubilidade maior. Ja os sais presentes no NaCl e
na solugdo de Ringer diminuiram a taxa de absorcdo e consequentemente a
desestabilizacdo e solubilidade das amostras. Dados que também afetam feridas in
vivo devido a constitui¢cdo salina dos fluidos fisioldgicos.

Os resultados observados nesse parametro possibilitam a condugcdo de mais
testes em maiores concentra¢des de nanoZnO como também a eficicia e estabilidade

do material ao entrar em contato com solugdes salinas, como os fluidos corporeos.
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4.3.6 Perda de massa em solu¢cdes aquosas

Figura 23 - Perda de massa (%) em 7 dias dos filmes, em diferentes solu¢des aquosas (H20, NaCL,
Ringer e PBS)
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Fonte: autor (2020).

*Descricao das condi¢des analisadas: FQ - controle (Filme de quitosana 1%; 1% glicerol); FQO02 (Filme
de quitosana 1%; 0,2% nanoZnO; 1% glicerol); FQO03 (Filme de quitosana 1%; 0,3% nanoZnO; 1%
glicerol); FQO5 (Filme de quitosana 1%; 0,5% nanoZnO; 1% glicerol); FQO7(Filme de quitosana 1%;
0,7%; nanoZnO; 1% glicerol).

**Resultados estdo expressos por média.

***|_etras minusculas (abc) iguais na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras maiusculas (ABC) iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Conforme demonstrado na Figura 23 a perda de massa foi bastante elevada
para a maioria dos tratamentos nas diversas solucdes, visto que, a quitosana € um
polimero bastante insolivel em solu¢des que ndo sejam &cidas [12][110]. Os fatores
elencados para o alto teor de umidade também podem ser aplicados aqui, uso de
plastificante, presenca de moléculas ndo sollveis, e niveis de intumescimento elevado
podem com o passar do tempo causar ruptura na estrutura da matriz polimérica.

A taxa de perda de massa em 14 dias variou de 28,66 a 56,63 % em ambos 0s
casos foram para a solucdo de Ringer (FQO7 e FQO05). A maior variagdo entre
solucdes testadas em um mesmo tratamento foi no FQO7 onde a amostra imersa em
Ringer mostrou diferencas estatisticamente significativas p<0,05 com H20, NaCL e
PBS.

Em &gua os filmes Quitosana/nanoZnO (FQO02, FQO5 e FQO7) perderam mais
massa ao serem comparados ao filme de quitosana puro (FQ) 40,38% a excecéo foi

o tratamento FQO3 que apresentou 38,73%.
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Nos tratamentos com NaCl a mesma tendéncia se repetiu, o tratamento FQ -
42,48% foi onde menos houve degradacédo, a maior taxa entre as amostras aditivadas
foi observada em FQO7 - 54,97%. Houveram diferencas estatisticamente significativas
com p<0,05 entre FQ e FQO5 e FQ e FQO7.

Para a solucdo de Ringer a taxa de perda em FQO7 - 28,66% foi a menor entre
todos os tratamentos. Todos 0s outros tratamentos mostraram maior perda de massa
guando comparados ao filme puro FQ - 42,81%. Houve diferencas estatisticamente
significativas entre FQ e FQO05 p<0,05, FQ e FQO7 p<0,05, FQ02 e FQO7 p<0,05,
FQO03 e FQO7 p<0,05 e FQO5 e FQO7 p<0,05.

Nos filmes imersos em PBS todos o tratamento FQ apresentou taxa de 42,14%
todos os outros perderam mais massa 0 maior valor encontrado foi no FQO7 - 50,04%.
Entre as amostras imersas em PBS p<0,05 entre FQ e FQ02 e FQ e FQO7.

A perda de massa foi bastante elevada se comparada a literatura, Girata (2018)
obteve perda de massa em agua variando entre 8,0 - 27% de 5,8 a 7,5% em solucao
salina e de 5,0 a9,7% em PBS. Fernandes (2009) teve uma taxa que variou de 13,92
a 20,83% em 14 dias de imersdo em agua a 37° C, ja Rodrigues (2009) apresentou o
valor de 4%.

Melin (2013) analisou filmes e blendas que continham Quitosana, no seu
trabalho foi observada uma perda maior de massa da quitosana (2,2% m/v) / glicerol
(1% m/m), que ficou em torno de 27,2 % no 15 dia do experimento em PBS, j& o filme
puro teve sua dissolucéo total no 9° dia.

Veiga et al. também encontrou valores abaixo dos 30% de perda de massa de
guitosana associada a outros polimeros.

N&o foi estabelecido o percentual especifico de perda de massa
correspondente para cada um dos constituintes dos filmes e filmes compositos
(quitosana, glicerol e nanoZnO).

Quando comparamos os atributos perda de massa (14 dias) e solubilidade
(24h), podemos observar que no primeiro a perda de massa costuma ser menor em
agua, ja no segundo nas solugdes salinas. Essa diferenca pode ser devida alguns
fatores, mecanicas (agitacdo no de solubilidade), temperatura de 37° C no teste de
perda de massa e de 25° C no de solubilidade, o pH em 7,4 nas solucdes salinas e
principalmente o tempo. Apesar de a presenca dos sais e 0 pH basico possam diminuir

a protonagéao a entrada de agua no teste de solubilidade, com o tempo esses ions dos
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sais podem causar maior desarranjo e troca ibnica com a quitosana e consequente
aumentar o desarranjo da matriz polimérica.

Embora a perda de massa seja um pouco elevada com média de perda de
massa em 46,05%, essa taxa € viavel para uso clinico, visto que outros polimeros
apresentam taxa de perda maior. Feridas de segundo grau levam em média 7 - 20
dias para cicatrizacdo as taxas encontradas no trabalho mostram-se boas para
diminuicdo de trocas dentro dessa margem de tempo.

A taxa da perda de massa também indica que a degradacédo do polimero, tanto
em agitacdo mecanica em 24 horas (solubilidade) como no 14° dia em 37° C
(temperatura proxima a do corpo) mostra-se de acordo com o0s objetivos presentes no
trabalho, permitindo uma boa cicatrizagdo, mantendo a umidade e degradando-se a
uma taxa aceitavel além de diminuir a chance de traumas pela necessidade de troca

de curativos.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugerem que o composito desenvolvido pode atender o objetivo
do trabalho. O nanoZnO presente nos filmes néo inviabiliza a matriz de quitosana.
Como apresentando na revisdo bibliografica do presenta trabalho as nanoparticulas
de ZnO podem ser aplicadas a matrizes para diversos fins, sobretudo na industria
alimentar e na producao de curativos. Sendo a finalidade principal do reforco com
nanoparticulas de ZnO o efeito contra microrganismos.

Os resultados anteriores do nanoZnO sintetizado no LDN corroboram com a
capacidade do nanoZnO ser utilizado como um refor¢go, como demonstrado por Lima
Junior (2016), o polimero PHB reforcado com o nanoZnO nédo foi afetado
negativamente, embora o nanoZnO tenha sido capaz de alterar a cristalizacdo nos
compaositos.

Vasconcelos (2016) também atestou a viabilidade dos compdsitos reforcados
com o nanoZnO do LDN, sua analise sensorial indicou aumento da opacidade e
mudancas da coloragdo em filmes com o nanoZnO, também se notou melhor
maleabilidade ao diminuir a concentragdo do nanoZnO.

No presente trabalho os compédsitos de quitosana e nanoZnO foram

considerados aceitaveis para 0s critérios sensoriais, houve alteracdes na opacidade
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evidenciadas nas duas maiores concentracdes utilizadas, como também um aumento
na espessura dos filmes aditivados.

Alguns trabalhos presentes na literatura com nanoparticulas de ZnO também
podem ter alguns dos seus resultados comparados aos nossos. Abbsipour et al.
(2014) ao revestir gaze comum com uma solucdo de quitosana e nanoparticulas de
ZnO/Ag notou algumas alteracdes na gaze, entre elas, o aumento da capacidade de
combater agente infecciosos, efeito sinérgico entre as nanoparticulas e aumento da
absorcdo de agua pela presenca da quitosana, embora nédo tenha avaliado se as
nanoparticulas interferiram nessa absor¢do. Nos resultados do presente trabalho
observou-se um aumento da absorcdo da agua e da solucéo salina NaCl nos
compositos com maiores concentracdes de nanoZnO (0,5 e 0,7%) e diminuicdo
guando a solucéo salina era o PBS.

Yi et al. (2019) observou em compositos de quitosana e gelatina, reforcados
com nanoparticulas de ZnO, aumento da opacidade dos filmes aditivados devido a
presenca das nanoparticulas.

Ja Lu et al. (2017) observou que esponjas porosas de quitosana, aditivadas
com nanoparticulas de ZnO/Ag, obtidas por liofilizac&o, apresentavam menor taxa de
intumescimento comparadas a esponjas pura de quitosana, isso deve-se a diminui¢cado
da porosidade causada pela adicdo das nanoparticulas, diferindo dos resultados
demonstrados na presente pesquisa, contudo, o tratamento da matriz foi diferente
esponja porosa em Lu et al. e filmes neste trabalho.

As analises bacteriologicas com os filmes compdsitos, inicialmente planejadas
para serem concluidas antes da defesa da dissertacdo do mestrado, foram iniciadas,
contudo alguns ensaios ainda seriam iniciados e 0s ja iniciados devieram ser repetidos
para sua conclusdo, o que ndo foi possivel devido as normas excepcionais de
distanciamento e pausa das atividades de ensino e pesquisa, estabelecidas a

comunidade académica devido a pandemia do coronavirus.
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5 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Observou-se nos filmes compésitos bons resultados de opacidade e espessura,
os valores de opacidade elevaram-se ao adicionar nanoZnO com o0 valor maximo
apresentado de 0,789 indicando diminui¢&do da transparéncia dos compdésitos, contudo
mesmo nos filmes mais opacos os valores ndo ultrapassaram 1,0 o que indicaria filmes
sem passagem de luz, os filmes apresentaram boa transparéncia todos acima de 70%
sem muita alterac&o na cor. A espessura variou entre 0,15 - 0,19 mm, valores abaixo
da espessura total da pele que varia de 1,5 a 4 mm, permitindo melhor acomodacé&o
e aderéncia ao leito da ferida. obteve-se espessuras mais elevadas em presenca do
oxido.

O conteudo de umidade apresentou-se elevado quando comparado aos valores
consultados na literatura para a quitosana (11 - 31%), obteve-se valor maximo de 47%.
A presenca das nanoparticulas influenciou no aumento da umidade, visto que o filme
puro de quitosana apresentou menor teor de umidade (42,72%), diferindo
significativamente dos filmes compdsitos.

Observou-se maior solubilizacdo em agua, seguido de NaCl e solucédo de
Ringer, indicando que os ions e o pH (7,4) das solucbes salinas podem ter interferido
no processo. Demonstrou-se variacdo nos percentuais com o uso do nanoZnO,
contudo na maioria dos tratamentos nao houve diferencas estatisticamente
significativas. Os valores foram proximos aos encontrados na literatura consultada
para quitosana (11,5% a 22,5%).

Obteve-se Otimas taxas, todas acima de 60% e com valores proOXimos ou
superiores aos encontrados na literatura consultada, e de absor¢cdo em solucdes
aquosas, semelhante ao teste de solubilidade, alcancou-se taxas mais elevadas em
tratamentos imersos em agua (219,6 - 350,2%), o PBS (solucéo salina com maior
guantidade de sais) contou com as menores taxas (90,5 - 108,7%) corroborando com
os resultados observados no teste de solubilidade.

O uso de nanoZnO foi capaz de aumentar com diferencas significativas a
absorcao nos tratamentos de maior concentracdo (FQO5 e FQO7) em pelo menos
duas solu¢des H20 e NaCl, esses tratamentos também diferiram na solugdo PBS,
contudo para esta solucao houve diminuicdo da absorcéo ao utilizarmos o nanoZnO.

A perda de massa durante 14 dias foi elevada, variando de 28,36 a 56,63%, a

guitosana € um polimero estavel, a degradacdo em solu¢des aquosas encontradas na
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literatura consultada variou de 4,0% a 27,2%. Os valores elevados encontrados
corroboraram com o contetudo de umidade encontrado, ja que a presenca de umidade
em filmes tende a desestabiliza-los. A perda de massa também foi afetada pelo
nanoZnO, como no teste de umidade e solubilidade as amostras sem aditivacao
tenderam taxas menores.

Baseado nos resultados obtidos, observa-se que o compasito investigado tem
potencial para uso como substitutivo de pele. Os altos valores apresentados de teor
de umidade séo insuficientes para desestabilizar totalmente o filme. De acordo com
os resultados de perda de massa, 0s compdsitos podem manter-se estaveis por tempo
consideravel.

Visto que o tempo de cicatrizacdo de feridas de primeiro e segundo grau
variaram de 1 a 3 semanas, os filmes poderiam ser utilizados nessas situagoes.

Demonstra-se boa estabilidade nos tratamentos, jA que a solubilidade em
agitacdo mecanica foi baixa. Apresenta-se alta capacidade de absorcéo nos filmes,

capacitando-os para absorcao do exsudato de feridas umidas.

5.1 TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se as seguintes etapas para serem desenvolvidos a partir deste
trabalho:

e Testes de susceptibilidade a bactérias (Gram +/-) e fungos de interesse clinico.
Para esta etapa os testes a serem realizados sao os de disco-difusdo em agar
e o de microdiluicdo em caldo. Sera possivel além de observar se o material
apresenta afeito contra microrganismos a obtencdo da concentracao inibitoria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM).

e Aumento das concentracbes do nanoZnO nos filmes caso as atuais sejam
insuficientes para obter efeito contra os microrganismos testados.

e Ensaios mecanicos dos filmes puros e compadsitos, para obter os dados sobre
resisténcia e modulo de elasticidade dos filmes e compdsitos de quitosana,
sobretudo para saber se as caracteristicas mecanicas sao adequadas para uso
como substitutivos de pele.

e Aplicacéo do teste de permeabilidade ao vapor d'agua
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A caracterizacao por espectroscopia de infravermelho por transformada de
fourier (FTIR) para complementar a de EDS.

Formulacdo de blendas em diferentes proporcbes com o alginato, para
comparacdo das caracteristicas morfofuncionais entre os compdsitos com
guitosana e quitosana/alginato. O alginato € um biopolimero, utilizado como
revestimentos em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, apresenta-se
como um material adequado na formulacao de filmes.

Realizadas as etapas acimas elencadas, os compdésitos que se mostrarem

mais adequados poderdo seguir para ensaios in vitro e in vivo com as etapas

seguintes:

Os testes de citotoxidade poderdo ser implementados pelos métodos diretos
(MTT e contato em poc¢o). O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina) € um ensaio colorimétrico baseado na redugdo do MTT por
mitocdndrias de células viaveis, ja o teste de contato direto em poco, é baseado
na aplicacédo direta de microamostras em pogos de cultura. Os testes serdo
realizados tanto para os compaositos quanto para o pé de 6xido puro.

Ensaios de hemocompatibilidade poderdo ser realizados pelos testes de
Hemolise, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa).

Ensaios in vitro sdo essenciais para seguimento do trabalho, ensaios com
modelos animais s6 poderdo ser realizados ap6és os resultados in vitro
mostrarem-se seguros.

Caso os ensaios in vitro revelem-se seguros o material podera ser testado em
ratos, com lesdes infligidas, para acompanhamento da cicatrizagéo e protecao
contra infeccbes. SO ap0ls todas essas etapas 0s compdsitos seguirdo para
modelos humanos.

Para o acompanhamento da cicatrizacdo das lesdes in vivo (ratos e humanos)
€ necessaria uma populacdo de pelo menos 36 individuos, divididos em 6
grupos sendo 3 controles (7, 14 e 21 dias) tratados apenas com soro fisioldgico
e 3tratados (7, 14 e 21 dias) com o compdsito que apresentou melhor resultado
nos testes anteriores, 0 acompanhamento sera pelo tempo de cicatrizacdo em
7, 14 e 21 dias. Para teste em humanos a avaliacao ira comparar o tratamento

padrao empregado (grupo controle) com a aplicacéo do substitutivo.
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