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RESUMO

Neste trabalho, filmes de NRL foram enriquecidos com hidroxiapatita e
nanoparticulas de prata com o objetivo de se obter curativos com propriedades
especificas - tais como molhabilidade, rugosidade, atividade bactericida - para
evitar a adesao celular e permitir a regeneracao tecidual sem contaminacao de
microrganismos. O fosfato de calcio e o metal nanoparticulado foram
incorporados na superficie da matriz polimérica através da técnica de magnetron
sputtering, gerando seis amostras com parametros distintos. Em geral, os filmes
de NRL com modificagdes apresentaram carater hidrofilico (dngulo de contato
entre 23° e 42°), uma condigao favoravel para aplicacdes biomédicas, e com
rugosidade aumentada apods os revestimentos. A andlise estatistica do
planejamento experimental comprovou que o parametro de processo que mais
influencia na molhabilidade dos filmes é a poténcia. Os resultados de RBS
mostraram que a prata estd provavelmente na forma de nanoaglomerados na
superficie das amostras. Além disso, a estequiometria do fosfato de calcio foi
obtida e a razdao Ca/P encontrada foi de 0,7, indicando que haverd uma
degradacdo maior do material ceramico no leito da ferida. Ensaios de
viabilidade celular MTT revelaram que efeitos nao citotoxicos foram
observados para quase todos os extratos das amostras (viabilidade acima de
70%) e a andlise de halo em &gar mostrou que as membranas apresentam
atividade bacteriostatica frente a Staphylococcus aureus e E. coli. Esse trabalho
inova no acréscimo de fosfato de célcio junto ao latex, bem como na aplicacao
da engenharia de superficies para modificar esse material. Foi demonstrado no
estudo in vitro que os filmes NRL enriquecidos devem ser considerados

promissores para aplicagao na cicatrizacao de feridas.

Palavras-chave: curativos, hidroxiapatita, prata, magnetron sputtering, latex.
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ABSTRACT

In this work, NRL films were enriched with hydroxyapatite and silver
nanoparticles in order to obtain dressings with specific properties - such as
wettability, roughness, bactericidal activity - to prevent cell adhesion and allow
tissue regeneration without contamination by microorganisms. Calcium
phosphate and nanoparticulate metal were incorporated into the surface of the
polymeric matrix using the magnetron sputtering technique, generating six
samples with different parameters. In general, modified NRL films showed
hydrophilic character (contact angle between 23° and 42°), a favorable condition
for biomedical applications, and with increased roughness. The statistical
analysis of the experimental design proved that the process parameter that
actually influences the wettability of films is power. The RBS results showed
that silver is likely to be in the form of nanoclusters on the surface of the
samples. Furthermore, the calcium phosphate stoichiometry was obtained and
the Ca/P ratio found was 0.7, indicating that there will be a greater degradation
of the ceramic material in the wound bed. MTT cell viability assays revealed
that non-cytotoxic effects were observed for almost all sample extracts (viability
above 70%) and halo agar analysis showed that the membranes showed
bacteriostatic activity against Staphylococcus aureus and E. coli. This work
innovates in the addition of calcium phosphate together with latex, as well as in
the application of surface engineering to modify this material. It was shown in
the in vitro study that enriched NRL films should be considered promising for

application in wound healing.

Keywords: wound dressings, hydroxyapatite, silver, magnetron sputtering,

latex.
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1. INTRODUCAO

As lesdes por queimaduras sao consideradas como a terceira causa de
morte acidental mundial e representam um grave risco a saude [1]. Um
recobrimento tecidual deficiente acarreta em infecgdes e possibilita a
proliferacao de microrganismos. Além disso, a pele perde sua capacidade de
protecao contra bactérias, traumas e lesoes, facilitando contaminagoes [2]. Nesse
cendrio, os biomateriais aplicados como curativos garantem a integridade do

tecido e sua fungao protetora.

Classificando-se como um material capaz de curar queimaduras por
meio de ac¢Oes biologicas que promovem a angiogénese [3], o latex natural tem
tomado lugar proeminente dentre os biomateriais [4]. O mesmo pode ser
aplicado no tratamento de pessoas que possuam diabetes e, consequentemente,

demonstrem dificuldade de cicatrizacao [5].

Um problema preocupante gerado pelas queimaduras sao as infecgoes,
responsaveis por 75% dos Obitos registrados dentre os pacientes [6]. Assim
sendo, a incorporagdao de materiais que possuam propriedades antimicrobianas
torna-se vital para minimizar quadros infecciosos [7]. Nesse contexto, a prata na
dimensao de nanoparticulas vem sendo amplamente empregada na area
biomédica devido ao fato de possuir baixa toxicidade as células humanas e

atividade contra bactérias e virus [8].

Além da protegao contra microrganismos, um curativo deve impedir a
adesao de fibroblastos para que sua remoc¢ao nao danifique o tecido recém-
formado, evitando o surgimento de dor [9][10]. Ademais, um curativo deve ser
hidrofilico, pois essa condicao acelera a cicatrizacdo [11]. Do contrario,
superficies com baixa molhabilidade estimulam o crescimento de bactérias,

comprometendo o processo de regeneracao [10]. Com o intuito de modificar a
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superficie da borracha de latex natural, que naturalmente é hidrofdbica, foi
utilizada a incorporagdao da hidroxiapatita na matriz polimérica. Além de
possuir carater hidrofilico [12], a mesma auxilia no processo de reepitelizacao

[13].

Dessa maneira, esse trabalho objetivou a producao de filmes de
borracha de latex natural com adi¢do de hidroxiapatita e nanoparticulas de
prata para uso como curativos na cicatrizagao de queimaduras ou lesdes em
pele. Os mesmos foram produzidos pelo método de casting do latex com
incorporagdes por magnetron sputtering e caracterizados quanto a seu carater

fisico-quimico e de biocompatibilidade.
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1.1.  OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GERAL

Obter curativos de borracha de latex natural com incorporacao de
hidroxiapatita e nanoparticulas de prata para aplicagdes biomédicas, bem como
caracterizar esses filmes em relagao as suas propriedades fisico-quimicas e de

biocompatibilidade.
1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Incorporar hidroxiapatita e nanoparticulas de prata na superficie de uma
matriz de latex natural pela técnica magnetron sputtering, formando um produto

homogéneo.

Quantificar a prata e estimar a estequiometria do fosfato de cdlcio pela

técnica de espectrometria de retroespalhamento Rutherford.

Calcular a concentracao de Ag e Ca por espectrometria de emissao otica
com plasma de argonio indutivamente acoplado (ICP-OES) para andlise da

lixiviagao desses elementos.

Mensurar durante 1 ano a molhabilidade dos curativos pela medida de

angulo de contato, utilizando para isso um goniometro.
Medir a rugosidade dos curativos com o auxilio de um perfilometro.

Averiguar a taxa de absorcao de liquidos utilizando solucdo salina

tamponada com fosfato em contato com os curativos.

Avaliar a citotoxicidade dos curativos pelo método indireto MTT,

utilizando fibroblastos de camundongos L929.

Avaliar a atividade bactericida dos filmes que foram enriquecidos com
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hidroxiapatita e prata pelo teste de difusdo em agar e com auxilio de coloracao

DAPIL

Observar a morfologia, proliferagao e adesao celular da linhagem 1929

sobre os filmes por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CURATIVOS INTELIGENTES E QUEIMADURAS

Essa secao traz uma revisao sobre como ocorrem as lesdes por queimaduras,
além da maneira efetiva de tratd-las com o auxilio de curativos produzidos a

partir de biomateriais com propriedades especificas.

2.2. QUEIMADURAS E PROCESSO DE CICATRIZACAO DA PELE

A pele, maior 6rgao do corpo humano, possui trés camadas distintas:
epiderme, derme e hipoderme. As mesmas sao possuidoras de inumeras
funcgdes, tais como protecdo aos 6rgaos internos contra a invasao microbiana e
radiagao UV, bem como regulacao da temperatura corporal. Ademais, a pele
auxilia no sistema imunologico e no processo de deteccdo sensorial de
estimulos ambientais. As células localizadas em sua superficie sao

continuamente substituidas por novas células das camadas internas [14].

Ainda que as queimaduras sejam conhecidas por acometer
majoritariamente a regidao do tegumento, em que a pele se localiza, diferentes
estruturas corpdreas podem ser afetadas, como as vias aéreas, pulmoes,
musculos, 0ssos e demais Orgaos internos. Essas fatalidades ocasionam
desfiguracao, limitacao funcional e estigma social [15], gerando enormes gastos
financeiros e sequelas psicoldgicas e sociais ao paciente e a sua familia. A
maioria dos casos ocorre em casa e sao relacionados a lapsos na atengao aos
perigos domésticos [16], podendo ser causados pela exposicao ao fogo,
produtos quimicos ou descargas elétricas; sua gravidade depende
principalmente da temperatura do agente que os gerou, bem como do tempo de

exposicao e da area afetada. As queimaduras sdo consideradas graves quando a
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extensao da lesao é maior do que 20% para adultos e 10% para menores de 18
anos [17]. A prevaléncia de feridas por trauma térmico estd relacionada as
criangas, e o principal agente € a 4gua quente (com cerca de 37% dos casos) [18].
A classificagdo das queimaduras conforme o seu grau de gravidade estd
exemplificada na Figura 1. Os curativos produzidos nesse trabalho serao

melhor aplicados e eficazes nas queimaduras de primeiro grau.

S

Subcuténeo

Epiderme
Derme

Subcuténeo

Queimadura de 3° grau

Epiderme
Derme

Subcuténeo

Figura 1: classificagao das queimaduras conforme a camada de pele acometida
[19].

A Sociedade Brasileira de Queimaduras afirma que ocorrem cerca de um
milhdao de acidentes por queimaduras no pais a cada ano. Destes, 100.000
pacientes irdao procurar auxilio médico, e cerca de 2.500 irao falecer direta ou
indiretamente de suas lesdes [20]. A maioria dos casos resultam em lesdes de
aproximadamente 20 a 25% de extensao, sendo a face, os membros superiores e
o tronco as principais regioes corporais atingidas [17]. A maior parte dos obitos
sao causados pelas infecgOes, fato justificado pela exposicao dos pacientes

queimados a um numero elevado de procedimentos invasivos e por adquirirem
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maior grau de imunossupressao [15]. O risco de sepse, definido como resposta
destrutiva do corpo a uma infec¢ao, vem sendo drasticamente reduzido devido
ao avang¢o na medicina cirargica e nas formas de tratamento. Ademais, as
estadias em hospitais sdao de menor duragao, e ha a diminui¢do da taxa de
mortalidade [21][22][23]. Nesse contexto, a busca por novos biomateriais que
possuam propriedades capazes de assessorar a cicatrizagdo de ferimentos e
apresentem atividade bactericida tem se mostrado como prioritaria na ciéncia e
na industria [7], uma vez que é previsto cerca de 20 — 60 milhdes de pessoas

sofrendo de feridas cronicas até 2026 [24][25].

A principal fungao da pele é atuar como uma barreira protetiva contra o
ambiente externo [26]. As lesOes cutaneas, independentemente de sua causa,
prejudicam o tecido e causam danos. A resposta fisiologica ao fator nocivo
resulta em sangramento, contracao dos vasos com consequente coagulagao

sanguinea e resposta inflamatoria [27].

O processo de tratamento de feridas deve ser capaz de fechar a lesao e
gerar uma cicatriz funcional e de aparéncia satisfatoria [28]. O desenvolvimento
da cicatrizagdo consiste em um conjunto de processos altamente integrados e
dependentes, como a hemostasia, inflamacdo, diferenciacdao, proliferacao e
migracdo de células mesenquimais para o local da ferida, angiogénese,
reepitelizagdo, sintese, reticulagdo e alinhamento do coldgeno para fornecer

forga ao tecido cicatrizante [29].

Existem muitos fatores que podem afetar a cicatrizacdo de feridas
(género, idade, oxigenagao, doencas, nutricao e medicagoes utilizadas), levando
ao reparo inadequado do tecido. Conforme envelhecemos, ha um atraso na
epitelizagao e baixa concentracao de colageno (tipo I e tipo III) [30], enquanto
alguns fatores como diabetes mellitus, uso de antibiodtico sistémico, doenga

renal cronica e tabagismo também diminuem a velocidade de cura [31]. Nesse
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contexto, uma dieta balanceada ajuda no processo cicatricial, uma vez que a

deficiéncia nutricional também dificulta a reparacao tecidual [32].

As feridas que ndo conseguem progredir nos estagios normais de
cicatrizagdo frequentemente entram em um estado de inflamagao patoldgica,
devido a um processo de reparo adiado, incompleto ou descoordenado. A
maioria das feridas cronicas sao ulceras associadas a isquemia, diabetes mellitus

ou insuficiéncia venosa [33].

O processo de cicatrizagao ocorre em trés fases distintas: fase exsudativa
ou inflamatoria, fase proliferativa e fase de maturacao [34][35][36][37][38]. Um

esquema representativo desse processo é mostrado na Figura 2.

Hemostase Inflamacgéao Proliferacédo Maturacdo

codgulo cicatriz epiderme cicatrizada

/ = i
! ._' ]

vaso sanguineo _ macréfago proliferagdo de derme cicatrizada
fibroblasto fibroblastos

Figura 2: fases do processo de cicatrizagao [39].

2.2.1 Fase exsudativa/inflamatéria: possui o encargo de estimular o

sistema de coagulacao, ocasionar o debridamento (remocdao de tecidos
debilitados a fim de preparar o leito da lesao para a nova cobertura) e defender
a ferida contra microrganismos. A execuc¢ao dessa fase é composta por trés
subfases, que ocorrem praticamente ao mesmo tempo. As mesmas encontram-

se listadas a seguir.

2.2.1.1 Fase trombocitica: ocorre o desenvolvimento da hemostasia, que

constitui a primeira resposta a lesdo e ¢ definida pela vasoconstri¢ao
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(diminui¢do do didmetro dos vasos sanguineos). Sao os trombocitos os

responsaveis pela aglomeracao das plagquetas e por impulsionar a coagulacao.
P P g ¢ plaq P P gulag

2.2.1.2 Fase granulocitica: ocorre a liberagio de enzimas proteoliticas
mediadoras, tais como elastases, colagenases e hidrolases acidas, além da
vasodilatacao (aumento do fluxo de sangue). Ademais, essa fase € caracterizada
pela produgao de exsudato, que leva a perda de proteinas, liquidos e células
devido a maior permeabilidade capilar. A fagocitose também estd presente

nessa fase, onde neutrofilos e macrofagos digerem restos celulares e bactérias.

2.2.1.3 Fase macrofdgica: é constituida pelo inicio da reparacao tecidual,
em que os macrofagos secretam proteases, fatores de crescimento e substancias
vasoativas que sao responsaveis por dar continuidade ao desbridamento e

controlar as posteriores fases de cicatrizagao.

2.2.2 - Fase proliferativa: ocorre a granulacao, epitelizacao e contracao. A

granulacdo compreende a formacao de um novo tecido que é constituido por
capilares, proteoglicanas que hidratam a matriz celular e coldgeno. A liberacao
de fatores responsaveis pela angiogénese ocorre pelos macrofagos, que
promovem a proliferacio de células endoteliais dos vasos sanguineos e
permitem a formacao neocapilar. Além disso, nessa fase, os fibroblastos serao
responsaveis pela producao de coldgeno. Na epitelizagao ocorrerd a formagao
de um novo tecido conjuntivo, que se desenvolvera mediante a reducao de
capilarizacao e aumento da produgao de coldgeno. Essa subfase compreende a
migracao e divisdo mitdtica das células basais encontradas nas bordas da lesao.
A fase de contracao prevé a reducao do tamanho da ferida através da a¢ao dos
fibroblastos. Além disso, as bordas da ferida realizam um movimento

centripeto.

2.2.3 Fase de maturacgdo: hé a ocorréncia da remodelacdo do colageno e

reducao da capilarizacdo, tornando a cicatriz mais clara e plana. A remodelacao
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terd a duracdo de meses, aumentando a forca de tensdao presente na cicatriz e
diminuindo sua espessura. Alguns dos fatores envolvidos nesse processo sao a

reabsorc¢ao de dgua e o melhoramento nos componentes da fibra colagena.

2.3. BIOMATERIAIS

Os biomateriais possuem a capacidade de substituir uma parte ou funcao
do corpo de maneira segura, econdmica, confidvel e fisiologicamente aceitavel
[40]. Podendo ser aplicados como suturas, proteses, implantes, cateteres e
curativos, constituem os principais instrumentos na cura de ferimentos e
doengas. Sua eficiéncia esta intrinsicamente relacionada a trés fatores principais:
a condicdo de saude do paciente, as propriedades e biocompatibilidade do

material e a competéncia do profissional que aplica o artefato no receptor [41].

Pertencentes a todas as categorias de materiais (naturais, ceramicos,
poliméricos, metdlicos e compdsitos), os biomateriais possuem uma ampla
gama de utilizagdes. Os materiais poliméricos, por exemplo, apresentam
diversas propriedades singulares que lhes conferem utilidade em aplicacoes
dentais, ortopédicas, instrumentos cardiovasculares e em substituicdes
teciduais. Os componentes poliméricos constituem a maior classe de

biomateriais utilizados na medicina [42].

Dentre seu variado espectro de aplicabilidade, os biomateriais podem ser
empregados como dispositivos para liberacdo controlada de farmacos e outras
substancias. Nesse trabalho, as particulas de Ag dispersas na superficie de uma
matriz polimérica foram lixiviadas, deixando em aberto locais vagos que
permitiram a difusdo das demais particulas para o leito da ferida. Dessa

maneira, a liberagao pode ser prolongada durante horas, dias e semanas [43].

2.4. CURATIVOS
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Os curativos constituem um dos principais artefatos confeccionados a
partir de polimeros biocompativeis, sendo aplicados nos tratamentos clinicos
desenvolvidos para auxiliar na reparacao tecidual. A escolha do material ideal
para o curativo baseia-se no conhecimento fisiopatologico e bioquimico dos
mecanismos de cicatriza¢ao [44]. Os curativos podem ser caracterizados como
um meio terapéutico que depende da limpeza e da aplicagao do material sobre
uma ferida para sua protegao, absorgao e drenagem, com o intuito de aprimorar

as condicoes do leito da lesao e auxiliar em sua cura [45].

Dentre os atributos que um curativo moderno e funcional deve

apresentar, destacam-se os seguintes [10]:

a) Prover um ambiente iumido, mas nao saturado, a fim de melhorar o
processo de cicatrizagao;

b) Absorver certo volume de exsudato da ferida, que estimula o
crescimento de bactérias;

c) Fornecer atividade antimicrobiana eficaz e de maneira controlada;

d) Nao apresentar toxicidade as células humanas;

e) Nao promover aderéncia ao tecido recém formado.

2.5. MATERIAIS UTILIZADOS ATUALMENTE NA CONFECCAO DE
CURATIVOS

O primeiro curativo moderno foi desenvolvido em meados dos anos 80,
proporcionando caracteristicas essenciais, como fornecimento de um ambiente
umido e absor¢ao de fluidos. Posteriormente, curativos sintéticos passaram a
incluir diferentes classes de produtos, tais como hidrogéis, adesivos de tecido,

espumas, filmes permedveis e malhas de silicone [14].

Um curativo é selecionado mediante tipo, profundidade, localizagao e
extensao da ferida, bem como em relacio a sua quantidade de secrecao e
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infeccao. Com base no desempenho clinico, o curativo é classificado como
antimicrobiano, absorvente, oclusivo, aderente e de debridamento. De acordo
com a forma fisica, os curativos estdao disponiveis em forma de pomada, filme,
espuma e gel. Devido a origem do material, eles sao divididos em trés grupos:
origem animal, herbal e sintética [14].

Dentre os curativos de origem animal, os mais importantes sao esponjas
de coldgeno com alta porosidade e alta absorgao de dgua. Contudo, seu uso é
limitado devido ao alto custo de produgao e dificuldade de armazenamento.
Além disso, nanofibras fabricadas a partir do método de eletrofiagao mostraram
resultados promissores nas aplicagdes de engenharia de tecidos, como a esponja
fabricada a partir do colageno da tildpia [14]. Destaca-se, também, o uso da
propolis, um produto resinoso produzido pelas abelhas, como aditivo em
curativos para regeneracao tecidual. A mesma é rica em flavonoides, que
possuem acOes bioldgicas como atividade antioxidante, anti-inflamatoria,

analgésica, antibacteriana e antifingica [3].

No que se refere a curativos de origem vegetal, a capacidade de absorgao
do exsudato é determinada pela propriedade hidrofilica e pela porosidade da
matriz. O material mais utilizado nessa categoria é o algodao, além de seivas
como a do bambu e ervas, Hypericum perforatum, por exemplo. Esses curativos
possuem a vantagem como baixa toxicidade as células humanas [14]. Outras
ervas que vem sendo estudadas por possuirem propriedades bactericidas sdo a
Agrimonia eupatoria (rosdcea agrimonia) e a Satureja hortensis (segurelha-das-
hortas) [46]. A Aloe vera (babosa) também é largamente empregada na industria
biomédica devido ao fato de ser uma planta herbacea dotada de atividade anti-

inflamatoria, antitumoral e antibacteriana [47].

Em relagao aos curativos de origem sintética, destaca-se a necessidade de
utilizagdo de materiais de baixo custo, como tem sido o caso do poliuretano

(PU). O PU vem ganhado destaque devido a sua boa biocompatibilidade,
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aceitavel propriedade mecanica, baixa citotoxicidade, flexibilidade adequada e

permeabilidade. Outros polimeros comumente empregados nesse oficio sao o

gel de poli(N-isopropil acrilamida) e a espuma de poliuretano-ureia [14].

Também pode-se citar o polidimetilsiloxano (silicone), que possui boa

compatibilidade e boa elasticidade, bem como o poli(e-caprolactona) [48]. A

Tabela 1 exemplifica resumidamente os tipos de curativos utilizados

atualmente.

Tabela 1: tipos de curativos, suas caracteristicas e aplicagoes (adaptada de [14]).

TIPO DE CURATIVO CARACTERISTICAS APLICACOES
Origem animal (i.e., esponja | Possui propriedades | Feridas agudas e feridas
de colageno) hidrofilicas, poros, alta | recalcitrantes.
capacidade de absor¢ao e
alto custo.
Origem vegetal (i.e., Celulose, viscose (ou | Feridas de queimaduras,

algodao)

combinacdo de ambos) e
altamente aderente a pele.

feridas cronicas e ulceras.

Origem sintética (i.e.,

Baixo custo, boa distribuicdo

Sao adequados para feridas

poliuretano) de poros e alta resisténcia | relativamente rasas e
mecanica. possuem alta composigao
absorvente.
Alginato (i.e., acido Fibrosos e altamente | Feridas infectadas e nao
alginico) absorventes. infectadas, inadequados para
feridas secas.
Hidrogel (i.e., Transparente, mantém a | Queimaduras, tulceras por
popilenoglicol) ferida em ambiente | pressao e feridas cirtrgicas.
umidificado e apropriado
com exsudato baixo a
moderado.

Hidrocoloide (i.e., agar-agar)

Oclusivo, inibe o0 crescimento
de bactérias e é apropriado
para feridas de drenagem
moderada.

Ulceras por
queimaduras leves,

pressao,
lesdes
de

traumaticas e ulceras

perna.

Medicamentoso

Periodo de utilizacdo mais

curto, evita infec¢des nas
feridas, facilita a remocgao de
tecidos necrosados e

promove a regeneracdo dos
tecidos.

Feridas infectadas.
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Um artigo publicado em 2019 na revista Annals of Biomedical Engineering
por ALJGHAMI traz uma revisdo sobre os materiais tecnologicos que vém
sendo implementados na fabricacdo de curativos inteligentes [49]. Os tdpicos

abaixo sao provenientes desse compilado de informagoes.

e (Curativo de nanofibra de fibronectina [50][51][52]: utiliza
fibronectina extraida da pele fetal, devido ao fato de que feridas que aparecem
no feto antes do terceiro trimestre nao deixam cicatrizes. Este curativo recruta
células-tronco, que desempenham um papel crucial na cicatriza¢ao. Verificou-se
que as lesOes tratadas com esse material em ensaios in vivo cicatrizaram mais
rapidamente do que em comparacdo com curativos normais. Os pesquisadores
também descobriram que as feridas cicatrizadas recuperaram epiderme e

derme, além de foliculos capilares e tecido adiposo.

¢ Curativo de nanofibra a base de proteina de soja [53][54][55][56]:
esse artefato contém moléculas semelhantes ao estrogénio que aumentam o
crescimento celular. Como o estrogénio ajuda na cicatrizacao de feridas em
mulheres gravidas, os pesquisadores acreditam que o mesmo pode ajudar na
cura de lesdes em demais pacientes. Esse novo curativo mostrou proliferacao e
migracao de fibroblastos em ensaios in vitro e reepitelizagao acelerada e menos

cicatrizes formadas em estudos in vivo comparado ao grupo controle.

e Curativo com membrana de casca de ovo [57]: membranas de casca
de ovo foram incorporadas na fabricacdo de curativos com propriedades
reparadoras semelhantes aquelas da placenta humana. Os pesquisadores
responsaveis fazem uso do grande numero de cascas de ovos descartados e as
transformam em um volume consideravel de curativos devido a alta
disponibilidade dessas membranas. Esse artefato mostrou capacidade de cura
21% mais rapida do que em comparagao ao controle nos estagios iniciais da

cicatrizacao.
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e (Curativo com mudanca de cor frente contato com micrébios [58]:
pesquisadores desenvolveram um curativo que muda de cor quando a ferida é
infectada. A membrana é feita de agarose, um polissacarideo geralmente
extraido de algas vermelhas, com nanocdpsulas de corante espalhadas no
interior da matriz, que secretam uma luz fluorescente quando reagem com
toxinas bacterianas. O estudo mostrou mudangas na cor dentro de 4 horas,

dependendo das cepas de bactérias.

¢ Curativo hibrido de espuma de hidrofibra [59][60][61][62]: é um
artefato constituido de trés camadas. A camada mais externa ¢ impermeavel e
protege contra a camada de exsudato e migracdao bacteriana, enquanto a
camada mais interna é composta de fibras de carboximetilcelulose de sddio que
formam um gel quando entram em contato com o exsudato, mantendo o
ambiente imido. Além disso, esse curativo possui atividade antimicrobiana

devido a incorporagao de prata ionica.

2.6. LATEX NATURAL (NRL)

Proveniente da arvore do género Hevea brasiliensis, o latex natural vem
tomando lugar proeminente dentre os biomateriais devido ao fato de ser um
agente de cura natural [63] que viabiliza a formacao de novos vasos sanguineos,

um processo conhecido como angiogénese [64].

Alguns trabalhos ja comprovaram a eficacia desse material na cura de
feridas cutaneas, diminuindo o tempo de fechamento da lesao [63]. Além disso,
o latex também ja provou aumentar a proliferacio de fibras colagenas e

hemacias [65].

Composto majoritariamente formado por micelas de borrachas, lipidios,
aminodcidos, acidos nucleicos e proteinas, o latex é um sistema coloidal

polifasico [66]. Esse material é constituido principalmente por unidades de cis-
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1,4-poliisopreno (30 a 45%), conforme estrutura indicada na Figura 3, que lhe
confere carater amorfo [67]. Os lutdides equivalem de 10 a 20% do volume total
e, além deles, ha os chamados complexos de Frey-Wyssling. O soro no qual as

particulas estao dispersas é denominado soro C.

_[_CH2\ CHy 1
C=C_

/
H,C H

Figura 3: estrutura quimica do mero de borracha natural.

As particulas de borracha de latex natural mantem-se envoltas por uma
pelicula de fosfolipidios e proteinas, que lhe concedem uma carga negativa e
geram sua estabilidade coloidal. Os fosfolipidios tém carga positiva e as
proteinas tém carga negativa, levando a associacao idnica entre dois tipos de
moléculas [68]. O esquema de uma particula de borracha esta representado na

Figura 4.

Borracha

Fosfolipidio

Proteina

Figura 4: esquema da estrutura de uma particula de borracha e seus
involucros [68].
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O soro B, formado majoritariamente pelos lutoides, possui varios cations
(célcio, magnésio, cobre e potassio), além de proteinas cationicas que
apresentam acao floculante sobre as particulas de borracha. Por essa razao, o
latex é comumente estabilizado com hidréxido de amoénio, que intensifica a
carga negativa das proteinas a fim de evitar a coalescéncia. A coloragao
amarelada do latex é proveniente dos complexos de Frey-Wyssling, que sao
constituidos de carotendides e lipidios. Os lutdides e os complexos de Frey-
Wyssling sao dissolvidos quando o latex recém coletado é estabilizado com
hidroxido de amoénio, fornecendo ao produto final um sistema bifasico

contemplado pelas particulas de borracha e pelo soro [69][70].

Uma vez que as proteinas conduzem agdes biologicas que promovem a
angiogénese, o latex natural vem sendo aplicado na neoformacgao em feridas de
pacientes diabéticos que demonstram dificuldade de cicatrizagdo. Ademais, a
literatura suporta que sua utilizagdo compreende membranas para a
regeneracgao ossea controlada, matrizes poliméricas para transporte de farmacos

e proteinas e lentes no tratamento contra doenca de acuidade visual [71][72].

A angiogénese é mais pronunciada quando o tratamento térmico
conferido ao latex natural durante sua secagem esta na faixa de temperatura
entre 65 e 85°C. Essa ocorréncia pode ser explicada pelo fato de que a essa
temperatura, as particulas de borracha coagulam mais rapidamente durante a
evaporacao de subprodutos do latex, fazendo com que haja uma maior
presenca de fosfolipidios e proteinas nao ligados por particulas de borracha.
Essas proteinas sao responsaveis pela atividade de angiogénese do latex [68].
Algumas das proteinas encontradas no latex podem ocasionar reacoes alérgicas,
porém as mesmas sao retiradas no momento em que o latex é centrifugado

antes de sua distribui¢ao comercial [72].

32



2.7. HIDROXIAPATITA (HA)

A hidroxiapatita (Cai1(POs)s(OH):) é um material ceramico de alta
porosidade constituido de fosfato de calcio e amplamente utilizado na industria
biomédica devido a seu alto grau de compatibilidade com o corpo humano.
Esse fato é explicado devido a sua similaridade quimica com os componentes
encontrados no tecido 0sseo [73], possibilitando a proliferagao de fibroblastos e
osteoblastos. Além disso, a superficie da hidroxiapatita possui a capacidade de
interagir com moléculas de dgua, proteinas e colageno por intermédio de forcas

moleculares do tipo dipolo, induzindo a regeneracao tecidual [74].

Devido ao fato de nao possuir toxicidade, esse material ceramico pode
ser empregado como protese ortopédica, dentdria, componente em filtros
solares e preenchimento cutaneo, reduzindo a visibilidade de veias e tenddes

[75][76].

Nesse trabalho, a hidroxiapatita foi acrescida a matriz de latex natural.
Materiais que possuem a presenca de cdlcio regulam a homeostase desse
elemento no corpo humano, controlando processos inflamatdrios e a

proliferacao de fibroblastos [77].

O ambiente das feridas ¢ conhecido por possuir um pH acido em torno
de 5-6, devido ao acumulo de 4cido latico resultante da hipoxia celular, além do
aumento de oxigénio necessario para as vias metabdlicas durante a cicatrizagao.
Essa acidez presente no seio das lesdes leva a desintegracaio da HA e
consequente liberacao de calcio. Esse processo aumenta a velocidade e eficacia
de cicatriza¢ao das feridas [53], uma vez que a libera¢ao de ions de Ca causa um

efeito de contracao da lesao e sua consequente diminuicao [78].

Além de participar do processo de cicatrizacdo, a literatura suporta que a
hidroxiapatita pode ser utilizada em demais tratamentos da pele, como

correcao de sulcos, preenchimento de cicatrizes e amenizagao de rugas. Sua
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capacidade de induzir a formacgao de tecido conjuntivo e colageno faz com que

esse material tenha aplica¢Oes vidveis no setor estético [79].

2.8. NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

De acordo com a defini¢cao das diversas organizagoes ISO e ASTM, uma
particula com diametro variando entre 1 e 100 nm pode ser considerada como
nanoparticula [80]. Em sua forma nanoparticulada, a prata possui atividade
antimicrobiana em relagdo a um ntimero consideravel de patogenos, incluindo
bactérias, virus e até mesmo alguns protozodrios. Gragas a essa propriedade e a
baixa toxicidade as células humanas, a mesma vem sendo implementada em
uma variada gama de aplicagdes, dentre elas o tratamento de feridas e
infecgdes, odontologia e sistemas de filtragdo, em que a atividade patogénica
pode acarretar em problemas graves a saude [81]. Além disso, a permanente
resisténcia contra antibidticos exige o desenvolvimento de novas estratégias

bactericidas capazes de combater as infec¢des [82].

Por efeito de seu tamanho nanoparticulado, a prata obtém uma maior
area superficial, logo suas propriedades serdo mais pronunciadas e intensas
[83]. AgNPs menores demonstram efeitos antibacterianos mais potentes [84].
Apesar de ainda nao haver consenso na literatura sobre o mecanismo da
atividade bactericida da prata [40], a hipotese mais aceita é de que as
nanoparticulas permeiam a membrana externa da bactéria, formando os
denominados “pits”, locais onde a estrutura primaria da parede celular, ou seja,
cada um dos filamentos de glicano e/ou ramos peptidicos, possam ser afetados
pelas AgNPs. O peptidioglicano (PGN) é uma substancia especifica e essencial
na parede celular de quase todas as bactérias. Sua principal caracteristica
estrutural sao as cadeias lineares de glicano reticuladas por peptideos curtos.
Capazes de destruir as liga¢Oes intermoleculares presentes na parede, as AgNPs

mostram-se como inibidoras eficientes do crescimento bacteriano [84].
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O uso de um agente bactericida junto ao latex é imprescindivel, pois as
bactérias metabolizam muito provavelmente as proteinas presentes no NRL,
permitindo assim a formacao de um biofilme. Como as proteinas sdo essenciais
para a formacao de novos vasos sanguineos, a Ag mostra-se como um material

capaz de evitar a contaminacao do meio [80].

2.9. INFECCAO POR BACTERIAS NO LEITO DA FERIDA E FATORES
QUE INFLUENCIAM NA ADESAO DOS MICRORGANISMOS

Essa secao expde uma revisao sobre a bactéria mais recorrente em lesdes
cutaneas e propriedades dos curativos que afetam a adesao e proliferacao desse

microrganismo.
2.10.  Staphylococcus aureus

A S. aureus é considerada a mais virulenta dentre os representantes de
seu género devido a alta producao de toxinas, além de ser uma das espécies
patogénicas mais corriqueiras. Essa bactéria Gram-positiva apresenta-se na
forma esférica, os denominados cocos, possuindo cerca de 1 micrometro de
diametro. A Figura 5 mostra os cocos formando um aglomerado com aspecto de

cachos de uvas de coloracdo amarelada em razao da produgao de carotenoides

[85].

Diversos estudos indicam que a S. aureus é um dos principais patdégenos
detectados em amostras de sangue oriundas de pacientes queimados
portadores de bacteremia, ou seja, presenga de bactérias na corrente sanguinea,
com letalidade de aproximadamente 30%. O contagio provocado por S. aureus
provoca hipertermia, leucocitose e secregao purulenta, podendo desenvolver

resisténcia contra diversos antimicrobianos, principalmente a penicilina [6]. Por
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esse motivo, o uso de nanoparticulas de Ag foi escolhido para proteger o

ambiente da queimadura contra esse patogeno.

Figura 5: representacdo da formacao do Staphylococcus aureus na superficie de

um material [86].

O estudo realizado por BESSA, 2015 [87] mostrou que dentre um grupo
amostral de 321 feridas, 217 (69,5%) foram consideradas infectadas e uma ou
mais espécies microbianas com importancia clinica foram isoladas delas. Um
total de 28 espécies microbianas diferentes foram isoladas; 44,2% eram Gram-
positivos e 55,8% eram Gram-negativos. As espécies bacterianas mais comuns
detectadas foram a Staphylococcus aureus (37%), seguidas por Pseudomonas

aeruginosa (17%), Proteus mirabilis (10%), Escherichia coli (6%) e Corynebacterium

spp. (5%).

2.11. ADESAO BACTERIANA

Diversos fatores sao responsaveis por ditar como sera a adesao de
microrganismos na superficie dos materiais, tais como a presenca de matéria

organica, temperatura, pH e propriedades como molhabilidade [88].

A molhabilidade é definida como o contato continuo de um liquido com

uma superficie sélida resultante de uma interagao fisica entre ambos. Essa
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caracteristica é importante na andlise de uma vasta gama de aplicagdes. Uma
superficie de molhabilidade consideravel, ou seja, que possua um angulo de
contato entre o liquido e o s6lido menor que 90 graus, € dita hidrofilica e possui
alta afinidade com a dgua [89]. Ja no caso em que o angulo de contato é maior do
que 90 graus, a mesma recebe a denominacao hidrofébica [90]. A Figura 6

representa como ¢é realizada a medida de angulo de contato.

Vapor

Liquido

o

s S\D*I\I do\

Figura 6: representacao esquematica da medigao do angulo de contato [91].

A hidrofobicidade das bactérias afeta diretamente a taxa e intensidade
com a qual a adesdo microbiana acontece, pois as interagdes hidrofobicas
aumentam com o acréscimo das liga¢des/compostos nao polares da superficie.
Portanto, materiais nao hidrofilicos tendem a propiciar a colonizacao, ja que os
mesmos favorecem a aproximagao de bactérias pela eliminacdo da camada de

agua presente na interface [85][88][92].

Quando trata-se de feridas e queimaduras, o exsudato é um liquido que
permite a proliferacdo e adesao bacteriana. Quando parte dessa substancia é
removida, junto a ela sao retiradas bactérias e enzimas protease — ambas
prejudiciais ao processo cicatricial [93]. As enzimas proteases degradam os
fatores de crescimento e proteinas de adesao presentes na matriz extracelular,

quebrando as ligagdes que unem os aminoacidos [94].
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2.12. PRODUCAO DE CURATIVOS ATRAVES DA ENGENHARIA DE
SUPERFICIES

Essa se¢ao exemplifica como as técnicas que englobam a engenharia de
superficies podem se mostrar aliadas importante na produgao de curativos

inteligentes.

2.13. ENGENHARIA DE SUPERFICIES

A engenharia de superficies ¢ uma aliada ao aprimoramento das
propriedades de um material, sejam elas tribologicas, de corrosao ou de
biocompatibilidade [95]. Seu designio € estudar os fendmenos que ocorrem na
superficie ou em regides proximas a ela, com o beneficio de ndao modificar
significativamente o bulk. Além disso, a engenharia de superficies € dividida em
dois grupos majoritarios: o primeiro com formagao de interface (filmes e
revestimentos) e o segundo sem formagao de interface (modificacao superficial)

[96].

No caso dos biomateriais, a superficie ¢ de extrema importancia, pois ira
guiar a maneira como o material serd empregado no meio bioldgico. As
propriedades de suma importancia sao aquelas relacionadas a
biocompatibilidade, topografia, compatibilidade celular e atividade
antimicrobiana [97]. Nesse contexto, os materiais poliméricos utilizados como
biomateriais podem ter suas superficies modificadas por técnicas que utilizam

plasma, como a deposigao fisica de vapor [98].

2.14. DEPOSICAO FiSICA DE VAPOR
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A deposigao fisica de vapor inclui processos que depositam filmes finos
através da remocao de atomos ou moléculas de um alvo solido, que serao

transportadas até o substrato ou amostra a ser revestida.

Essa técnica é efetuada em camaras de alto vacuo a fim de aumentar o
livre caminho médio, distancia média de duas colisdes entre particulas,
garantindo assim a deposicdo de um revestimento homogéneo. Além disso,
baixas pressoes asseguram a boa qualidade da amostra final, uma vez que

diminuem a quantidade de contaminantes na atmosfera de trabalho [99].

2.15. MAGNETRON SPUTTERING

Esse processo faz parte das técnicas de deposicao fisica de vapor e é
responsavel pela deposicao de filmes finos e nanoparticulas em intiimeras
aplicagoes, como revestimentos de alta resisténcia mecanica, biomateriais,
anticorrosivos, decorativos e com propriedades Opticas e elétricas especiais

[100].

Essa técnica permite a deposicao de revestimentos de dtima qualidade
em areas relativamente grandes, proporcionando boa aderéncia ao substrato.
Ademais, esse método é capaz de produzir filmes de estequiometria e
composi¢ao controladas com taxas de deposicao relativamente altas e baixa

presenca de impureza [101].

Nesse procedimento de pulverizagao catodica, o material de um alvo
solido sera removido através do impacto gerado por particulas energéticas e
sua consequente transferéncia de momento [102]. Essa operagao é realizada por
ions de um gads nobre com alta massa atdmica, como o argdnio, pois sao
quimicamente inertes e servirao apenas para arrancar os atomos da superficie

do alvo. A ionizagao ocorre mediante uma diferenca de potencial, que originara
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o plasma (cuja cor é geralmente violeta/azul). Entao, os cations gerados serao
acelerados em direcao ao alvo, bombardeando o mesmo devido a sua tensao
negativa, levando a ejecdo do material constituinte até o substrato (amostra)

[103].

O plasma presente no processo consiste em uma gas ionizado a baixas
pressoes, eletricamente neutro, portanto possui um ntimero equivalente de ions
positivos e elétrons. E importante ressaltar que o alto vacuo é empregado a fim
de que as poténcias empregadas nao sejam demasiadamente elevadas, estando
na ordem de centenas de watts. Caso as pressoes fossem altas, o livre caminho
médio seria pequeno, acarretando no desvio das particulas do alvo. Sendo
assim, as mesmas nao seriam capazes de formar um revestimento uniforme

sobre as amostras.

Os imas localizados proximos ao alvo sao responsaveis por gerar linhas
de campo magnético que se fecham em frente ao mesmo, atuando como
armadilhas de elétrons, que agora irdo percorrer um caminho maior. Dessa
maneira, a taxa de bombardeamento do alvo ird aumentar, gerando um maior

numero de atomos ejetados, propiciando a eficiéncia do processo [99].

A técnica magnetron sputtering é autossustentdvel (uma vez que os
elétrons do plasma vao ionizando mais atomos de argonio), eco-friendly (ja que
nao libera gases nocivos na atmosfera), reprodutivel e versatil (pois podem-se
depositar revestimentos muito ou pouco espessos, dependendo da poténcia

aplicada ao alvo).

A Figura 7 representa como ocorre a deposi¢ao de filmes finos em um
magnetron sputtering e a Figura 8 mostra o equipamento localizado no

Laboratorio de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos da UCS.
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Figura 7: esquema de funcionamento do magnetron sputtering (adaptado de
[104]).

LAY
My

Figura 8: magnetron sputtering localizado no LESTT I — UCS.

2.16. ESTERILIZACAO A PLASMA

A esterilizacdo pode ser definida como um processo fisico ou quimico

que destréi ou elimina microrganismos. Os métodos tradicionais de
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esterilizagao incluem autoclave, gas 6xido de etileno (OE) e irradiacao de raios
gama/UV, que sdo confidveis e bem compreendidos. Contudo, essas técnicas
possuem suas desvantagens. A autoclave pode nao ser adequada para materiais
com baixo ponto de fusdo, como os biopolimeros. Um tratamento de OE ¢é
altamente toxico e até mesmo cancerigeno. A radiacao também pode fazer com
que os materiais sofram alteragdes quimicas e estruturais significantes durante a

esterilizacao [105][106][107].

Devido a sua flexibilidade em relacao ao tamanho e forma do material,
os tratamentos a base de plasma estao ganhando mais visibilidade. O método a
plasma ¢é eficiente na esterilizagao de dispositivos biomédicos e oferece varias
vantagens, pois € um processo rapido e limpo que ocorre em uma ampla faixa
de temperaturas, incluindo a temperatura ambiente [108]. O efeito biocida é
possivel devido a formagao de espécies reativas que atacam sitios nucleofilicos

nos microrganismos, inativando-os [109].

A modificacao aplicada nos curativos através da deposicao por
sputtering pode ser eficaz como um processo de esterilizacao [105],
principalmente devido a presenga do plasma. Além disso, por ser uma técnica
que € realizada em alto vacuo, bactérias aerdbicas tendem a ser desativadas
devido ao fato de nao obterem ATP como fonte de energia. Assim sendo, a
utilizagao do magnetron sputtering mostra-se eficaz para minimizar custos e
tempo em processos industriais, pois o tratamento e a esterilizacao das

amostras ocorrem concomitantemente.
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3. METODOLOGIA

3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

No caso de haver duas ou trés varidveis independentes, como nessa
pesquisa, é recomendado a utilizagdo de um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) [110]. Esse trabalho foi planejado com um DCCR 22, com a
(distancia dos pontos axiais que estendem o delineamento a uma faixa maior de

variaveis) igual a 1,4, conforme mostra a Equacao 1.
(Eq. 1) x = (2k)1/4

Nesse estudo, os pontos axiais representantes dos parametros para a
deposi¢aio de Ag foram escolhidos com base em projetos realizados
anteriormente no laboratorio [111][112][113]. Como o objetivo dessa pesquisa é
produzir nanoparticulas de prata, valores baixos de poténcia (xi, Watts) e
tempo de deposi¢ao (xz, segundos) foram empregados. Os parametros 1 e -1
representam uma faixa escolhida e 0, o ponto médio. A Tabela 2 mostra um

esquema representativo do DCCR utilizado.

Tabela 2: especificacdes do DCCR utilizado nesse estudo. A varidvel xi
representa a poténcia de deposi¢ao em watts e x2 simboliza o tempo de

deposicao em segundos.

Experimento X1 X2 xi’(W)  x2' (s)

1 -1 -1 23 4
1 -1 37 4

3 -1 1 23 10
4 1 1 37 10
5 -1,4 0 20 7
6 1,4 0 40 7
7 0 -1,4 30 3
8 0 1,4 30 12
9 0 0 30 7
10 0 0 30 7
11 0 0 30 7
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As amostras 9, 10 e 11 possuem parametros iguais com o intuito de
calcular o erro. Para a analise estatistica dos dados, utilizou-se o software
Statistica versao 10.0, com confiabilidade de 95 e p = 0,05. Além disso, foram
obtidos o grafico de pareto e a superficie de resposta em relagao a variavel
dependente (angulo de contato), um dos parametros mais importante desse
trabalho e varidveis independentes (poténcia e tempo). A andlise de variancia

(ANOVA) foi efetuada com o método quadratico de duas vias.

3.2. PREPARACAO DOS FILMES DE LATEX NATURAL

O latex natural liquido (Imperial Borrachas Industriais) empregado como
matriz para os curativos foi uma cortesia da empresa Borrachas Vipal. O
mesmo ja havia passado pelo processo de centrifugacao (60%), com o objetivo
principal de diminuir a quantidade de proteinas alergénicas. Além disso, o
polimero € estabilizado com hidréxido de amonio a fim de evitar sua

coagulacao.

Os filmes foram produzidos pelo método de casting, vertendo-se 40mL
de latex em uma placa de Petri. A mesma foi posteriormente inserida em uma

estufa da marca Sanchis durante 24 horas a 65°C, até sua secagem completa.

3.3. DEPOSICAO DE PRATA (Ag) E HIDROXIAPATITA (HA)

A deposigao de prata ocorreu na superficie do filme de latex natural. As
amostras foram inseridas na camara de vacuo do magnetron sputtering,
localizado no Laboratério de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos
I - UCS, que foi posteriormente evacuada até uma pressao de base de 3x107
mbar (alto vdcuo). Em seguida, através de uma diferenca de potencial, gas
argonio (LINDE - pureza de 99,9999%) foi ionizado, formando o plasma. Os

cations de Ar gerados, devido ao fato de possuirem uma carga elétrica positiva,
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sdao atraidos ao alvo de prata (pureza de 99,9%), que estd sob um potencial
negativo e encontra-se a 6 centimetros da amostra. Resultante de uma
transferéncia de momento linear proveniente nessa colisdo, atomos do alvo
serao ejetados e depositados sobre a superficie dos filmes de latex, conforme

parametros presentes na Tabela 3.

Tabela 3: parametros de deposicao da Ag.

Pressdo de trabalno  Poténcia  Fluxo de argbnioc  Temperatura Tempo de
(mbar) DC (W) (cm*/min) (°C) deposicao (s)
3x10° 23240 5 25 4al12

A deposicao de HA ocorreu de maneira semelhante a da prata, dessa
vez utilizando-se um alvo sélido de hidroxiapatita (Macashew Tecnologias,
Brasil, pureza 99,99%), localizado a 5 centimetros de distancia em relagao aos
curativos. O material ceramico foi depositado sobre a amostra de latex natural
contendo as particulas de Ag. A tendéncia de agregacao das nanoparticulas de
prata pode diminuir a intensidade de suas propriedades bactericidas exclusivas
em nanoescala e reduzir a hifrofilicidade da superficie [114][115][116]. Portanto,
com o intuito de evitar esse fendmeno e de prevenir a liberacdo rdpida das
AgNPs, reduzindo sua taxa de toxicidade as celulas humanas e aumentando o
tempo util do curativo [114], a hidroxiapatita foi depositada posteriormente as
particulas metdlicas. Os parametros utilizados na deposi¢ao de hidroxiapatita,
bem como os de prata, foram escolhidos com base em um estudo prévio
realizado no laboratdrio e estdo presentes na Tabela 4. Vale ressaltar que o
objetivo é depositar um revestimento de pouca espessura de HA, a fim de que a
liberacao de Ag nao seja demasiadamente retardada. A taxa de deposicao do
material ceramico € bastante inferior aquela do metal, por isso o tempo de
processo, o fluxo de argonio e a poténcia utilizada sao maiores. Nesse
experimento, o alvo encontrou-se a 5 cm do substrato. A Figura 9 mostra um

esquema representativo da produgdo do curativo.
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Tabela 4: parametros de deposicao da HA.

Pressao de base Poténcia  Fluxo de argbnio  Temperatura Tempo de
(mbar) RF (W) (cm®min) (°C) deposigdo (min)
1x10” 50 22 25 10

Latex centrifugado e 40 mL .
estabilizado com 65°C- 24 horas

hidrdxido de amonio

e enxofre

= . s
Deposicdo de HA Deposicio de Ag
por sputtering por sputtering
L

Figura 9: esquema representativo da produgao do curativo.

3.4. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
3.4.1. ANALISE QUANTITATIVA ELEMENTAR

A analise quantitativa elementar das amostras foi efetuada a partir da

técnica de espectrometria de retroespalhamento Rutherford (RBS), que
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encontra-se no Laboratorio de Implantacao Ionica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Utilizou-se um acelerador de ions do tipo Tandem de 3 MV
com feixe de ions monoenergético de He* de 2 MeV e angulo de deteccao de
retroespalhamento de 165% O objetivo dessa analise foi obter o espectro da
composicao elementar dos filmes, para que a assim a quantidade de Ag fosse
averiguada, bem como a estequiometria do fosfato de calcio. Para isso,
empregou-se 0 uso do software de simulacao SIMNRA 7.02. Diferentemente
das demais andlises empregadas nessa pesquisa, que foram aplicadas aos filmes
contendo Ag + HA, a caracteriza¢ao de RBS foi efetuada com amostras de latex

contendo apenas prata (6) e amostra de latex contendo somente hidroxiapatita

(1).

3.4.2. QUANTIFICACAO DE PRATA E CALCIO POR ICP-OES

A prata e o cdlcio presentes nas amostras foram quantificados por meio da
técnica de espectrometria de emissdao Optica com plasma de argonio
indutivamente acoplado (ICP-OES), utilizando um espectrometro ICP-OES
ICAP série 7200-duo da THERMO SCIENTIFIC do Laboratério de Andlises e
Pesquisas Ambientais (LAPAM) da Universidade de Caxias do Sul. Os métodos
empregados foram o 3120B e o 3030E, descritos no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (SMEWW) 232 edicao (Standard, 2017).
Para essa caracterizacao, realizou-se a dissolucao das amostras em HNOs 65%

(v/v) por 3 h. O ensaio ocorreu a temperatura de 23°C + 5°C.

A lixiviagao de Ag e Ca foi realizada no mesmo equipamento, dessa vez
colocando-se 2,6 gramas de cada amostra em contato com agua Milli-Q®
durante 48 horas a temperatura ambiente. As amostras boiam sobre a agua

devido ao fato de possuirem baixa densidade, fazendo com que apenas o lado
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com revestimento fique em contato com o fluido. A dgua Milli-Q® foi escolhida

em razao de sua pureza, que nao mascara o resultado do ICP.

3.4.3. MEDIDA DO ANGULO DE CONTATO (WCA)

Com a técnica da gota séssil foi possivel medir o angulo de contato dos
filmes, utilizando-se o equipamento goniometro (localizado no LCMAT, sala
201 A do bloco V da UCS, Modelo 300, SEO Phoenix, Coreia do Sul). A fim de
determinar a molhabilidade dos filmes, foram analisadas trés gotas por
amostra, e cada gota foi medida dez vezes. Nesse teste, o liquido empregado foi
a agua destilada. Além disso, o tempo de prateleira das amostras foi mensurado
durante 1, 2, 3 e 52 semanas, com o intuito de verificar a manutencdao da
hidrofilicidade apds 1 ano de estocagem. As amostras foram armazenadas a
temperatura/luz ambiente dentro de uma placa de Petri para evitar parte do

efeito da umidade.

3.4.4. RUGOSIDADE (Ra)

A rugosidade média (Ra) das amostras foi averiguada a partir de
medi¢oes em um perfilometro (112, TaylorHobson, Inglaterra), utilizando-se 3
trilhos de 10mm em 3 diregdes distintas (0°, 45°, 90°). O equipamento encontra-se

no Laboratorio de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos II.

3.4.5. CALCULO DA TAXA DE ABSORCAO DE LiIQUIDO DOS FILMES

A metodologia em questao foi adaptada de ADATI, 2006 [117], que
também procurou estudar a taxa de absor¢ao de filmes que posteriormente

seriam utilizadas como curativos. As massas das amostras foram medidas antes
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e depois (1 e 24 horas) da imersao em solugao salina tamponada com fosfato —
PBS (pH = 7,4). A porcentagem de absorcao do liquido foi calculada de acordo

com a Equacao 2.

massa umida - massa seca

(Eq.2) Taxa de absorc¢ao de liquidos (%) = A soca x 100

3.5. BIOCOMPATIBILIDADE DOS FILMES
3.5.1. CITOTOXICIDADE INDIRETA (MTT)

Inicialmente o meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina / estreptomicina (P/S) foi colocado em
contato com todas as amostras em concentracao de 0,1 g de amostra/mL de

meio durante 24 h a 37°C em 5% de CQO..

Posteriormente, a citotoxicidade foi avaliada pelo método indireto do
ensaio de MTT conforme ISO 10993-12 [118]. Essa técnica é baseada na reducao
do MTT (brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) pela
enzima desidrogenase mitocondrial na formagao de cristais de formazan. As
células 929 foram semeadas a uma densidade de 5x10* células/mL em 100 pL
de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Apos obtencao de confluéncia 70-80%, as
células foram tratadas com a solugao de extragao obtida pela imersdao das
amostras durante 1, 2 e 7 dias. Para o controle negativo, utilizou-se meio
DMEM (10% de SFB e 1% P/S) e para o controle positivo utilizou-se DMSO 5%
(dimetilsulfoxido) a 37°C em 5% de CO:. O meio foi removido e 1 mg/mL de
MTT em meio isento de SFB e P/S foi adicionado aos pogos. As placas foram
incubadas a 37°C durante 2h em atmosfera umidificada com 5% de CO..

Subsequentemente, retirou-se a solugao de MTT e dissolveu-se os cristais de
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formazan em 100 uL de DMSO. Realizou-se a leitura espectrofotométrica a 570
nm em um leitor de microplacas (espectros Me?, Molecular Devices, EUA) e os
resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade. A absorvancia do
controle negativo representou 100% de viabilidade e os valores das células

tratadas foram calculadas como porcentagem do controle.

3.5.2. TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

Para essa andlise, foram utilizados os microrganismos Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) e Escherichia coli. A diluicao do inoculo da bactéria em
solucao salina esterilizada foi realizada de modo a apresentar a mesma turbidez
da escala 0,5 de MacFarland, a fim de obter uma densidade celular aproximada
de 1-2 x 108 UFC/mL. Posteriormente, as placas foram inoculadas com swab

estéril.

No teste de difusao, placas de meio de cultura (Miieller-Hinton) foram
inoculadas de modo uniforme e separadamente com S. aureus e E. coli. Apos,
amostras com 1 centimetro de didametro foram colocadas sobre as placas com o
inoculo. As mesmas ficaram incubadas em estufa bacterioldgica durante 24 h a

37 + 1°C e as zonas de inibi¢ao foram analisadas.

Além disso, foi utilizado o DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), corante
fluorescente que emite a cor azul brilhante, amplamente utilizado para marcar
DNA. Deste modo, apos a incubagao das amostras com S. aureus e E. coli
durante 24 h, os filmes foram retirados e 10 pL de corante fluorescente DAPI
foram adicionados na regidao que ficou diretamente em contato com o
microrganismo. Em seguida, as amostras foram visualizadas em microscopio de
fluorescéncia, considerando a presenga de “pontos” de cor azul brilhante como

indicativo de viabilidade bacteriana.
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3.5.3. DETERMINACAO DE MORFOLOGIA, DISTRIBUICAO
TOPOGRAFICA E PARAMETROS DE ADESAO DE CELULAS 1.929

Para a determinagao de parametros de adesao, distribuigao topografica e
morfologia, células L929 foram semeadas em placas de 6 pocos a uma
densidade de 5x10* células/mL sobre as amostras para as andlises de 1, 2 e 7
dias. Utilizou-se 2000 uL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) sobre os filmes
durante 1, 2 e 7 dias. Posteriormente, fixou-se as células com solucao de
glutaraldeido 3% em PBS (v/v) durante 15 minutos e com etanol 30, 50, 70, 90 e
100% (v/v) durante 10 minutos para cada concentragao, a fim de permitir o seu
manuseio no interior do microscopio eletronico. As amostras foram mantidas

em um dessecador até a realizagao da analise de MEV-FEG.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Os resultados apresentados a seguir estdao relacionados com as amostras
produzidas com base no planejamento experimental. De um total de 11 filmes,
apos a analise estatistica foram escolhidos os 6 que possuem o menor angulo de

contato para as caracterizagoes.

4.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

E imprescindivel que um projeto cientifico, antes de ser iniciado, deva
passar por uma analise de condicdes experimentais a fim de restringir o uso de
verbas, equipamentos e materiais de consumo. Além disso, o tempo disposto
para a realizagdo da pesquisa pode ser drasticamente reduzido quando sao

utilizadas ferramentas para otimizar parametros e indicadores [119] [120].

A andlise estatistica dos dados foi realizada em razao da medida do
angulo de contato, parametro relevante para a pesquisa. Os resultados que

serviram como objeto de estudo sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: resultados de WCA em funcado da poténcia e do tempo de deposicao.

Experimento @ WCA
1(28W4s)  33+£2°
2(37W4s) 37zx1°
3(23W 10s) 23=x1°
4 (37W 10s) 42 +3°
5(20W7s)  38+2°
6 (40W7s)  33+3°
7 (30W 3s)  48+1°
8 (B30W 12s)  75+£3°
9(B0W7s)  78+£2°
10 BOW 7s) 78 £2°
11 B0OW 7s) 78 £2°
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O diagrama de Pareto (Figura 10) compara a relevancia estatistica dos

efeitos principais lineares (L), dos efeitos quadraticos (Q) e dos efeitos das

interacoes.
Vari4vel dependente: Angulo de Contato (°)
Poténcia (W)(Q) | --4,004-
Tempo (s)(Q) | -1,70293
(2)Tempo (s)(L) | 1,191639
1Lby2L | ,5220628
(1)Poténcia (W)(L) | ,3882727
pl=,05

Estimativa de Efeito Padronizado (valor absoluto)
Figura 10: diagrama de Pareto para o angulo de contato em fungao da poténcia

(W) e do tempo (s).

O fator quadratico da poténcia mostra-se como o Unico parametro
influente, pois o seu nivel de significAncia encontra-se acima do valor de p. E
possivel concluir, portanto, que ha uma associagao estatisticamente significativa
entre o angulo de contato e a poténcia aplicada a deposigao de prata. Quando o
coeficiente para um termo ao quadrado é significativo, observa-se que a relagao
entre o fator e a resposta segue uma linha curva [121], assim como demonstrado

nas superficies de resposta (Figuras 11 e 12).
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Variavel dependente: Angulo de Contato (%)
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Figura 11: superficie de resposta para o angulo de contato em fungao da

poténcia (W) e do tempo (s).
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Figura 12: superficie de resposta em 3 dimensdes para o angulo de contato em

funcao da poténcia (W) e do tempo (s).

Observa-se que os menores valores de angulo de contato (regides verde e
amarela) encontram-se entre duas faixas principais de poténcia: 20-23 W e 37-40
W. A explicagao para esse fendmeno baseia-se, em um primeiro momento, no
estado da arte, que suporta que quanto maior forem as nanoparticulas, maior
sera o angulo de contato. Esse fato que pode explicar a diminui¢ao da

molhabilidade conforme a poténcia atinge os 30 W [122]. Poténcias maiores
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acarretam em particulas maiores depositadas sobre o substrato. Contudo, ao
comecarem a se aglomerar, as nanoparticulas de prata formarao nanoclusters,
estado mais estdvel, com carater mais hidrofilico [123][113]. O surgimento
desses aglomerados ocorre provavelmente depois dos 30 W de poténcia, uma
vez que o angulo de contato das amostras diminuiu. Para completar e confirmar
essa hipotese, uma andlise de microscopia eletronica de transmissao deve ser
realizada. Além disso, no caso do experimento realizado nesse trabalho, que
possui baixo tempo de deposicao (4 a 12 segundos), constata-se que esse

parametro nao é influente sobre a molhabilidade da superficie do material.

A fim de dar continuidade as analises dos curativos, foram escolhidas as
6 amostras que apresentaram menor angulo de contato, segundo os
experimentos destacados em vermelho na Tabela 5. A numeracado dos filmes foi

reorganizada conforme apresentado na Tabela 6:

Tabela 6: amostras classificadas como parametros 6timos.

Amostral | Amostra2 | Amostra3 | Amostra4 | Amostra5 | Amostra 6

20W 7s 23W 4s 23W 10s 37W 4s 37W 10s 40W 7s

4.2. ANALISE QUANTITATIVA ELEMENTAR

A andlise de RBS nos filmes proporcionou uma visdao geral da
composicao elementar. Os espectros obtidos mostram um pico referente ao
carbono, componente principal do cis-1,4-poliisopreno, além do nitrogénio e

oxigenio, que estdo relacionados as proteinas e a umidade.

Ja em relagao ao pico de Ag encontrado nesse trabalho (Figura 13), nota-
se que ha muita semelhanga com aquele encontrado em BOIS, 2009 (referente a

amostra Fag20siNaB) [124].
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Figura 13: espectro da amostra 3 (23W 10s) mostrando os picos relacionados aos
elementos presentes: C, N, O e Ag. Nota-se que a simulagao coincide com o
espectro obtido, fruto de uma curva de calibracao prévia em energia dos
elementos. O pico de prata € inserido na “primeira camada” da simulacao,

indicando que a mesma esta na superficie do material.

BOIS et al. afirmam em seu estudo que a amostra intitulada Fag20siNaB
apresenta um agregado de nanoparticulas. Isso ¢ um indicativo de que as
AgNPs desse trabalho podem se encontrar na mesma configuracdo, formando
ilhas. A Figura 14 traz um esquema de como formam-se as ilhas de NPs. A
formacgao de nanoparticulas por sputtering é majoritariamente dependente da
distancia substrato-alvo, tempo e poténcia de deposicao [125]. Se houvesse a
formacao de um filme fino metalico, o pico de Ag apareceria como um plato,

diferentemente da curva estreita obtida nesse trabalho.
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Figura 14: esquema do crescimento das particulas na formagao de filmes finos
produzidos por sputtering (adaptado de [125]). No presente trabalho, ha

indicios de que a configuracao alcangada é aquela presente na figura (e).

A simulagao de espectros de RBS através de softwares como o SIMNRA
possibilita o cdlculo da concentracdo elementar na amostra analisada. A
quantidade de prata depositada em cada curativo foi avaliada e os resultados
encontram-se na Tabela 7. A amostra 2 (23W 4s) mostrou um problema durante
a andlise, por isso nao consta na tabela. Sabe-se que quanto maior o tempo e a
poténcia de deposicdo, maior sera a quantidade de material depositado.
Quando a poténcia aumenta, maior serda a energia do plasma, gerando
quantidades mais significativas de espécies reativas (Ag*) e consequentemente
mais atomos ejetados do alvo [126]. Por sua vez, tempos maiores permitem que
mais particulas sejam depositadas sobre a amostra, aumentando sua
concentracao areal. Essa relagao fica bem explicita ao se compararem amostras

com tempos de deposicao iguais (3 e 5) e poténcias iguais (4 e 5).

Tabela 7: quantidade de prata depositada em cada amostra.

1 (20W 7s) | 3(23W 10s) | 4 (37 W 4s) | 5(37W 10s) | 6 (40W 7s)

4,75 ug/cm? | 8,64 ug/cm? | 5,83 pg/cm? | 31,39 pug/ecm? | 19,73 pg/cm?
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Na analise realizada pelo SIMNRA, uma camada de prata contendo uma
pequena quantidade de oxigénio foi simulada para que as curvas simuladas e
experimentais se sobrepusessem (Figura 13). Essa ocorréncia pode estar
relacionada a incorporagao de oxigénio na superficie do material devido a
umidade, uma vez que as amostras nao foram armazenadas em um dessecador.
Ademais, a formacao de pequena quantidade de 6xido de prata na superficie
das AgNPs pode se desenvolver, como previamente reportado pela literatura
[127]. Esse fendmeno de alta atividade oxidativa das nanoparticulas de prata
gera a oxidagdo parcial das mesmas para ions prata, que pode resultar em
varios efeitos nos sistemas bioldgicos, induzindo citotoxicidade, respostas
imunolégicas e morte celular [128]. fons de prata e 6xido de prata j& foram
eficientemente utilizados contra bactérias tais como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli [129][130], uma vez que os Ag' possuem um potencial
aumentado de toxicidade em relagao a prata metdlica e as AgNPs [128]. Além
disso, pode ocorrer a presenca de proteinas do latex (que contém grupos

oxigenados) ao redor de AgNPs, que auxiliam em sua estabilizac¢do [127][131].

Além de caracterizar a prata presente na amostra, a analise de RBS
permitiu avaliar o fosfato de célcio depositado. A razdao Ca/P da amostra
contendo hidroxiapatita foi calculada, e o valor encontrado foi de 0,7. O

espectro em questdao encontra-se exposto na Figura 15.
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Figura 15: espectro da amostra de latex natural contendo hidroxiapatita,

mostrando os picos relacionados aos elementos presentes: C, N, O e P e Ca.

A razao entre esses dois elementos estd fortemente ligada as
propriedades mecanicas e a taxa de biodegradagao do fosfato de calcio [132].
Conforme visto na literatura [133], A HA possui Ca/P = 1,67 e elevada
resisténcia mecanica, que torna-se inferior nos demais casos de estequiometria,
como Ca/P = 1,57 e Ca/P = 1,87, por exemplo. Todavia, o fator que tem mais
importancia no presente estudo ¢ a liberagao de ions calcio, que em um pH
acido como o do leito da ferida é maior, contribuindo com a funcado terapéutica

de contracao e fechamento o leito da lesao [134].

A literatura ja demonstrou que o fosfato de célcio pode ser empregado
em aplicacdes biomédicas, mesmo quando ndo apresenta a razao Ca/P
estequiométrica (Ca/P = 1,67) [135]. Inclusive, quanto menor a razao molar
Ca/P, mais 4cido e soltivel em 4gua o fosfato de célcio serd, além de ter a taxa de

degradacao maior [136][137], fatores que serdo benignos na aplicacao almejada
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nesse trabalho. Essa diferenca na estequiometria ocorre porque varios
parametros empregados no processo de sputtering modificam as caracteristicas
do material, tais como temperatura, poténcia, tempo e taxa de deposicao.
Pesquisas encontradas no estado da arte, como a da YAMAGUCHI et al., 2006,
afirmam que uma maior poténcia utilizada para gerar o plasma aumenta a
razao Ca/P. Como o célcio possui uma taxa de deposi¢ao baixa, uma poténcia
maior serd capaz de remover esses atomos do alvo com maior eficicia [138]. A
densidade de poténcia utilizada nesse trabalho foi de 2,55 W/cm?, enquanto em
[138] o valor foi de 5,1 W/cm? (tempo de deposi¢ao = 3 horas, pressao de base =

3x10° e pressao de trabalho = 1x10° mbar).

Na literatura, o fosfato cuja razdo Ca/P é 0,7 denomina-se heptacalcico
[139], e a estrutura proposta encontra-se na Figura 16. No corpo, o acido
presente no seio da lesdo € o isomero acido latico L [140], cuja espécie
desprotonada é predominante em um valor de pH acima de 3,08 [141], sendo
que o pH da ferida é de aproximadamente 5. A reagao estimada entre a espécie
desprotonada e o fosfato pode ser observada na Figura 16, obtendo-se o lactato
de calcio como produto. A formagao desse sal impede a acidificagdo excessiva
do leito da ferida, e sabe-se que um pH mais alto exerce efeito inibidor sobre a

adesao de bactérias, como a S. aureus [142].

pH = 3,08 pH =3,08
o 0
, Espécie desprotonada
HO O H PH = 3,08 HO D + H+ |"I'l"\.|.l'|:'l'l'.ﬂr'l.l'.!l" em
—ee - A
s I pH = 3,08
H CH;; H ‘::H3 (pH ferida = 5/6
0 o o o 0 0 0 o o o
| I I I I 9
O -P-0-P-0-P-0-P-0-PF-0 (81" -P-0-P-0-F-0-P-0-F-0 + 14 HO o + 14 H* —=
cats | | | | | Cca®
“o o _ .o o .0 o o o o o H CH
Ca®® Ca" Ca™ Cas"
0 o o 0 0 o fj?
oo +* - R \{k
'a) _ 2 _ OH
D OH-P-0-P-0-P-0-P-0-P-0H 7 ; o " o \)/
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Figura 16: reacao do fosfato heptacalcico com o isdmero acido latico L desprotonado.
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4.3. QUANTIFICACAO DE PRATA E CALCIO POR ICP-OES

A quantificagdo de prata e calcio nas amostras tratadas e sem

revestimento foi realizada por ICP-OES e os resultados encontram-se na Tabela

8.
Tabela 8: quantidade de prata e calcio em cada amostra. O limite de
quantificacdo para a Ag ¢ 0,0093 mg/kg e para o Ca é 0,0440 mg/kg.
Elemento/ | Latex 1 2 3 4 5 6

amostra puro | (20W7s) | (23W4s) | (23W10s) | (37W4s) | (37W10s) | (40W7s)

Prata
(mg/kg) 0,04 26,98 16,46 27,30 22,04 54,84 53,71
ou (ppm)

Calcio
(mg/kg) 39,11 87,61 82,76 95,40 86,24 97,41 82,21
ou (ppm)

Comparando-se esse resultado com aquele obtido para a prata no RBS, nota-
se uma concordancia entre os dados. Na técnica de espectrometria de
retroespalhamento Rutherford, a ordem crescente de quantidade de Ag
(excluindo a amostra 2, que apresentou um problema na hora da medicao) foi a
seguinte: 1-4-3-6-5, enquanto que para o ICP-OES foi 2-4-1-3-6-5. A diferenca
observada é oriunda das metodologias diferentes empregadas nos ensaios.
Como cada membrana produzida possui cerca de 10 g, a quantidade de Ag
presente variara entre 0,16 e 0,48 mg. A pequena quantia de prata na amostra

de latex puro pode ser oriunda da composi¢ao mineraldgica do solo.

Além disso, é importante destacar que o valor de concentracao de prata
nesse estudo estd em concordancia com a literatura, que ja demonstrou que
uma parte por milhdao (1 ppm) ou menos desse elemento é eficaz contra
bactérias [143]. Para corroborar ainda mais com essa constatacdao, o estado da
arte demonstrou que 5-50 partes de prata por milhao € toxico para a maioria das

bactérias, e curativos comerciais como o Acticoat®, Aquacel Ag® e Silvasorb®

61



fornecem concentragoes de 1-100 ppm [144][145]. Esses valores sdao seguros a
saude humana, uma vez que o Enviromental Protection Agency-USA preveé que
doses de 5 mg/Kg de massa corpdrea/dia de prata sdao aceitdveis com
improvaveis riscos, sendo a dose limite de 14 mg/Kg de massa corporea/ dia.
Assim, uma pessoa com massa de 70 Kg em uma dieta regular pode consumir

até 90 mg/dia de prata [146].

J& em relagao ao calcio, é possivel inferir que o latex puro ja possui certa
quantidade desse material em sua composi¢ao devido aos cdtions presentes no
soro B. Apds a deposicao do metal por sputtering, a quantidade do mesmo nas
amostras aumentou, ficando em uma média de 88,605 mg/kg. Os valores
obtidos para todas as condi¢des de revestimento sao parecidos, uma vez que o
parametro utilizado para a incorporagao do Ca foi igual em todas os curativos.

Em cada filme de cerca de 10 gramas, havera uma média de 0,89 mg de célcio.

Apos a obtencao desses resultados, avaliou-se a lixiviacdo de Ca e Ag em
meio aquoso (agua Milli-Q®). A quantificacdo dos elementos encontra-se na

Tabela 9.

Tabela 9: quantidade de prata e calcio no meio apés imersao em dgua Milli-Q¢®.

O limite de quantificagao para a Ag é 0,0093 mg/kg e para o Ca ¢ 0,0440 mg/kg.

Elemento/ Agua Latex 1 2 3 4 5 6
amostra Milli-Q® | puro | (20W7s) | (23W4s) | (23W10s) | (37W4s) | (37W10s) | (40W7s)
Prata 0,00 0,00 0,08 0,06 0,17 0,07 0,07 0,05
(mg/L) ou
(ppm)
Calcio 0,00 0,22 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
(mg/L) ou
(ppm)

Em relacao a liberagao de cdlcio, observa-se que a tinica amostra capaz de
lixiviar o elemento no fluido em questao foi a de latex puro. Isso pode ocorrer

devido ao fato de que o Ca que se encontra intrinsecamente no latex esta sendo
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liberado, enquanto o célcio presente na HA dos demais filmes nao pode ser
detectado, uma vez que sua solubilidade ocorre em meios mais acidos (como o
das feridas) [147]. Como as amostras ficam apenas com o lado tratado em
contato com a agua, o calcio que ja estd no proprio polimero nao consegue

migrar para a superficie quando ha a deposigcao de Ag e HA.

A prata, por sua vez, teve uma média de lixiviagao de 0,066 + 0,011 mg/L
apos 48 horas de imersao em agua Milli-Q¢®, considerando-se as amostras 1, 2, 4,
5 e 6. A amostra 3, porém, mostrou um aumento na liberagdo do metal,
chegando a 0,17 mg/L. Isso pode ter acontecido em decorréncia de que a Ag foi
depositada com baixo tempo e em baixa poténcia, portanto as NPs devem ser
pequenas. Contudo, através da primeira andlise de ICP, observou-se que ela
possui mais prata do que as amostras 1 e 2, demonstrando que ha uma
combinacao de fatores entre tamanho e quantidade de particulas [148].
Resultados similares foram encontrados na literatura, como em amostras
comerciais de tecidos contendo prata em contato com suor sintético (pH 6,5)
[148]. Nesse trabalho desenvolvido por Kulthong et al., 2010, nos tecidos
comerciais cuja lixiviagdo de prata ocorreu entre 0,05 e 0,36 mg/kg, houve
atividade bactericida contra E. coli e S. aureus, o que indica que a quantia de

prata depositada nessa dissertacao esta de acordo com o esperado.

4.4. ANGULO DE CONTATO E RUGOSIDADE

A amostra de latex natural puro apresenta um angulo de contato de 81 =+
1°, que beira um carater hidrofdbico; a rugosidade, por sua vez, apresenta um
valor médio de 426 + 22 nm. No Quadro 1 observa-se que as amostras que
foram revestidas com prata e hidroxiapatita mostraram reducao consideravel

no angulo de contato, bem como um aumento substancial na rugosidade.
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Quadro 1: angulo de contato e rugosidade das amostras contendo Ag + HA (1,

2,3,4,5 e 6) e de latex natural puro.

1 (20W 7s)

2 (23W 4s)

3 (23W 10s)

WCA =38 +2°

Ra =1507 + 28 nm

WCA =33+2°

Ra =2393 + 103 nm

WCA=23+1°

Ra =2589 + 82 nm

4 (37 W 4s)

5 (37W 10s)

6 (40W 7s)

Latex

WCA=37+1°

Ra=1349 + 100 nm

WCA =42+ 3°

_—

Ra=2324 + 180 nm

WCA =33+3°

A

Ra=1481 + 102 nm

WCA=81+1°

Ra=426 +22 nm

Os resultados estao em concordancia com a literatura, que descreve o
aumento da rugosidade e diminuicao do angulo de contato de uma amostra
quando a hidroxiapatita € acrescida a superficie [149][150]. Além disso, a
incorporacao de AgNPs é responsavel por proporcionar o efeito bactericida e
também por aumentar a molhabilidade em uma matriz [151]. As diferengas
observadas nos  angulos oriundas dos  diferentes

podem  ser

tamanhos/dispersoes das particulas na superficie.

Logo, uma vez que a hidrofilicidade estd correlacionada com a melhora
na cicatrizacdo e na regeneracao tecidual [152], as amostras mostram-se
potencialmente positivas para a utilizacao no tratamento de queimaduras com o
intuito de promover cura acelerada [153]. Superficies hidrofilicas sao
responsaveis pela diminuicdo da incrustagao de microrganismos, embora o
aumento da rugosidade possa levar ao aumento da adesao bacteriana

[154][155].

Outro fator importante a ser avaliado é o tempo de prateleira dos filmes

(Quadro 2), ou seja, averiguar por quanto tempo se manterao hidrofilicos. Esse
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teste determina o tempo maximo de armazenamento do curativo antes de sua
aplicagdo no corpo humano. Ha uma tendéncia conhecida que relaciona o
aumento do angulo de contato de um material em fungao do tempo. Esse
fendmeno ocorre em razao do denominado efeito de envelhecimento, que é
proporcionalmente dependente da temperatura, tipo de polimero e umidade

durante a estocagem [156][152].

As AgNPs contidas nas amostras também siao responsaveis pelo
aumento do angulo de contato. Com o passar do tempo, elas tendem a
formacao de agregados maiores, diminuindo a hidrofilicidade [115][116]. Um
dos fatores mais decisivos na formagao de agregados é a exposicao a luz e a
temperatura, que aumentam a taxa de colisdo entre as particulas, promovendo

uma aglomeragao acelerada [157].

Para investigar o efeito de envelhecimento, o angulo de contato das

amostras foi medido ao longo de um ano.

Quadro 2: tempo de prateleira (angulo de contato x tempo) das amostras.

Tempo/
1 semana 2 semanas 3 semanas 1 ano

Amostra
44 + 1° 45 + 2° 53 +1° 68 +2°
54 +1° 57 +1° 74 +1° 76 +1°
42 +1° 54 +1° 84 +1° 81 +2°
60+1° 61 +1° 80+1° 79 + 2°




45 +2° 49 +1° 59 +4° 61 +3°

46 + 4° 46 + 3° 57 +3° 60 + 5°

oy | VN v .

Analisando-se os resultados obtidos, € possivel inferir que ha um
aumento no angulo de contato durante as trés primeiras semanas, como era
esperado, mas os valores mantém-se relativamente estdveis a partir desse

periodo. Essa tendéncia fica melhor explicita no grafico da Figura 17.
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Figura 17: comportamento apresentado pelas amostras durante o
periodo de um ano. Observa-se que apos o primeiro més, os valores de angulo
de contato mantém-se constantes e hidrofilicos. As linhas conectando os pontos

servem como guia para os olhos.

O comportamento apresentado pelas amostras demonstra que estas

mantém o carater hidrofilico mesmo um ano apos sua confec¢do, garantindo
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propriedades ideais para a drea biomédica, uma vez que a alta molhabilidade
evita a adesdo de microorganismos. Considerando-se somente essa andlise,
recomenda-se a utilizagdo das amostras 1, 5 e 6, uma vez que mostraram
melhores resultados. Além disso, é indicado que os curativos sejam
acondicionados longe da exposicao de luz (radiacdo UV) e temperatura, pois

permanecerao com alta molhabilidade por um tempo mais extenso.

4.5. CALCULO DA TAXA DE ABSORCAO DE LIQUIDO DOS FILMES

Ap6s a retirada das amostras do PBS, pode-se perceber visualmente que
as mesmas adotaram um espectro esbranquicado oriundo da absorcao do
fluido. A Figura 18 mostra a diferenca entre o antes e o depois dessa anadlise.
Nota-se que, a principio, os filmes que passaram pelo tratamento de
superficie apresentam coloragao mais escura do que o filme de latex puro
(L), uma vez que ha a presenca de prata e hidroxiapatita, além de estarem

visivelmente homogéneos.

Figura 18: comparacao das amostras antes (a) e depois (b) da analise com
imersao em PBS.
A taxa de absorcao foi calculada e devidamente apresentada no grafico

da Figura 19, que mostra a evolugao do parametro com o tempo.
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Figura 19: porcentagem da absorgao de fluido das amostras em relagao ao tempo

de imersao em PBS. As linhas entre os pontos servem de guia.

E possivel inferir que a taxa de absor¢io aumenta consideravelmente
com o passar das horas, e os valores encontrados apds 24 h estao na faixa
entre 8 — 17%. Ou seja, o curativo serd capaz de absorver de 8 a 17% de seu
peso em massa de exsudato. A absor¢ao do mesmo pela membrana mantém o
nivel de umidade necessario para a cicatriza¢ao e para a induc¢ao da hemostasia,
além de evitar o surgimento de coagulo na superficie da ferida. Esse coagulo é
inconveniente, uma vez que dificulta a proliferagio das células epiteliais,
demandando maior atividade metabdlica e tempo para a cura [158]. A presenca
de HA e das AgNPs pode impedir o liquido de ser absorvido, uma vez que
bloqueiam o caminho da difusao para o interior do material. Resultados
semelhantes ja foram vistos na literatura [159]. Por essa razdo, a amostra de

latex natural puro apresentou a maior porcentagem de absorcao apds 24 horas.

Como o latex nao é um material de alta porosidade quando é utilizado para
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a produgao de artefatos por casting, poderia ser alternativamente empregado na
fabricagao de esponjas e espumas, que absorveriam uma maior quantidade de

exsudato. Esses processos, contudo, sao mais complexos e custosos.

Vale ressaltar que o PBS foi escolhido para ser utilizado nesse teste
devido ao fato de se assemelhar mais aos fluidos corpdreos do que a agua
deionizada, por exemplo, que possui o pH de 5,6 — 6,4 e concentragdes baixa de
eletrdlitos. Os ions presentes na solucdo tampao diminuem o gradiente
osmatico entre o interior da matriz polimérica e o meio, diminuindo a entrada
de dgua na estrutura [160]. Além disso, ndo considerou-se correto liofilizar as
amostras antes dessa analise, diferentemente do que € visto em algumas
metodologias do estado da arte [161][117]), j& que dificilmente os curativos

passardo por esse procedimento previamente a serem comercializados.

4.6. CITOTOXICIDADE INDIRETA (MTT)

Os filmes foram submetidos a testes de citotoxicidade apods
caracterizagao, sendo realizadas trés réplicas de cada ensaio. O resultado do
ensaio de citotoxicidade com MTT referente aos extratos das amostras encontra-

se exposto na Figura 20.
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Figura 20: efeito citotoxico obtido pelo teste indireto MTT dos extratos
comparados ao controle negativo - CN (meio DMEM, 10% SFB e 1% P/S) e ao
controle positivo — CP (meio DMEM, 10% SFB, 1% P/S e 5% DMSO). A linha
pontilhada representa a viabilidade de 70%, valor minimo pela norma ISSO

10993-12.

De acordo com a ISO 10993-12, um material é considerado citotoxico
quando a redugao da viabilidade celular é superior a 30% depois de 24 horas de
exposicao. Comparando-se os resultados dos filmes em pesquisa com a
classificagao dos padroes internacionais, é possivel afirmar que apos o periodo
de 24 horas, a amostra 1 apresenta toxicidade evidente, compativel com o
controle positivo do experimento, e se estabiliza apds 7 dias de incubagao. Por
outro lado, as amostras 3, 4, 5 e 6 mostram-se adequados a sobrevivéncia
celular. A amostra 2 apresentou nas primeiras 24h uma média de valor de
toxicidade entre 60-70%, indicando que esta amostra poderia ser classificada
como segura. Os tempos seguintes de cultivo revelam a recuperagao na

viabilidade celular da amostra 2, situacdo que fica evidente quando
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comparamos com a amostra de controle positivo, a qual continua a apresentar
niveis progressivos de citotoxicidade em relagdo ao tempo. Dentre todas as
amostras, ndao indica-se a utilizacdo do filme 1 como curativo, pois a

citotoxicidade inicial pode causar dano a ferida do paciente.

O efeito citotdxico das NPs esta intrinsicamente associado ao seu
tamanho, quimica e molhabilidade da superficie, formato, distribuicao e
concentracao [162]. Algumas das principais caracteristicas afetadas pelo uso de
parametros distintos no sputtering sao o formato e agregacao das particulas,
mas, principalmente, seu tamanho [125]. Sabe-se que as nanoparticulas
possuem tamanho semelhante aos dos componentes celulares e proteinas, por
isso sao capazes de ultrapassar barreiras e membranas celulares, podendo
causar dano as mesmas. Nesses casos, as AgNPs tendem a diminuir as fungoes
mitocondriais e induzem necrose e apoptose celular [163]. Além disso, elas
podem se deslocar até o sistema circulatério e distribuirem-se através dos
principais 6rgaos do corpo, como o figado, rim e cérebro. Aquelas de menor
tamanho ou que encontram-se em maior quantidade tendem a gerar efeito
toxico mais pronunciado - tanto para células, como para bactérias

[164][165][166].

Esse efeito pode explicar porque as amostras que mostram indicio de
conterem particulas de menor tamanho, ou seja, aquelas que foram depositadas
com tempo e poténcia de deposicao baixos, apresentaram alta toxicidade.
Contudo, no sétimo dia podemos observar um aumento substancial na
viabilidade celular de todos os extratos. Tal fendmeno pode estar baseado em
dois fatores: (1) as células L929 criaram resisténcia as nanoparticulas e
desenvolveram adaptacao ou (2) a hidroxiapatita contida nos filmes auxiliou na

proliferacdo de fibroblastos, mesmo com a presenca da prata.

A hipotese (1) ndo parece ser a mais viavel, pois raros sao os casos

descritos na literatura. Ademais, um trabalho anterior desenvolvido pelo nosso
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grupo de pesquisa mostrou que membranas de latex com a adicao de
nanoparticulas de prata tiveram um decréscimo de viabilidade no sétimo dia de
tratamento com MTT [111][113]. Logo, o pressuposto (2) mostra-se mais
adequado, pois a hidroxiapatita pode contribuir para a proliferacao de
fibroblastos, como ja descrito pelo estado da arte [149]. A fim de corroborar com
essa hipotese, realizou-se um ensaio de MTT com amostras de latex contendo
apenas HA. O resultado apresentado na Figura 21 permite a constatagao de que
a viabilidade celular aumenta no sétimo dia, indicando que o fosfato de calcio
pode sim ser o agente responsavel pela ocorréncia da mesma. Resultados
semelhantes ja foram encontrados na literatura [167]. Um trabalho prévio a essa
dissertacdo de mestrado realizado pelo grupo de pesquisa demonstrou que
amostras de latex natural puro ou contendo apenas prata possuem diminuicao
de viabilidade celular no sétimo dia [113], portanto a hidroxiapatita parece estar

cumprindo a fungao almejada.

Teste MTT - L929

I

100 e

He (o)) (@]
[aw] w=] ]

Viabilidade (%)

-2
[aw]

1 2 7
Tempo (dias)

Figura 21: efeito citotoxico obtido pelo teste indireto MTT do extrato da amostra

de latex + HA comparado ao controle negativo - CN.

4.7 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR
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Ap0s a incubacao das amostras com Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
observou-se que nao houve formacao de um halo ao redor dos filmes, conforme

apresentado na Figura 22 e Figura 23.

Figura 22: amostras plaqueadas com cultura de S. aureus em agar nutriente. (a)

amostras 1, 2, 3 e controle (latex puro) e (b) amostras 4, 5, 6 e controle.

Figura 23: amostras plaqueadas com cultura de E. coli em agar nutriente. (a)

amostras 1, 2 e controle (latex puro), (b) amostras 3, 4 e 5 e (c) amostras 6 e HA

(latex + hidroxiapatita).

A quantidade de prata depositada sobre as membranas parece ser suficiente
para a aplicacdo almejada, uma vez que o estado da arte demonstra que
diferentes curativos podem conter concentra¢cdes de nanoparticulas de prata

entre 1 ug/cm? e 1,34 mg/cm? [168][169][170]. Além disso, o ensaio de ICP-OES
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provou que o metal esta sendo lixiviado em meio liquido com concentragoes
satisfatorias. Contudo, esse resultado por ser um indicativo de que as particulas
de prata tenham dificuldade ao passarem por um processo de lixiviagdo
diretamente para um meio solido, como é o caso do dgar Mueller-Hinton. Esse
fendmeno ja foi observado anteriormente, tanto em um trabalho do grupo de
pesquisa [111][113], quanto na literatura [171]. Conforme demonstra a andlise
de RBS, o fato das nanoparticulas estarem provavelmente agregadas pode
dificultar a liberagdo das mesmas em relagao a matriz, que caracteriza-se como
um material ndao poroso. A aglomeragao das particulas é um processo
energeticamente favoravel, uma vez que diminui sua elevada drea de superficie,

como explicado anteriormente [172].

Contudo, ao retirarem-se as membranas da placa de Petri, visualmente
pode-se averiguar que nao houve uma formacao de colonia bacteriana na regiao
em que os filmes se encontravam. Para corroborar com essa constatagao, a
coloragcao DAPI foi utilizada para detectar a presenca de bactérias sob radia¢ao
ultravioleta. Conforme mostrado na Figura 24 e Figura 25, nao ocorreu o
aparecimento de pontos fluorescentes, indicando que o corante nao encontrou

nenhum DNA ao qual se ligar.

AMOSTRA CONTROLE (LATEX PURO)

Escala: 20 um (aumento de 40x) Escala: 50 um (aumento de 20x)

AMOSTRA COM HIDROXIAPATITA E PRATA
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Escala: 20 um (aumento de 40x) Escala: 50 um (aumento de 20x)

Figura 24: andlise das amostras com coloragao DAPI sob luz UV apds contato

com a S. aureus.

AMOSTRA CONTROLE (LATEX PURO)

Escala: 20 um (aumento de 40x) Escala: 50 um (aumento de 20x)

AMOSTRA COM HIDROXIAPATITA E PRATA

Escala: 20 um (aumento de 40x) Escala: 50 um (aumento de 20x)

Figura 25: andlise das amostras com coloragao DAPI sob luz UV apds contato

com a E. coli.
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Resultados semelhantes ja foram vistos na literatura ao empregar
membranas de latex contra micro-organismos [173]. Essa andlise indica que as
amostras apresentam atividade bacteriostatica, oriunda da prata e do préprio
polimero. As proteinas da borracha natural podem impedir a multiplicagao de
bactérias, como a heveina, rica em cisteina [174][175][176]. Dessa maneira, ao
ser colocado sobre um ferimento, o curativo produzido nesse estudo nao
permitiria que infecgOes se propagassem no leito da ferida, aumentado o tempo

de cura e diminuindo a chance de sepse.

4.8 DETERMINACAO DE MORFOLOGIA, DISTRIBUICAO TOPOGRAFICA E
PARAMETROS DE ADESAO DE CELULAS 1929

Foram avaliadas a adesao, distribuicao topografica e analise morfologica
de células L929 em contato com os filmes. Esses parametros sdo essenciais
quando se trata de biomateriais, pois estdo relacionados a sua

biocompatibilidade.

Na Figura 26, observou-se que houve maior proliferacdo celular na
amostra contendo revestimento, sendo esse fato mais um indicio de que a
hidroxiapatita auxilia na proliferacao de fibroblastos. A membrana de latex, por
sua vez, apresentou uma diminuicao de viabilidade no sétimo dia,
provavelmente devido a sua baixa rugosidade, que nao favorece o crescimento

e ancoragem das células, semelhante ao que ja foi reportado na literatura [177].
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Figura 26: analise de FEG das amostras em contato com os fibroblastos
durante 1, 2 e 7 dias. Para simbolizar as amostras contendo HA e Ag, a nimero

2 foi escolhida.

Além disso, observa-se que a morfologia das amostras com revestimento
possuem uma caracteristica singular em relagdo a amostra de latex natural
puro, como ja visto no estado da arte [178]. Essa configuragao é associada ao

fosfato de calcio, ultima camada a ser depositada.
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A adesao celular é um fator dependente de uma série de parametros dos
biomateriais, como a quimica de superficie e sua molhabilidade. No MEV, os
fibroblastos mais aderentes ao substrato sao aqueles que possuem o citoplasma
mais espalhado, enquanto os com menor adesdao sdo caracterizadas pelo

citoplasma contraido (forma esférica).

Percebe-se na Figura 27 que nas amostras mais hidrofilicas (ou seja,
aquelas que passaram pela deposicao de Ag e HA) as células mostraram pouca
aderéncia, fator positivo para a aplicacdo como curativos. E indesejavel que o
tecido recém-formado seja prejudicado pela remog¢ao da membrana. Um estudo
publicado por Rodrigues et al.,, 2019 demonstra que a linhagem L929 tem
afinidade por substratos poliméricos hidrofobicos [106], estando de acordo com
o resultado encontrado nessa dissertagao. A adesdao na amostra de latex puro
nao parece ser grande, mas vale frisar que as células, nesse caso, tiveram a
menor viabilidade celular dentre todos os filmes. Isso pode ser um indicio de
que um processo de lise estd ocorrendo, devido a liberacao direta de proteinas
para as células L929. Resultados semelhantes ja foram vistos na literatura, onde
elastomeros feitos a partir de latex apresentam lise maior em relagao aos que

nao sao produzidos com esse material de origem natural [179][180].
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Figura 27: analise de FEG das amostras em contato com os fibroblastos.
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Conclui-se, portanto, que as amostras produzidas nesse trabalho
possuem um aumento de proliferagao celular com o passar do tempo e nao
mantém um alto grau de adesdo, caracterizando os filmes como ideais para a

aplicacao biomédica desejada.
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5. CONCLUSOES E ETAPAS FUTURAS

Com base nas andlises nesse trabalho, é possivel concluir que todas as
amostras que tiveram prata e hidroxiapatita depositadas em sua superficie
cumpriram com os requisitos basicos de um curativo (apresentados na secao

2.4):

1) Prover um ambiente umido, mas nao saturado, a fim de melhorar o
processo de cicatrizacao;
2) Absorver certo volume de exsudato da ferida, que estimula o

crescimento de bactérias;

Os fatores 1 e 2 foram comprovados pela andlise de absorc¢ao de fluido,
que mostrou uma absorc¢ao de até 16% de PBS. Esse valor esta de acordo com a
literatura, e permitirda com que certa quantia de exsudado da ferida seja

removido, sem deixar, contudo, o leito da lesao ressecado.
3) Fornecer atividade antimicrobiana eficaz e de maneira controlada;

O teste de difusao em halo e posterior andlise com coloracdo DAPI
mostrou que as amostras sdo bacteriostiticas, uma vez que as prdprias
proteinas do latex e a prata possuem atividade contra microrganismos. Assim
sendo, as membranas nao permitirdao a proliferacdo de bactérias na darea

lesionada.
4) Nao apresentar toxicidade as células humanas;

O ensaio de viabilidade celular MTT provou que todas as amostras
(excluindo a nuimero 1) podem ser aplicadas no corpo, uma vez que nao
prejudicam os fibroblastos; na verdade, a proliferacio dos mesmos é maior
devido a hidroxiapatita. A viabilidade esta relacionada, principalmente, ao

tamanho e quantidade de nanoparticulas presentes nas membranas.
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5) Nao promover aderéncia ao tecido recém-formado.

A andlise por MEV mostrou que as células L929 nao possuem boa
aderéncia sobre as membranas, pois as mesmas sao hidrofilicas, dificultando
sua ancoragem. Entretanto, a proliferacao celular foi evidente com o passar do
tempo, indicando que o curativo auxiliard na reprodugao tecidual e na remogao

do mesmo sem que haja dano ao tecido recém-formado.

Outras considera¢des foram feitas nesse trabalho, como o tempo de
prateleira, que mostrou que os filmes mantém-se hidrofilicos mesmo um ano
apos sua producao. Por sua vez, a andlise estatistica comprovou que a poténcia
de deposicao é o fator crucial que determina a molhabilidade dos curativos.
Além disso, a andlise de RBS propiciou o célculo da razao Ca/P da HA: 0,7,
indicando a formacao de fosfato heptacalcico. Esse valor implica em uma
facilidade da decomposicao do ceramico no leito acido das feridas, onde terd
funcdo de auxiliar na proliferacao de fibroblastos. Ademais, a reagdo quimica
proposta entre o fosfato e o acido latico L prediz a formacdao de um sal que
aumentard o pH da lesao, evitando acimulo de bactérias na regiao. Pela andlise
quantitativa elementar também foi possivel inferir que a prata apresenta-se em
uma possivel configuracao de aglomerados e encontra-se na superficie das

amostras.

Futuramente, serao efetuadas caracterizacdes complementares para
estudar de maneira ainda mais efetiva o material, como a microscopia
eletronica de transmissao e ensaios in vivo.

Conclui-se, portanto, que os resultados aqui presentes corroboram com a
hipotese de que o acréscimo de hidroxiapatita e prata na superficie de latex
natural é um tratamento eficiente para a aplicagio do mesmo na industria
biomédica. Os objetivos desse estudo foram cumpridos, uma vez que
obtiveram-se curativos hidrofilicos, nao citotdxicos e bacteriostaticos. Atraveés

dos resultados de todas as andlises realizadas, recomenda-se o uso prioritario
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das amostras 5 e 6 na biomedicina, pois mantém-se com angulo de contato mais
baixo mesmo ap6s um ano de armazenamento, além de possuirem viabilidade

celular superior a 70% durante o periodo de 1 a 7 dias de uso.
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