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LUSTOSA, AKK. M. F. Desenvolvimento de géis formulados com nanoparticulas de
prata sintetizadas in situ contendo goma de cajueiro ftalada ou natural para aplicacéo
como agente antimicrobiano e cicatrizante. Tese (Doutorado em Biotecnologia). 69 f.;
Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia. RENORBIO/UFPI, 2017

RESUMO

Com o advento da nanotecnologia, as nanoparticulas de prata (AgNPs) vém se destacando por
suas inumeras propriedades no campo da éptica, catalise e especialmente, devido as suas
propriedades antimicrobianas e cicatrizantes. Tais nanoparticulas vém sendo sintetizadas
pelos mais diferentes tipos de rotas, podendo ser utilizados produtos naturais, como as gomas
exsudadas, como agente estabilizante da solucdo coloidal. Deste modo, 0 objetivo deste
trabalho foi desenvolver geis formulados com nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas in
situ em hidrogel de carboximetilcelulose (CMC) contendo goma de cajueiro natural (NCG) ou
goma de cajueiro ftalada (PhCG) e avaliar suas atividades antibacterianas e cicatrizantes.
Primeiramente, a goma de cajueiro isolada sofreu uma reagdo com anidrido ftalico sendo que
a modificacéo na estrutura da goma foi confirmada por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). As AgNPs foram preparadas in situ durante a fabricagdo do
hidrogel contendo CMC e glicerina, utilizando como agente redutor borohidreto de sddio
(NaBH,), na razdo molar de 1:6 em relacdo ao nitrato de prata. Deste modo, foram produzidos
um hidrogel contendo AgNPs com goma de cajueiro natural (NCG-AgNPs) e outro contendo
AgNPs com goma de cajueiro modificada (PhCG-AgNPs). Um gel sem a presenca de prata e
goma de cajueiro, para servir de controle (base do hidrogel), também foi confeccionado. O
estudo reoldgico caracterizou 0s géis como ndo newtonianos e pseudoplasticos. Para
caracterizacdo das AgNPs utilizou-se: espectroscopia de UV-vis em que a banda méxima para
NCG-AgNPs e PhCG-AgNPs foi de 408 e 404 nm, respectivamente; Andlise de Rastreamento
de Nanoparticulas (NTA) onde os compositos apresentaram tamanho médio 119,745 e
concentracdo de 6,36 x 10" particulas/mL (NCG-AgNPs) e tamanho médio 123,8+8,9 nm
com concentracdo de 4,03 x 10 particulas/mL (PhCG-AgNPs); Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET), que determinou a morfologia das AgNPs nos hidrogéis formados,
observando-se a formacdo de AgNPs triangulares, duplos triangulos e hexagonos para NCG-
AgNPs além de nanos esféricas, quadradas e agregados de esferas irregulares para PhCG-
AgNPs; e espectroscopia por energia dispersiva (EDS) que confirmou a presenca da prata e a
formacéo das nanoparticulas. Para estudar o efeito antimicrobiano dos hidrogeis foi utilizado
o teste de contato direto e a determinacdo das concentrages inibitorias e bactericidas minimas
(CIM e CBM) sobre as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
Constatou-se excelente atividade antimicrobiana pela observacdo de inibicdo de crescimento
bacteriano sob ambos os géis, inclusive com formac&o de halos de inibi¢cdo, além de reduzidos
valores de CIM e CBM. Por exemplo, o gel de PhCG-AgNPs sobre P. aeruginosa promoveu
uma CBM de 0,84 pugAg/mL. Para a avaliacdo da atividade cicatrizante, foi utilizado um
modelo de ferida cirargica em dorso de ratos, sob as quais foram aplicados os hidrogéis com



NCG-AgNPs ou PhCG-AgNPs um gel de CMC e glicerina foi utilizado como controle.
Foram realizadas medidas do ferimento (altura e largura) no 0°, 4°, 7° e 14° dias. A
formulacdo com PhCG-AgNPs mostrou significante efeito cicatrizante no 4°, 7° e 14° dias.
Ja a formulacdo com NCG-AgNPs promoveu uma tendéncia a cicatrizacdo no 4° dia e um
resultado significativo em relagdo ao grupo controle no 7° dia. As caracterizagcbes dos
hidrogéis produzidos com AgNPs sintetizadas in situ atestaram a eficiéncia desta rota de
sintese. Os hidrogéis com AgNPs promoveram excelente atividade antibacteriana além de
apresentarem potencial efeito cicatrizante.

Palavras-chave: Goma de cajueiro ftalada. Sintese in situ. Nanoparticulas de prata.
Atividade antimicrobiana. Cicatrizagao.
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ABSTRACT

With the advent nanotechnology, silver nanoparticles (AgNPs) have been highlighted due to
their innumerable properties in the fields of optics, catalysis and specially, due to their
antimicrobial and healing properties. Such nanoparticles have been synthetized in the most
diverse ways, using natural products as raw materials, like exuded gums as colloidal
solution’s stabilizing agent. Therefore, the aim of this work was to develop gels formulated
with silver nanoparticles (AgNPs) synthetized in situ in carboxymethylcellulose hydrogel
containing natural cashew gum (NCG) or cashew phthalated gum (PhCG) and to evaluate its
antimicrobial and healing activities. Firstly, isolated cashew gum reacted with phthalic
anhydride with modifications on the structure being confirmed by Fourier Tranform Infrared
(FTIR). The AgNPs were prepared in situ during the hidrogel’s production containing CMC
and glycerin, having sodium borohydride (NaBH,) as a reducing agent, on the molar ratio of
1:6 in relation to the silver nitrate. Thus, a hydrogel containing AgNPs with natural cashew
gum (NCG-AgNPs) and another one containing AgNPs with modified cashew gum (PhCG-
AgNPs) were produced. One without silver and cashew gum, serving as control (hydrogen
base), was also made. The rheology study characterized the gels as non-newtonian and
pseudoplastic. For the AgNPs characterization, a UV-vis spectroscopy was used in which the
maximum band for NCG-AgNPs and PhCG-AgNPs was of 408 and 404 nm respectively;
Nanoparticle Tracing Anslysis (NTA) in which the compounds exhibited medium size of
119,745 nm and concentration of 6,36 x 10*° particles/mL (NCG-AgNPs) and medium size of
123,8+8,9 nm and concentrarion of 4,03 x 10%° particles/mL (PhCG-AgNPs); Transmission
Electron Microscopy (TEM) was used to determine the AgNPs morphology within the
hydrogels, which exhibited triangular formations, double triangles and hexagons for NCG-
AgNPs and nano spherical, square and aggregated irregular spheres for PhCG-AgNPs; and
energy dispersive spectroscopy (EDS) which confirmed the presence of silver and the
formation of nanoparticles. To study the antimicrobial effect of the hydrogels, the direct
contact method was used and the measure of the minimal inhibitory and minimal bactericide
concentrations (MIC and MBC) on the Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
were determined. Excellent antimicrobial activity was found by observing growth inhibition
on both gels, with the formation of inhibition halos, in addition to reduced values of MIC and
MBC. For instance, the PhCG-AgNPs gel exhibited a MBC of 0,84 pugAg/mL. For the
evaluation of the healing activity, the rat surgical wound model was used. The NCG-AgNPs
and PhCG-AgNPs hydrogels were applied on the wounds. A CMC and glycerin gel was used
as control. Wound measure procedures were performed (height and width) on the 0°, 4™ 7"
and 14" days. The formulation with PhCG-AgNPs showed significant healing effect on the



4™ 7™ and 14™ days. On the other hand, the oformulation with NCG-AgNPs exhibited a
tendency for healing on the 4™ day and a significant result in relation to the control group on
the 7" day. The characterization of the hydrogels produced with AgNPs synthetized in situ
attested the efficiency of this synthesis pathway. The hydrogels with AgNPs showed excellent
antibacterial activity besides exhibiting potential healing effect.

Keywords: Cashew phthalated gum; in situ synthesis; silver nanoparticles; antimicrobial
activity; healing.
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1 INTRODUCAO

Historicamente a prata tem sido utilizada para os mais diferentes fins, sendo
considerada superior a outros metais em muitos campos (AHMED et al.,, 2016). O
desenvolvimento de dispositivos biotecnoldgicos contendo prata se da, dentre outras coisas,
pela sua eficiéncia no tratamento de feridas, queimaduras, infeccdes, e uso em materiais
médico-hospitalares, agindo contra um grande espectro de patdgenos (RAI; YADAV; GADE,
2009). Embora seu mecanismo de acdo ndo seja totalmente compreendido, existe uma eficacia
bem estabelecida quanto ao seu uso (KENDALL; KENDALL; REHFELDT, 2011; NAM et
al., 2015). Levando em consideracdo que a cada dia o arsenal de medicamentos vem sendo
limitado em virtude da capacidade das bactérias patogénicas de resistir a agentes
antibacterianos, o desenvolvimento de novos produtos traz a necessidade de outras formas de
apresentacdo da prata como agente antimicrobiano (HANH et al., 2016; HUH; KNOW,
2011).

Avancos na nanotecnologia nos permitem produzir prata pura, na forma de
nanoparticulas, definidas como dispersdes com um tamanho entre 1-100 nm (KEAT et al,
2015) que sdo mais eficientes do que os ions de prata (LARA et al., 2010). Podem ser
dissolvidos em um ambiente liquido que impede a sua aglomeragdo ou em uma matriz que usa
sistemas de suporte de farmaco especiais, como no caso da fabricagdo de nanoparticulas in
situ que utiliza polimeros como agentes estabilizantes e que apresentam caracteristicas
interessantes para pesquisa como microbicidas sem falar na sua melhor eficacia em pequenas
doses, menor toxicidade e menos efeitos colaterais (LARA et al., 2011; MISRA et al., 2011).

O potencial das nanoparticulas de prata associadas aos géis que sdo tradicionalmente
utilizados no tratamento de feridas tem sido bastante investigado (THOMAS et al., 2011,
YANG et al., 2011; PRUSTY e PARIDA, 2015). A carboximetilcelulose, por exemplo, € um
polimero que forma um hidrogel amorfo e tridimensional bastante apropriados para a
producédo in situ de nanoparticulas do que a maioria dos sistemas aquosos (DAS et al., 2015).
As nanoparticulas podem ser incorporadas na matriz do hidrogel apenas sendo misturadas
com o gel pré-formado ou adicionadas durante o processo de gelificacdo (HEBEISH et al.,
2013). Esses hidrogeis podem servir como um reservatorio para liberacao sustentada de ions
de prata além de manter um ambiente umido para auxiliar na cicatrizagdo de feridas (DAS et
al., 2015).

Baseado na potencialidade de associar metais aos polimeros, a goma de cajueiro (GC),

que é um heteropolissacarideo, abundante na Regido Nordeste do Brasil, com histérico como
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agente anti-inflamatério e cicatrizante (SCHIRATO et al., 2006), agente antibacteriano
(CAMPOS et al.; 2013) e imunomodulador (YAMASSAKI et al., 2015), foi associado a
carboximetilcelulose com intuito de promover propriedades sinérgicas quanto aos resultados.

Algumas modificacGes na estrutura quimica foram realizadas com a goma do cajueiro
com objetivo de se obter caracteristicas diferenciadas e novas propriedades, podendo destacar
as reacdes de carboximetilagdo (SILVA et al., 2006); oxidacdo (CUNHA et al., 2007),
sulfatacio (MOURA NETO et al., 2011), acetilacio (PITOMBEIRA et al., 2015) e
quaternizacdo (QUELEMES et al., 2017).

O presente trabalho tem como objetivos desenvolver géis formulados com
nanoparticulas de prata sintetizadas in situ contendo goma de cajueiro natural (NCG) ou goma

de cajueiro ftalada (PhCG) e avaliar suas atividades antibacterianas e cicatrizantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver géis formulados com nanoparticulas de prata sintetizadas in situ contendo
goma de cajueiro natural (NCG) ou goma de cajueiro ftalada (PhCG) e avaliar suas atividades

antibacterianas e cicatrizantes.

2.1 Objetivos Especificos

v Promover a modificacdo quimica da goma de cajueiro utilizando anidrido ftalico;

v Desenvolver géis com nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas in situ
contendo goma de cajueiro ftalada ou natural;

v' Confirmar a formacdo das AgNPs nos géis pelas seguintes técnicas de
caracterizagdo: [Espectroscopia de Uv-vis, Andlise de Rastreamento de
Nanoparticulas (NTA), Microscopia Eletrébnica de Transmissdo (MET),
Espectroscopia por Energia Despersiva (EDS).

v’ Realizar reologia dos géis com nanoparticulas de prata estabilizadas com goma de
cajueiro natural (NCG-AgNPs) e com goma de cajueiro ftalada (PhCG-AgNPs);
v'Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos géis com nanoparticulas de prata
estabilizadas com goma de cajueiro natural (NCG-AgNPs) e com goma de cajueiro

ftalada (PhCG-AgNPs);

v' Avaliar a atividade cicatrizante in vivo dos géis com nanoparticulas de prata
estabilizadas com goma de cajueiro natural (NCG-AgNPs) e com goma de cajueiro
ftalada (PhCG-AgNPs);
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4 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Nanotecnologia

A palavra “nano” vem do latim “nanus” e ¢ utilizada para denominar estruturas de
dimensdes nanométricas. O termo “nanotecnologia” surgiu em 1974, quando Nori Taniguchi,
em uma apresentacdo intitulada “On the Basic Concept of Nano-Technology”, propds um
novo campo em escala submicrométrica, definindo a “nanotecnologia como um processo de
separacdo, consolidacdo e deformagdo dos materiais &tomo por atomo ou molécula por
molécula” (SHEW, 2016). Atualmente ndo hd uma definicdo padronizada para o termo,
porém uma definicdo abrangente, simples e aplicavel para as ciéncias naturais e da saude,
define a nanotecnologia como o entendimento e o controle da matéria em dimensdes ente 1 a
100 nm (FDA, 2014).

A “nanomedicina”, naturalmente, tem seu conceito derivado da nanotecnologia,
podendo ser definida como a ciéncia e tecnologia usada no diagndstico, tratamento e
prevencdo de doencas, no alivio da dor, na preservacdo e melhoramento da saide humana,
usando ferramentas e conhecimentos moleculares (HOFMANN-AMTENBRINK et al., 2014).
No entanto, mais importante do que o conceito, a nanomedicina € um campo que tem atraido
a atencdo de pesquisadores, agéncias reguladoras de saude e do publico por traduzir a
pesquisa basica nanotecnologica em aplicacGes clinicas, especialmente, ao gerar produtos
mais seguros e eficazes quando comparados com os disponiveis no mercado (SATALKAR,;
ELGER; SHAW, 2015).

Tratando-se dos sistemas de liberacdo de fA&rmaco, a reducdo para escala nanomeétrica,
produz um grande impacto nas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas desses sistemas
(OTTO; DE VILLIERS, 2009), podendo: melhorar a solubilidade de farmacos,
consequentemente, sua dissolucdo e biodisponibilidade (MERISKO-LIVERSIDGE, 2015);
diminuir a dosagem do farmaco, reduzindo também seus efeitos toxicos (XU et al., 2015);
otimizar a reologia de formulacBes liquidas e semi-solidas (CHAYKAR; GOHARPEY;
YEGANEH, 2016); promover maior penetracdo transdérmica de farmacos veiculados em
formulacdes topicas (AL-KASSAS et al., 2016).

Os polimeros, tanto naturais como sintéticos, despontam como pegas bésicas para o
desenvolvimento farmacotécnico de nanoformulagdes, como nanoparticulas, nanoemulsoes,
nanoggéis, nanocapsulas, nanofibras, nanotubos (TANG et al., 2015). Em particular, esses

polimeros sdo fundamentais para o desenvolvimento de sistemas sitio-especificos,
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possibilitando por exemplo a liberacdo do farmaco dependente do pH (DONG et al., 2016); da
temperatura (ABREU et al., 2016); de um agente etioldgico, como Helicobacter pylori (LIN
et al., 2013), ou de uma parte especifica de um 6rgao, como o célon (LU; CHEN; QIU, 2016).

Tem-se desenhado um panorama mundial com o crescimento cada vez maior € com
maiores investimentos em pesquisas que envolvem estudos com nanomateriais. Na ultima
década a producdo cientifica relacionada a nanociéncia mais que triplicou. O Brasil tem
avancado consistentemente no desenvolvimento de a¢des estando entre 0s 25 primeiros no
ranking geral de producdo cientifica e na 20° posicdo em termos do nimero de trabalhos
cientificos publicados e indexados (ABDI, 2010). A nanotecnologia representa, portanto, uma

nova revolugdo para todas as areas da ciéncia.

3.2 Nanoparticulas de prata

Shankar (2016) afirma que as nanoparticulas sdo o alicerce fundamental da
nanotecnologia em virtude delas possuirem as mais variadas aplicacdes nos campos da fisica,
quimica, eletronica, Optica, ciéncias de materiais, robotica e ciéncias biomeédicas. Existem
diferentes tipos de nanoparticulas como ouro, prata, cobre, ferro, platina, zirconio, titanio e
paladio. Entre todas estas, as nanoparticulas de prata e de ouro sdo as mais encontradas na
literatura (AHMAD et al., 2015; CATAURO et al., 2004; KORRAPATI et al., 2016;
SHANKAR et al., 2016).

As nanoparticulas destes metais possuem propriedades magnéticas, opticas, eletronicas
e cataliticas diferentes do material que as originou devido a sua maior area superficial em
relacdo ao volume. As nanoparticulas metélicas, como ouro e prata, mostram cores diferentes
devido ao fenbmeno de ressonancia plasmatica, que € uma oscilacdo de elétrons livres destas
nanoparticulas em ressonancia com a frequéncia da luz mostrando bandas plasmaticas que
podem esta entre 390- 420nm, se observada na regido do Ultra violeta-visivel (UV-vis) e
infravermelho (FIRDHOUSE; LALITHA, 2015).

As nanoparticulas de prata despertam um particular interesse pela sua estabilidade
quimica, boa condutividade, grande area superficial e propriedades bioldgicas impares.
Atualmente s@o utilizadas em mais de 200 produtos de consumo incluindo roupas,
medicamentos e cosméticos (AHMED et al., 2016). Tem sua aplicacdo consagrada na
fabricacdo de biossensores (NAM et al., 2015), agentes cicatrizantes de feridas (KIRUBA et
al., 2010), na implantacdo de cateteres para reduzir infeccbes (CRABTREE et al., 2003),
fabricacdo de sondas de peptideos (ANANTH et al., 2011), terapia contra o cancer (KAJANI
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et al., 2014) e utilizacdo de testes de diagnosticos extremamente sensiveis (HAINFELD et al.,
2014). Sdo amplamente utilizadas na engenharia de tecidos (MCGILLICUDDY et al., 2016),
para sanitarizacdo de embalagens (BERNI NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008),
fabricacdo de sensores quimicos (TAN et al., 2004), dispositivos 6pticos (SCHMIDL et al.,
2015; TAN et al., 2004), produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (KOKURA et
al., 2010), na medicina, usado no segmento de imagens diagnosticas (CORMODE et al.,
2010), como antifungicos (TUTAJ et al., 2016), deteccdo da entacapona dos farmacos
antiparkisonianos (BAGHAYERI et al., 2016), como modelo de entrega de farmacos (LIU et
al., 2008; NAYAK et al., 2016) e agente antimicrobiano (DURAN et al., 2016).

Devido as nanoparticulas serem muito pequenas e termodinamicamente instaveis,
torna-se necessario estabiliza-las mediante adicdo de estabilizantes. A estabilizacdo
eletrostatica ocorre atraves de espécies carregadas, como cations e anions, que se adsorvem a
superficie das nanoparticulas. J& a estabilizacdo estérica, ocorre através do uso de grupos
volumosos (AIKEN; FINKE, 1999). Além disso, a escolha adequada do material de protecao
também pode fornecer uma barreira para neutralizar a atracdo entre as nanoparticulas, devido
a interacdo das forcas de van der Waals (FONSECA; SOUZA, 2002), evitando que as
mesmas se aglomerem.

Diante disso, diversos métodos tém sido sugeridos para a sintese das nanoparticulas de
prata como método quimico (SUN et al., 2014), baseado na reducdo quimica de sais de prata;
métodos fisicos (JIANG et al., 2012; KIM et al., 2007), eletroquimicos (BOLDYREYV, 2002),
fotoquimicos (NATSUKI; NATSUKI; HASHIMOTO, 2015) e recentemente métodos
bioldgicos (AHMED et al., 2016). A sintese de nanoparticulas de prata pelo método bioldgico
pode utilizar microorganismos (SUNKAR; NACHIYAR, 2012), enzimas (SCHNEIDEWIND
et al., 2012), extrato de plantas (MOHANPURIA; RANA, 2008), gomas (RASTOGI et al.,
2014), dentre outros.

3.3 Sintese de nanoparticulas de prata

Os processos de sintese, caracterizacdo, producao e aplicacbes ganham cada vez mais
espaco e esforcos diferenciados a fim de produzir nanoparticulas de prata com novas funcoes
e propriedades reforcadas, sendo de primordial importancia que sejam facilmente produzidas
e de baixo custo. E que a sintese seja eficiente, e que tenha uma potencial aplicacdo com o
minimo de efeitos toxicos (AHMED et al., 2016; CONTE et al., 2016).
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De uma forma geral, as nanoparticulas podem ser obtidas através de duas abordagens:
bottom up e top down (Figura 01). Na abordagem bottom up, as nanoparticulas podem ser
sintetizadas usando rotas quimicas e bioldgicas em que, através do controle do
comportamento intramolecular de moléculas ou estruturas desenhadas e/ou sintetizadas, essa
manipulacéo dos atomos ou das moléculas permita formar nanoestruturas. Neste processo ha
formacdo de novos nucleos que crescem em uma particula em escala nano, enquanto que a
abordagem top down, padrdes a partir de partes maiores, sdo criados, ou seja, 0 metal é
decomposto em finas particulas por reducdo de tamanho por técnicas litograficas como, por
exemplo, nas rotas fisicas que incluem trituracdo, moagem por esferas, pulverizacao catodica,
decomposicdo térmica e ablacdo térmica e a laser (CHO; CHOOQO; JOO, 2005; KEAT et al,
2015; KELSALL; HAMLEY; GEOGHEGAN, 2005; MOHANPURIA; RANA, 2008)

Sintese de Nanoparticulas pelos Métodos “Bottom up” e “Top down”

/

Atomos / Finas
Moléculas Nucleo Manoparticulas Bulk particulas

Figura 01- Sintese de nanoparticulas pelos métodos bottom up (a) e top down (b).

Pela sintese fisica as nanoparticulas de prata sdo formadas por evaporacdo ou
condensacdo, em busca de um melhor desempenho, menor gasto de energia e maior
estabilidade. Novos métodos tem sido desenvolvidos como o de decomposicao térmica para
sintetizar nanoparticulas em p6 (VARADARAJAN, 2007), sintese de nanoparticulas (NPs)
usando aquecedor de ceramica ou pelo método ndo convencional onde as Nanoparticulas de
Prata (AgNPs) sdo sintetizadas diretamente do metal por pulverizagdo catddica
(SHARANOVA et al., 2015).

A sintese bioldgica tem como objetivo prevenir os danos a natureza, minimizando ou
eliminando o uso de substancias perigosas para 0 meio ambiente, como solventes organicos; e
possibilitando o uso dos principios ativos em quantidades menores (ALEXANDER et al.,
2016). Essa rota de obtengdo tem crescido em maior escala se comparada as rotas quimica e

fisica. Para sintese biologica, basicamente, sé é necessario o uso do solvente, normalmente
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agua, do agente redutor e do agente estabilizador (AJITHA et al., 2016) e seu grande
diferencial é o fato de ndo provocar contaminacdo no meio ambiente além de ser um processo
rentavel, que pode ser reproduzido em larga escala e ndo precisa utilizar altas temperaturas,
pressdo elevada ou grande gasto de energia (AHMED et al., 2016).

A sintese bioldgica pode ser realizada por varias rotas como exemplo, utilizacdo de
algas (SHANKAR et al., 2016), acucares (MALLMANN et al., 2015), caules
(SATHISHKUMAR et al.,, 2009), sementes (BONATTO; SILVA, 2014), gomas
(VELUSAMY et al., 2015), rizomas (KAYALVIZHI, RAVIKUMAR,;
VENKATACHALAM, 2016) e extratos de plantas como Rosmarinus officinalis (GHAEDI et
al., 2015), Aloe vera (TIPPAYAWAT et al., 2016), Anacardium occidentale (SHENY;
MATHEW:; PHILIP, 2011). A rota mediada por micrébios ndo tem viabilidade industrial
devido a necessidade de condicGes altamente assépticas para sua manutencdo. No entanto, o
uso de plantas diminui os custos com isolamento dos microorganismos e meios de cultura
(AHMED et al., 2016).

A sintese quimica normalmente utiliza apenas o metal precursor, o agente redutor e o
agente estabilizante (MELO et al., 2012). O tipo de redutor utilizado depende fortemente da
temperatura (LAI et al., 2014). Na inddstria quimica varios reagentes sao utilizados como
citrato de sodio, N,N-dimethylformamide (DMF), ascorbato, dextrose, hidralazina e
borohidreto de sédio — NaBH* (AHMED et al., 2016; KIM et al., 2007; TRAN; NGUYEN;
LE, 2013). A reducdo de sais de prata com uso de borohidreto de sodio ou tetrahidro boreto de
sodio tornou-se um dos metodos quimicos mais utilizados devido a sua reatividade mais
elevada e toxicidade mais baixa que o citrato de sodio e a hidralazina (HU; PFIRMAN;
CHUMANOV, 2015).

A juncéo de polimeros naturais com metais, seja pelo método quimico ou pela sintese
verde, € considerda uma excelente alternativa porque origina particulas revestidas e
biocompativeis (ANANTH et al., 2011). Outras vantagens sdo biodegrabilidade, fécil
aquisicdo e fonte renovaveis (SCHIRATO et al., 2006). Vérios polissacarideos tém sido
utilizados como carboximetil dextrano (CMD)(GLISIC et al., 2015), goma kondagogu
(Cochlospermum gossipium) (KORA, A. J.; SASHIDHAR; ARUNACHALAM, 2010),
quitosana (JIANG et al., 2012), amido (RAGHAVENDRA,; JUNG; SEO, 2016) e goma de
cajueiro (QUELEMES et al., 2013).
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Sintese de Nanoparticulas Metalicas

Decomposicao téermica Eletroguimica Extrato de plantas
Ablacao térmica Condensacao molecular Gomas
Ablacao a laiser Decomposicao por vapor atomico Algas

Pulverizacao catodica Processos sol-gel Bactérias

Moagem Fungos
Litografia
Trituracao

Nao toxicas

Figura 02- Sintese de Nanoparticulas de Prata.

3.4 Gomas naturais como agentes estabilizantes de Nanoparticulas de prata

As gomas naturais sdo classificadas como polissacarideos que tém sido cada dia mais
utilizado para a sintese de nanoparticulas de prata devido a sua simplicidade de
procedimentos, estabilidade e suas potenciais aplicacBes em sensores quimicos, imagens
diagnosticas, antimicrobianos, agentes cicatrizantes, silenciamento de genes (VELUSAMY et
al., 2015). Vaérios estudos demonstram o uso destas gomas como agentes redutores e
estabilizantes como, por exemplo, quitosana (COLLADO-GONZALEZ et al., 2017), goma
olibanum (KORA, A. J.; SASHIDHAR; ARUNACHALAM, 2012), dextrana (REMYA et al.,
2016), goma kondagogu (KORA, A. J.; SASHIDHAR; ARUNACHALAM, 2010), alga
Hypnea musciformes (RONI et al., 2015), usadas para a biossintese de nanoparticulas de
prata. As gomas a base de plantas sdo heteropolissacarideo em que suas propriedades
morfoldgicas, fisicoquimicas, térmicas, reoldgicas e emulsificantes tém sido bem estudados
(PRAJAPATI et al., 2013).

Algumas propriedades como solubilidade em agua e facil disponibilidade; nao
toxicidade e propriedades de biossorcdo de metal incentiva 0 uso destas gomas como
estabilizantes como é o caso da goma exsudada do caule do cajueiro (Anacardium occidentale
L.), complexo heteropolissacarideo ramificado, exsudado naturalmente ou por incisdes no

tronco ou nos ramos das arvores, apresentando-se como uma resina de coloracdo amarelada
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(DE PAULA; RODRIGUES, 1995; DE PAULA; HEALTHY; BUDD, 1998). Possui
caracteristica semelhante a goma arabica, podendo substitui-la como cola liquida para papel,
na industria farmacéutica, em cosméticos e como aglutinante de capsulas e comprimidos (DE
PAULA, HEALTHY, BUDD, 1998). E composta por galactose (61%), arabinose (14%),
raminose (7%), glicose (8%), acido glicurénico (5%) e outros acgucares residuais (<2%)

(RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993) (Figura 03).
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Figura 03 — Estrutura da goma de cajueiro. GAL (galactose); GLI (glicose); AC. GLIC
(&cido glicurdnico). R representa: D-manose, D-xilose, L-raminose ou L-arabinose. R”
representa: D-glicose ou acido D-glicurénico (adaptada de Anderson e Bell, 1975).

Com o intuito de promover uma melhoria nas suas propriedades e fornecer novas
funcionalidades, que influenciem nas caracteristicas quimicas, fisicas, mecanicas e reologicas
da CG algumas estratégias de modificacdo tém sido aplicadas utilizando moléculas com
diversas estruturas quimicas e pesos moleculares. Estas modificacde sdo de extrema
importancia, considerando que abrem um leque de opcGes que ndo se tem com a goma natural

(LIU et al., 2008; RIBEIRO et al., 2016). Podemos citar como modificacbes da CG,
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sulfatacdo (NETO et al, 2011), acetilacdo (DIAS et al., 2016) e mais recentemente
quaternizacdo (QUELEMES et al.,, 2017). Neste sentido este trabalho desenvolveu a
modificacdo da goma do cajueiro natural (NCG) utilizando anidrido ftalico obtendo-se a
goma de cajueiro ftalada (PhCG). As gomas NCG e PhCG foram utilizadas como agente

estabilizante na fabricacdo in situ de nanoparticulas de prata.

3.5 Sintese de Nanoparticulas de prata in situ

A fabricacdo de nanoparticulas de prata in situ (Figura 04) tem crescido bastante
nos ultimos anos, na tecnologia de ponta como por exemplo, na industria de fibras téxteis
(PIVEC et al., 2017) com intuito de obter produtos com acabamento antimicrobianos, sem
toxicidade, mais eficientes e duraveis, onde a sintese in situ consome menos tempo, produtos
quimicos e energia (REHAN et al., 2017), na obtencdo de materiais inteligentes como vidros
bioativos (FERRARIS et al., 2017), na medicina, como metodologia inovadora, para detec¢ao
fluorimétrica de 4&cido ascorbico, contribuindo para desenvolvimento de biossensores
(REZAEI;, SHAHSHAHANIPOUR; ENSA, 2017) ou na criacdo de biomateriais curativos
para feridas (SINGLA et al., 2017).

Para confec¢do de nanoparticulas de prata in situ utilizando hidrogeis, que séo
polimeros tridimensionais que podem absorver uma grande quantidade de agua, salina e
solucdes fisioldgicas, € necessario a escolha do excipiente ou da matriz polimérica, o agente
estabilizante e o0 agente redutor. As nanoparticulas podem ser incorporadas na matriz do gel
simplesmente misturando as NPs com o hidrogel pré-formado ou adicionado durante o
processo de gelificagdo (HEBEISH, A.; SHAHEEN; EL-NAGGAR, 2016; YADOLLAHI,
NAMAZI; AGHAZADEH, 2015).

A carboximetilcelulose (CMC) é um polissacarideo derivado da celulose, aprovado
pelo FDA, solivel em &gua que forma um gel amorfo e tridimensional que é bastante
apropriado para a produgdo in situ de nanoparticulas do que a maioria dos sistemas aquosos
sendo utilizada como matriz polimérica. Apresenta biocompatibilidade e baixo custo, sem
falar que devido a sua origem vegetal é menos provavel que provoque uma resposta
imunoldgica comparado com o0s outros biomateriais de origem animal (BAO et al., 2014,
VARMA et al., 2014).

Como agentes estabilizantes utilizou-se as gomas de cajueiro natural (NCG) e goma
de cajueiro ftalada (PhCG). A utilizacdo do polimero natural produz AgNPs biodegradaveis e
biocompativeis (QUELEMES et al., 2013). O agente redutor utilizado foi o borohidreto de
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sodio (NaBH4) que é um redutor forte e resulta em uma reacdo mais rapida de reducdo da
prata Ag" em Ag’. Normalmente se utiliza a estequeometria da reacdo de 1:1 da Ag* em
relacdo ao BH4- mas este deve-se ser adiconado em excesso porque o borohidreto extra
permanece na solucdo ajudando a estabilizar as nanoparticulas formadas, ao passo que
comeca a ser hidrolisado reduzindo assim o borohidreto disponivel (GRIFFITH et al., 2015).
Na fabricacdo das nanoparticulas em questdo o NaBH, foi utilizado na razdo molar de 1:6 em
relacdo a prata.

Para a caracterizacdo dos geéis, primeiramente, utiliza-se UV-vis que confirma o que
visualmente pode ser observado, que é a mudanca de um gel transparente para um tom que vai
do amarelo citrino ao castanho claro (Figura 04). Outras técnicas que podem ser utilizadas
sdo FTIR (Espectroscopia na Regido do Infravermelho), TEM (Espectroscopia Magnética de
Transmissdo), EDS (Espectroscopia por Energia Dispersiva), Raio-X, DSC (Calorimetria

Exploratéria Diferencial).

Producao de Nanoparticulas de Prata
In Situ e sua Caracterizacao

N
Solucao CMC -e?g? , AgNPs
de Nitrato G " q ?m;gfe +
de Prata oma ce it Gel CMC
Cajueiro
Técnicas de

Caracterizacao

0 (D 6D (D D

Figura 04- Esquema de producdo de nanoprticulas de prata in situ e sua caracterizagéo

3.6 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

A caracterizacdo das nanoparticulas de prata é importante para entender e controlar
a sintese e as aplicacdes. Para isso varias técnicas sao utilizadas com diferentes parametros
(NATSUKI; NATSUKI; HASHIMOTO, 2015). A Espectroscopia de absorcdo molecular na
regido do UV-Vis identifica a formacdo das AgNPs, 0 que se dad em virtude da banda

plasmonica que normalmente encontra-se entre 390 e 420 nm. De acordo com a literatura, o
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aumento no tamanho das NPs resulta em um deslocamento desta banda para regides de maior
comprimento de onda, o que pode identificar uma agregacdo das nanoparticulas com perda
das suas propriedades (SONG; KIM, 2009). O Potencial zeta determina o tamanho das
particulas e a carga, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e a Microscopia
Eletronica de Tranmissdo (MET) analisam o tamanho e a forma das nanoparticulas formada.
A Espectroscopia de raio-x (EDX) e Difragdo de Raio-x (DRX) sé&o utilizados para a
identificagdo e confirmac&o da estrutura cristalina de nanoparticulas de prata (GLISIC et al.,
2015). A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) é utilizada pra obter espectros de
absorcdo, emisséo, fotocondutividade ou de difracdo de Raman de infravermelho das
nanoparticulas. O NTA (anélise de rastreamento de nanoparticulas), Calorimetria diferencial
de exploragio (DSC) e termogravimetria (TG) também sdo utilizadas (CAKIC et al., 2016;
KIRUBA et al., 2010; MALLMANN et al., 2015).

Métodos Utilizados para Caracterizacao
de Nanoparticulas de Prata

Goma/ . ,
Extrato de Nitrato Sintese AgNPs
de Prata AgNPs
Plantas

Técnicas de
Caracterizacao

D GD D €D

Figura 05. Métodos utilizados para caracterizagdo das nanoparticulas de prata.

3.7 Acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata

O efeito antimicrobiano da prata € conhecido desde a antiguidade. Na década de 60 o
nitrato de prata era utilizado na concentracdo de 0,5 % para tratamento de queimaduras por
ndo interferir na proliferacdo epidérmica e possuirem propriedades antibacterianas contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Em 1968, foi produzido
um creme a base de sulfadizina de prata considerado como antimicrobiano de largo espectro
usado para tratamento de queimaduras e com atividade contra S. aureus, Klebsiella sp.,
Pseudomonas sp. (CHOPRA, 2007).
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Com a descoberta da penicilina o0 uso da prata diminuiu consideravelmente. Porém,
com a selecdo de cepas resistentes a antibidticos, a prata voltou a despertar interesse na
comunidade cientifica em virtude da necessidade de desenvolvimento de novos
antimicrobianos (CHOPRA; HESSE; NEILL, 2002; HANH et al., 2016). Existe atualmente
pesquisas de ponta que utilizam nanoparticulas de prata em pesquisas in vitro contra células
cancerigenas (JANG et al., 2016) e contra a transmissao do virus do HIV (LARA et al., 2010).
A Medicina tem demonstrado que a prata aniquila mais de 650 agentes patogénicos e ndo cria
resisténcia (PETICA et al., 2008).

As propriedades antimicrobianas da prata estdo relacionadas com a quantidade de
prata no estado metélico e a taxa de prata liberada. A prata em seu estado metalico é inerte,
contudo ao reagir com a umidade da pele e com os fluidos da ferida, fica ionizada. A prata
ionizada € altamente reativa, uma vez que se liga a proteinas teciduais e traz mudancas
estruturais na parede celular bacteriana e membrana nuclear levando a distor¢éo celular e
morte. A prata também se liga ao DNA e RNA bacteriana e inibe a replicacdo bacteriana
(LANSDOWN, 2002; CASTELLANO et al, 2007).

Levando em conta todas as caracteristicas e propriedades que a prata tem a sua
utilizacdo na forma de nanoparticulas s6 vem agregar mais caracteristicas e possibilidades.
Segundo ANSARI (2011) as nanoparticulas de prata possuem maior atividade antimicrobiana
do que ions e sais de prata. Outros pontos importantes para a efetiva atividade antimicrobiana
das AgNPs esta relacionada ao método que as deu origem, a sua forma e ao seu tamanho
(ETHIRAJ et al., 2016; PAL; TAK; SONG, 2015).

Uma relag&o inversa entre o tamanho da nanoparticula e a atividade antibacteriana tem
sido demonstrada, onde AgNPs com tamanho variando de 1-10 nm tem mostrado maior
atividade antibacteriana. Também é observada uma maior dificuldade das bactérias
adquirirem resisténcia contra nanoparticulas de prata, devido estas agirem sobre uma ampla
variedade de alvos nesses microorganismos (PAL; TAK; SONG, 2015).

O mecanismo de acdo das AgNps ndo esta totalmente esclarecido. DURAN et al.
(2010), sugeriram dois mecanismos. Um seria pela grande area de superficie que as
nanoparticulas possuem facilitando o maior contato e aderéncia com a parede celular das
bactérias aumentando sua permeabilidade celular. Outra possibilidade é que as nanoparticulas
de prata ou ions de prata interferem com a cadeia respiratoria e interferem na permeabilidade
da parede das bactérias, resultando na morte celular (DURAN et al., 2016). Além disso, as

AgNPs ligam-se ao enxofre e ao fosforo presentes no DNA, impedindo a divisao celular.
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3.8 Uso de nanoparticulas de prata para cicatrizagdo de feridas

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano. De estrutura biolégica complexa,
compreende 10 a 15% do peso corporal e realiza multiplas atividades de forma precisa para
regular e defender o organismo (HORITA et al., 2017; ZHU et al., 2017). Esse envoltorio de
protecdo e comunicagdo com o meio externo desempenha diferentes fungdes, como barreira
fisica para protecdo contra perda de agua, termorregulacdo, resposta aos estimulos
imunoldgicos, sintese bioquimica, protecdo frente a atritos e a radiacdo ultravioleta, detec¢cdo
sensorial e comunicacéo social e sexual (OLIVEIRA et al., 2004).

E composta por duas camadas: epiderme (camada superficial, ndo vascularizada e
constituida por tecido epitelial) e derme (camada profunda, ricamente vascularizada e
constituida por tecido conjuntivo). Abaixo da derme encontra-se a hipoderme ou tecido
subcutaneo, a qual ndo pertence a pele e serve-lhe apenas de unido com 6rgdos adjacentes.

Quando a pele é lesionada, uma série de eventos celulares e moleculares é
desencadeada visando a regeneracdo do tecido danificado e o restabelecimento da
homeostasia. O processo de cicatrizacdo depende de fatores como tipo de pele, localizacédo
anatdbmica, raga, sexo, idade, estado nutricional, oxigenacdo, infec¢do, doencas como
diabetes, colonizagdo por microorganismos no leito da ferida (NAM et al., 2015).

Normalmente, o processo de reparacdo de feridas envolve trés fases: inflamatéria,
proliferacdo e maturacdo. A hemostasia e a inflamacdo comecam imediatamente apds a leséo.
O corpo comeca pelo controle do sangramento e ativa a cascata de coagulacdo. O coagulo
formado pelas plaquetas estimula a liberacdo de fatores de crescimento das plaquetas
iniciando a fase inflamatdria. Nesta fase sdo produzidos fatores de crescimento nao
hematopoieticos que agem para modular a cicatrizagdo. Nesta complexa cascata temos
envolvidos neutrofilos, fatores de necrose tumoral (TNF), fatores plaquetarios (PF), proteases
metaloproteinases, mondcitos que sao transformados em macréfagos cerca de 48 a 96 horas
apos a lesdo. Os macrofagos fagocitam os neutréfilos e geram 6xido nitrico (NO) e recrutam
fibroblastos necessarios para fase proliferativa da cicatrizacdo (ATHER et al.,, 2007;
GURTNER et al., 2008).

A fase proliferativa, que acontece dois a dez dias apds a lesdo, os queratindcitos
(células produtoras de queratina) sdo estimulados para as margens da ferida, dando inicio a
epitelizacdo. Concomitantemente, fibroblastos atuam produzindo coldgeno, elastina,
fibronectina, proteases e glicosaminoglicana — substituindo a matriz provisoria, composta por
fibrina, pelo tecido de granulagdo (PAWAR et al., 2016; RAND; GELLHORN, 2016).
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A fase de maturacdo- acontece duas a trés semanas apos a lesdo e pode durar até um
ano, tem como principal caracteristica a producdo de colageno em uma rede organizada. Nela
os eventos celulares e moleculares ativados ap0ds a lesdo sdo diminuidos, até cessarem por
completo. Apds abundante sintese e deposicdo de matriz extracelular (MEC), fibroblatos
sofrem maturacdo e transformam em miofibroblatos — células que expressam largos
filamentos de actina abaixo da membrana plasmatica, sintetizam niveis elevados de proteases
degradantes da MEC, a qual se reorganiza e passa de provisoria a definitiva. Nesta fase
acontece a formacdo da cicatriz. Caso a cicatrizacdo ndo progrida de forma adequada €
formada uma cicatriz hipertréfica ou queloide (GAINZA et al., 2015; RITSU et al., 2016).

O uso de profilaxia antimicrobiana é importante uma vez que uma ferida infectada tem
sua cura retardada. O estimulo de um ambiente inflamatorio induzindo a migracdo de
monaocitos, macréfagos e leucocitos, todos os quais inicialmente agem de forma apropriada,
mas depois produzem uma resposta exagerada e deletéria. Isso é evidenciado pelo fato de que
as feridas associadas a uma pesada carga bacteriana frequentemente apresentam falhas de
cicatrizacdo, aumentando os custos de cuidados de salde para o paciente e o tempo de
cicatrizacdo (HAHNEL et al., 2017).

As nanoparticulas de prata possuem agdo antimicrobiana consagrada e para uma
maior eficicia é necessario que haja a ionizacdo da prata. Os ions de prata sdo altamente
reativos agindo prontamente nas ligacdes de proteinas, DNA, RNA, e ions cloreto, fazendo
com que ela se ligue antes ao complexo de proteinas presente no fluido da ferida dificultando
a entrega da prata no local esperado (ATIYEH et al., 2007).

Avancos nos sistemas de entrega de drogas de medicamentos tém sido propostos com
a finalidade de melhorar a eficacia dos tratamentos médicos disponiveis, possibilitando a
entrega do principio ativo com o maximo de aproveitamento. Seguindo esta logica a
fabricacdo de nanoparticulas de prata in situ utilizando hidrogeis, como carboximetilcelulose
(CMC) sao altamente recomendados, visto que estd o mais proximo dos curativos ideais
podendo ser usados para limpeza de feridas e em quais quer estagio da cicatrizacdo de feridas,
isto &, na resposta vascular (hemostasia), resposta inflamatoria (inflamacéo), fase proliferativa
(granulacéo) e fase de maturacdo (fase de reconstrucdo) (GAINZA et al., 2015; MORGAN,
2002).
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4 METODOLOGIA

4.1 lsolamento da goma de cajueiro

A Goma de cajueiro coletada em arvores do género Anacardium occidentale L. foi
obtida de plantas nativas de Parnaiba, Piaui, Brasil e foi purificada e adaptada pelo método de
PAULA; HEATLEY; BUDD (1998).

4.2 Modificacdo da goma de cajueiro

A goma do cajueiro (CG) foi isolada a partir do exsudato proveniente de &rvores do
género Anacardium occidentale L., nativas de Parnaiba, Piaui, Brasil. A CG foi purificada por
meio de precipitacdo em alcool etilico por metodo descrito por DIAS et al., (2016). A
modificagdo da goma foi realizada seguindo a metodologia proposta por VIEIRA et al. (2010)
com algumas modificacdes. Foram utilizadas 1g de CG e 5g de anidrido ftalico (AF). O AF
foi colocado em banho a 130°C, sob constante agitacdo até a fusdo do mesmo, em seguida a
CG foi adicionada e a reacdo conduzida por 40 minutos. A apos este tempo, a N, N-
dimetilacetamida (5 mL) foi adicionada para parar a reacdo. O produtos da reacdo foi

precipitado e lavado com &gua ultra pura para a remocao de subprodutos.

4.2.1 Caracterizacao da goma ftalada por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier-FTIR

Os grupos funcionais presentes nas gomas de cajueiro natural e ftalada (NCG e PhCG)
foram detectados por meio por espectrofotometro FTIR IRAffinity-1S (SHIMADZU), usando
a técnica de Reflectancia Total Atenuada (RTA) e faixa de leitura espectral de 4000 a 700

cm?.

4.3 Sintese in situ de nanoparticulas de prata em hidrogel de carboximetilcelulose
(CMC)

As nanoparticulas foram preparadas in situ durante a fabricagdo do hidrogel.
Primeiramente, para a producdo de 100 g de hidrogel utilizou-se: 2 g de carboximetilcelulose
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(CMC), 5 g de glicerina, solucio de nitrato de prata Ag'NOs  a 1 uM, além de 0,2 g de goma
de cajueiro natural (NCG) ou 0,2 g de goma de cajueiro ftalada (PhCG). O veiculo utilizado
foi agua ultrapura utilizando-se o homogeneizador ultra-turax durante 5 minutos, para
promover a completa interacdo entre os componentes da formulagdo. Logo apds, para a
formacédo de in situ de AgNPs no hidrogel, foi adicionado o agente redutor borohidreto de
sodio (NaBH,), na proporcdo de razdo molar de 1:6 em relacdo a prata, sendo o hidrogel
homogeneizado por mais 5 min. Deste modo, foram produzidos um hidrogel contendo
AgNPs com goma de cajueiro natural (NCG-AgNPs) e outro contendo AgNPs com goma de
cajueiro modificada (PhCG-AgNPs). Foi produzido também um gel sem a presenca de prata e

goma de cajueiro, para servir de controle (gel base).

4.4 Caracterizacdo das Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

4.4.1 Analise dos Hidrogéis por espectrofotometria de Uv-vis

Os espectros de Uv-vis da base do hidrogel e dos hidrogéis com nanoparticulas de
prata contendo as gomas natural (NCG-AgNPs) ou modificada (PhCG-AgNPS) foram
analisados em um espectrofotometro (UV-3101 PC, Shimadzu, Japan). Para o procedimento,
foi diluido 1 g de cada gel em 10 mL de agua sendo as solugdes formadas analisadas entre os

comprimentos de ondas 300-600 nm.

4.4.2 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A andlise de rastreamento de nanoparticulas foi realizada usando o aparelho
NanoSight NS 300 com o auxilio do programa NTA 3.2, para a obtencdo do diametro e
concentracdo de particulas suspensas em solucdo. Cinco videos de 1 minuto foram capturados
para cada amostra. As definicdes de analise, nomeadamente, limiar de deteccdo, foram
definidas em funcéo da intensidade da luz difusa observada nos videos capturados. Os valores
de viscosidade do meio foram ajustados independentemente, de acordo com dados
experimentais da formulacdo. Para todas as formulacGes, foram feitas diluicbes 1:100 em
agua ultrapura. Cada um dos videos foi analisado independentemente e os resultados séo

automaticamente mesclados em um gréafico de distribui¢do de tamanho de particula.
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4.4.3 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para andlise dos hidrogéis por microscopia eletrénica de transmissdo, 10 pL das
amostras foram montadas em telas revestidas por malhas de niquel (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA) deixando-se secar por 2 minutos. O liquido em excesso foi
removido com papel de filtro. A visualizacdo foi observada num aparelho JEOL JEM 1400
TEM e 120kV (Tokyo, Japan). Imagens foram capturadas digitalmente utilizando um uma
camera CCD digital Orious 1100W.

4.4.4 Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS)

A analise de EDS foi realizada na Estacdo de Analise JEOL JEM-2300 com uma

tensdo de aceleracdo de 20KeV.

4.5 Analise reoldgica dos hidrogéis

A andlise reoldgica foi realizada em um reémetro modelo AR50 (TA instruments).
Anélises de fluidez foram executadas com uma velocidade de cisalhamento de 0 a 1000 s,

mantendo-se uma temperatura de 25° C.

4.6 Avaliacdo do efeito antimicrobiano dos hidrogéis com AgNPs

4.6.1 Crescimento bacteriano e condi¢Ges de cultura

Para avaliar o efeito antimicrobiano dos hidrogéis com AgNPs, Staphylococcus aureus
ATCC (bactéria Gram-positiva) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram-negativa)
foram reativadas em caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA) e incubadas a 37° C por 24h. Desse
caldo, as bactérias foram semeadas em &agar Mueller-Hinton (HIMEDIA) nas mesmas
condigdes descritas. Do qual, colbnias isoladas foram coletadas para se preparar uma
suspensao de salina (NaCl 0,9 % wi/v) equivalente ao valor de 0,5 da escala de McFarland
(1-2x10® UFC/mL). Essa suspensdo foi diluida a fim de se obterem as concentragdes

desejadas para os experimentos descritos a seguir.
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4.6.2 Avaliacéo do Efeito Antibacteriano por Teste de Contato Direto

A partir da solucdo bacteriana descrita anteriormente, as bactérias foram inoculadas
em 4gar Muller-Hinton (concentracdo de 1x10° UFC/mL) por meio do auxilio de “swabs”
estéreis como recomendado pelo CLSI 2013. Logo apos, 1 g de cada hidrogel com AgNPs
(concentracdo de 1000 uM ou 108 pgAg/mL) foi aplicada na area central das placas com agar
inoculado, sendo essas incubadas a 37°C por 24 h para verificacdo de inibicdo bacteriana

resultante deste contato. A base do hidrogel foi utilizada como controle negativo.

4.6.3 Determinacdo das Concentrac@es Inibitorias (CIM) e Bactericidas (CBM) minimas.

A CIM foi determinada utilizando-se placas de microtitulacdo de 96 pocos com caldo
Mueller-Hinton (QUELEMES et al., 2013) nas quais as bactérias (concentracéo de 5 x 10°
UFC/mL) foram expostas a uma diluicdo seriada de razdo 2 de cada hidrogel com AgNPs. As
concentracdes de prata variaram de 3,9 a 250 uM (ou 0,42 a 27 ngAg/mL). Como controle,
foi determinada também a CIM do AgNO; com as mesmas concentragfes anteriormente
descritas, bem como a CIM de antibidticos padrGes efetivos para cada micro-organismo. As
placas foram incubadas por 24 h a 37°C em condicdes aerdbicas. A CIM foi definida como a
menor concentracdo do agente que restringiu visualmente o crescimento bacteriano no meio
de cultura.

Para a determinacdo da CBM, aliquotas de 10 pL removidas de todos os pogos com
concentracGes maiores ou iguais a CIM foram semeadas em agar Mueller-Hinton. As placas
foram incubadas por 24 h a 37°C em condicdes aerobicas e, apds esse intervalo de tempo, a
CBM foi definida como a menor concentragcdo do agente que inviabilizou o surgimento de
coldnias sobre o 4gar. Ambos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.7 Avaliacdo da atividade cicatrizante dos hidrogéis com AgNPs

Os testes in vivo foram realizados com ratos Wistar (180-220 g) machos que foram
mantidos em gaiolas-padrdo, em temperatura controlada (24 £ 1 ° C) com ciclo de 12h
claro/escuro, tendo livre acesso a agua e racao. Eles foram mantidos em jejum de s6lidos por
18 h, em seguida, aclimatizadas ao ambiente de teste 2 h antes de cada experimento. Os
animais foram divididos aleatoriamente em grupos diferentes. Os animais foram anestesiados

com uma associagdo de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (50 e 5 mg/kg, .M.,
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respectivamente. Dois grupos de ratos Wistar (n=5/grupo) foram divididos em controle e
experimentais tratados com uma dose por ferida. No mesmo animal foram realizadas duas
incisdes de 8 mm (feridas cirurgicas), sendo que uma ferida (lado esquerdo) recebeu o gel que
serve de base para a formulacédo e a outra (lado direito) aplicou-se formulagdes testes (NCG-
AgNPs ou PhCG-AgNPs). Os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico, com
todos os materiais cirdrgicos autoclavados. Primeiramente, foi realizada a tricotomia manual
na regido mediana do dorso. Para a inducdo da ferida foi utilizado um punch metalico circular
de 8 mm de didmetro na regido dorso-cervical de cada animal sob anestesia de cetamina e
xilazina (50 mg/kg e 5,0 mg/kg i.m., respectivamente) (PACHALY, 2006). Apl6s o0s
procedimentos experimentais, os animais foram eutanasiados por tiopental de sodio (100
mg/kg, I.P.). Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil (CEEA/UFPI, numero
135/16).

Os tratamentos ocorreram logo ap0s a cirurgia e diariamente no mesmo horario, tanto
0 gel base, quanto as formulac¢des foram instiladas nas feridas dos animais, nos dias 0, 4, 7 e
14 dias apo0s a cirurgia e foi avaliado o processo de cicatrizacdo. Todos 0s animais foram
examinados diariamente quanto ao aspecto geral, ocasido em que se procede a avaliacdo
macroscopica da ferida, observando-se a presenca ou auséncia de hemorragia, exsudato e
crosta, sendo os dados registrados em fichas individuais (MARTINS et al., 2003). As feridas
foram fotografadas nos dias 0, 4, 7 e 14 do protocolo experimental, o grau de contracdo da
area (AC) da ferida foi calculado por meio da formula demonstrada por OLIVEIRA et al.
2000. Ao final dos tratamentos cronicos os animais foram eutanasiados com sobredose
anestésica (tiopental sédico, 100 mg/kg) e as amostras retiradas para analise histoldgica.

4.7.1 Analise estatistica
Conforme a metodologia empregada em cada teste, foram utilizados métodos de

analise estatistica apropriados, especialmente ANOVA one way seguida do Teste de Tukey

para comparacGes multiplas, estabelecendo-se um nivel de significancia de 5 % (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da goma de cajueiro ftalada (PhCG) por Espectroscopia de

Infravermelho por Transformada de Fourier-FTIR

A goma de cajueiro natural (NCG) foi modificada por uma reagdo com uso do
anidrido ftalico. A modificagdo ocorreu por meio de uma reacdo de esterificacdo ao grupo
hidroxila do carbono 6 da unidade de galactose, levando a formacéo de um grupo éster/acido
e consequentemente a presenca de um grupo carboxila remanescente. A reacdo pode ser
confirmada por meio da andlise de espectro de FTIR como pode ser observado na Figura 06.
Processo semelhante é relatado por (CHADLIA; FAROUK, 2010).

Os espectros de inflavermelho (1V) apresentaram bandas caracteristicas em 1153,
1077 e 1038 cm™ para a goma natural e 1123, 1064 e 1022 cm™ para a goma ftalada atribuidas
as vibracGes de estiramento das ligacdes glicosideas C-O-C e dobramentos de O-H de alcoois
(DA SILVA et al., 2009; PITOMBEIRA et al., 2015). A diferenca que demonstra a inser¢ao
do grupamento corresponde as bandas em 1702 e 1257 cm™ que sdo atribuidas aos
estiramentos dos grupos C=0 e C-O caracteristicos de &cidos carboxilico provenientes da

modificagdo inserida na estrutura da NCG.
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Figura 06- Espectro do FTIR da goma ftalada (PhCG).
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5.2 Fabricacdo dos hidrogéis de carboximetilcelulose (CMC) contendo goma de cajueiro
natural (NCG-AgNPs) e ftalada (PhCG-AgNPs)

A formacdo das nanoparticulas de prata in situ foi observada (pela mudanca da cor
transparente para amarelo) logo apés a adicdo do agente redutor borohidreto de sodio
(NaBH,) aos géis com Nitrato de prata (AgNO3) previamente preparados. No entanto no gel
contendo goma natural (NCG) observou-se uma intensificacdo maior da cor, como

demonstrado na figura 07.

NGC-AgNPs

e
NaBH,
PhGC-AgNPs
Hidrogel Hidrogel
(antes da reducgdo da prata) (depois da reducdo da prata)

CMC CMC
Glicerina Glicerina
NCG ou PhCG NCG ou PhCG
AgNO3 AgNPs

Figura 07. Esquema simplificado da formacdo de AgNPs in situ em gel de CMC.

5.3 Caracterizacao das nanoparticulas de prata sintetizadas in situ
5.3.1. Espectroscopia de UV-Vis

A formacdo das nanoparticulas fabricadas in situ em géis de CMC foi comprovada
pela analise de espectroscopia UV-Vis tendo sido observada a formacdo das bandas
plasmonicas na regido entre 380-420 nm (Figura 08) caracteristica das nanoparticulas de
prata (SONG; KIM, 2009). Para o hidrogel NCG-AgNPs a banda plasmdnica observada ficou
em torno de 408 ja para o gel com PhCG_AgNPs, a absorbancia méxima ficou em torno de
404 nm.
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Uma maior intensidade na banda plasmonica foi observada pela NCG-AgNPs,
sabendo se que a banda plasmonica tem correlagdo com a forma e tamanho da particula e esta
relacionado principalmente com as propriedades Opticas e eletrbnicas das AgNPs

consequentemente afetando as suas aplica¢fes biomédicas (PAL; TAK; SONG, 2015).
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Figura 08. Espectro UV-vis dos hidrogéis com AgNPs.

A reacdo de formagéo das nanoparticulas in situ foi atribuida a redugdo da prata Ag*
em Ag® pela utilizacdo do agente redutor borohidreto de sédio (HUH; KNOW, 2011) e em
menor escala, devido a quantidade utilizada, a presenca das gomas visto que elas também
podem se apresentar como potencial redutor, segundo QUELEMES et al. (2013) e KORA et
al. (2010).

5.3.2 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

O tamanho das nanoparticulas foi determinado pela técnica de analise de rastreamento
de nanoparticula (NTA). Esta técnica utiliza as propriedades de espalhamento da luz dindmica
e movimentos Brownianos a fim de obter a distribuicdo de tamanho das particulas em
suspensdo (HOLE et al., 2013) tratando-se de uma anélise de alta resolucdo considerando que
as particulas sdo avaliadas na suspensdo de forma individual fornecendo ainda a concentracédo
aproximada na formulacéo (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010).
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Foram encontrados para as nanoparticulas NCG-AgNPs, um tamanho médio de
119,745 nm e concentracdo de 6,36 x 10'° particulas/mL e para PhCG-AgNPs, tamanho
médio 123,8+8,9 nm com concentracéo de 4,03 x 10™° particulas/mL. A pequena diferenca de
tamanho associada ao numero de particulas corrobora com os resultados encontrados na
analise de UV-VIS onde a banda plasmdnica é mais intensa e mais bem definida para amostra
com NCG.
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Figura 9. Anélise do tamanho e concentracdo de AgNPs por rastreamento (NTA). A. NCG-
AgNPs (Média: 119,7+5,1 nm e moda: 86,4+4,7 nm, 6,36 x 10'° particulas/mL). B. PhCG-
AgNPs (Média: 123,8+8,9 nm e moda: 103,1+18.8 nm, 4,03 x 10" particulas/mL)

5.3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) e Espectroscopia por Energia Dispersiva
(EDS)

Dependendo da técnica utilizada para sintese das AgNPs pode-se formar particulas e
observar as mais diversas variedades quanto ao tamanho e a forma (BEGUM; NASEEM,;
FAROOQI, 2016; FIRDHOUSE; LALITHA, 2015). Nanoestruturas de prata esféricas,
hexagonais, triangulares e em forma de barra foram sintetizadas utilizando CMC, todas
reduzindo Ag® e utilizando temperaturas diferentes (MISRA et al., 2011). A microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) foi usada para determinar a morfologia das AgNPs nos
hidrogéis. Na Figura 10A observamos a formacdo de AgNPs triangulares, duplos tridngulos e
hexégonos utilizando o centro metélico da prata (Ag) com matéria organica ao redor para as
nanoparticulas formadas com NCG e na Figura 10B uma imagem um pouco mais

heterogénea com a presenca de nanoparticulas esféricas, quadradas e agregados de esferas
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irregulares formadas com a PhCG. Observa-se que a forma das nanoparticulas é diretamente
determinada também pelo agente estabilizante como € o caso das NCG e PhCG.

O espectro de EDS (Figuras 10C e 10D) mostra fortes sinais de prata. O eixo vertical
mostra a contagem de raios X e 0 eixo horizontal mostra a energia em KeV. Onde se verifica
a presenca de picos atribuidos a prata (Ag) que confirmam a presenca de nanoparticulas nos
hidrogéis NCG- AgNPs e PhCG- AgNPs (AHER, 2015; KULKARNI et al., 2011).

A o’ B

100 nm
D ] e

PhCG-AgNPs

keV keV

Figura 10. Imagens representativas por MET de AgNPs. A. NCG-AgNPs. e B. PhCG-
AgNPs. Aumento de 100000x. Espectroscopia de dispersdo de energia de raios X (EDS) das
AgNPs contidas na analise da MET. C. NCG-AgNPs e D. PhCG-AgNPs

5.4 Anélise reoldgica dos hidrogeis

A anélise reologica foi realizada para observar o parametro viscoelastico das amostras.
Segundo a literatura, os geis de carboximetilcelulose (CMC) se apresentam como nao

newtonianos e pseudoplasticos uma vez que ha uma diminui¢do da viscosidade conforme o
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aumento da taxa de cisalhamento aplicada (MATHIAS et al., 2013), comportamento
observado para os hidrogéis de NCG-AgNPs e PhCG-AgNPs (Figura 11A).

Observou-se que apos o carreamento dos géis preparados com CMC e NCG ou PhCG
com as nanoparticulas, as propriedades mecanicas sofreram alteragdes. Os hidrogéis com o
PhCG-AgNPs e NCG-AgNPs apresentaram-se mais consistentes em relacdo ao hidrogel base
(Figura 11A). O que pode ser explicado pelo fato das gomas, mesmo que em pequenas
concentracfes, promovam um aumento da viscosidade dos sistemas.

O hidrogel de PhCG-AgNPs apresentou uma maior tenséo de cisalhamento, mostrando
uma maior resisténcia a forca aplicada sobre o gel, (Figura 11B) que sugere uma interacao
entre a estrutura quimica do CMC e a PhCG visto que os dois sdo carregados negativamente e

podem apresentar maios repulsdo como observado.
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Figura 11. Andlise reoldgica dos hidrogeis com AgNPs. A .Viscosidade e B. Estresse de
cisalhamento

5.5 Efeito antimicrobiano dos hidrogéis com AgNPs

Para verificar a atividade antibacteriana de hidrogéis formulados com AgNPs, foram
utilizadas duas espécies de bactérias, S. aureus e P. aeruginosa, diretamente envolvidas em
processos infecciosos de feridas (DELEON et al., 2014). Inicialmente foi realizada a
avaliacdo de contato direto na qual foi observada auséncia de qualquer crescimento bacteriano
sob os hidrogéis apds 24 h de incubagdo (Figura 12). Foi observada ainda, a formagdo de
halos de inibi¢do em torno dos hidrogéis depositados para ambos 0s micro-organismos. A

base do hidrogel aplicada sobre 0s micro-organismos ndo ocasionou efeito inibitério.
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Figure 12. Efeito antibacteriano do contato direto de hidrogéis de NGC-AgNPs (A e C) e
PhGC-AgNPs (B e D), com presenga de halos de inibicdo (setas).

Estudos posteriores de determinagdo das CIM e CBM mostraram um potente efeito de
hidrogéis com AgNPs sobre as bactérias testadas (Tabela 1). A base hidrogel ndo apresentou
efeito antimicrobiano e os antibioticos padrdes utilizados como controle evidenciaram efeito
previsto pelo CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute).

Em geral, o efeito dos hidrogéis foi mais expressivo contra P. aeruginosa sendo que, 0
hidrogel PhCG-AgNPs apresentou-se mais potente que o0 NCG-AgNPs. Para essa bactéria
Gram-negativa, os valores de CIM apresentaram o mesmo valor de CBM para ambos 0s
hidrogeis, o que caracteriza um efeito bactericida (GONZALEZ et al., 2013). Por exemplo,
CIM e CBM de PhCG-AgNPs sobre P. aeruginosa obtiveram um valor excelente de 0,84
pgAg/mL.

De acordo com Venkatpurwar e Porkharkar (2011), o melhor efeito das AgNPs sobre
uma bactéria Gram-negativa pode ser explicado devido a rapida internalizacdo das
nanoparticulas através da delgada parede celular dessa bactérias, pobre em peptidoglicano,

inativando e/ou alterando estruturas proteicas levando a morte celular.



47

Tabela 01. Concentracéo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bacericida minima (CBM)
de hidrogéis de NGC-AgNPs e PhGC-AgNPs.

NGC-AgNPs PhGC-AgNPs AgNO;  Antibiotico
Bactéria uM uM uM (ug/mL)
(ngAg/mL) (ngAg/mL) (hgAg/mL)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. aureus 62,5 250 31,25 250 125 Oxacilina
ATCC 29213 (6,75) (27) (3,37) (27) (13.5) 1
P. aeruginosa 15,6 15,6 7,81 7,81 31,25 Meropenem
ATCC 27853 (1,68) (1,68) (0,84) (0,84) (3,37) <0,5

Os hidrogeéis promoveram CIM mais baixa em comparacdo com o efeito das solucBes
de AgNO3; nas mesmas concentrac@es testadas para as duas bactérias. Por exemplo, o efeito
de PhCG-AgNPs sobre S. aureus causou uma CIM de 3,37 pgAg/mL, enquanto que AgNO3
necessitou de uma concentragdo quatro vezes maior para inibir o crescimento bacteriano
(Tabela 1).

O efeito antimicrobiano de AgNPs veiculadas em géis de CMC tem sido relatado
(CHEN et al., 2008; HEBEISH et al., 2010). A utilizacdo da goma de cajueiro para auxiliar no
processo de estabilizagdo de AgNPs foi planejado devido esse polimero ja ter sido aplicado
em sintese de AgNPs por uma rota de aquecimento em banho-maria (ARARUNA et al., 2013;
QUELEMES et al., 2013), apresentando atividade antimicrobiana. Utilizando-se da
mesma técnica de determinacdo da CIM e comparando-se os resultados achados neste estudo
com os apresentados por QUELEMES et al. (2013), observa-se que o efeito antimicrobiano
das AgNPs sintetizadas no hidrogel foi mais potente que o efeito da solucdo aquosa de AgNPs
desenvolvida no referido estudo. Por exemplo, a CIM e CBM do hidrogel NCG-AgNPs sobre
P. aeruginosa apresentaram valores iguais a 1,68 ugAg/mL; ja os valores do efeito da solugao
de AgNPs estabilizadas com goma de cajueiro foram 3,37 ugAg/mL e 6,65 pgAg/mL
(respectivamente). A mesma tendéncia ocorreu sobre o S. aureus. Esse aumento na
capacidade antimicrobiana pode ser explicado devido a um processo mais efetivo de reducdo
da prata i0nica proposto neste trabalho, na qual se utilizou de um forte agente redutor,
boridreto de sodio, além de um melhor efeito estabilizante causado pelos constituintes do gel

(goma+CMC+glirecina).
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5.6 Efeito cicatrizante dos hidrogéis com AgNPs

A analise estatistica dos dados referentes aos percentuais de contracdo das lesdes
demonstraram que, no periodo de quatro dias pos-cirurgico, ndo foi verificada diferenca
estatistica significativa entre as médias dos indices de contracdo das feridas dos grupos
contendo a NCG-AgNPs (47+3.2) quando comparada ao grupo formulagdo base para esta
formulacdo (52+2.8), sendo que a media do indice de contracdo da ferida foi
significativamente superior no grupo tratados com as formulacbes contendo PhCG-AgNPs
(43+3.0;*p<0,05) quando comparado ao grupo com a formulagéo base (62+3.9).

Aos sete dias apos a cirurgia, foi verificada diferenca significativa entre as médias dos
indices de contragdo das feridas do grupo tratados com as formulagdes contendo NCG-AgNPs
(16+3.1;*p<0,05), bem como a formulacdo contendo PhCG-AgNPs (20£1.9*p<0,05) quando
comparados 0s grupos que receberam apenas a formulacdo base para cada formulagéo
(31+4.7,33£3.0).

Aos 14 dias apo6s a cirurgia ndo foi verificada diferenca significativa entre as medias
dos indices de contracéo das feridas dos animais do grupo contendo a formula¢do com NCG-
AgNPs (7+0.5) quando comparada ao grupo formulacdo base para esta formulacédo (11+1.6), a
média do indice de contragdo da ferida foi significativamente superior no grupo tratados com
as PhCG-AgNPs (5+0.8 p<0,005**) quando comparado ao grupo com a formulacdo base
(12+1.4). Com base nestes dados podemos sugerir que a modificagdo da goma de cajueiro
(CG) com anidrido ftalico favoreceu uma melhora no efeito cicatrizante desta quando

comparadas ao grupo gel base.
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Figura 13. Relacédo entre o tempo de acdo dos hidrogéis (dias) NCC-AgNPs (A) and PhCG-
AgNPs (B) sobre a area do ferimento em ratos * p<0.05 estatisticamente significativo.
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Figure 14. Imagens representativas do processo de cicatrizacdo promovida pelos hidrogéis
com AgNPs em ferimentos no dorso de ratos.

As feridas, particularmente as feridas néo cicatrizantes, tornaram-se um problema de
salde importante em todo o mundo, estas podem levar a uma morbidade notavel, tempo de
tratamento prolongado e altos custos de cuidados de saude (SU et al., 2016). A lesdo cutanea
advem de diversos processos inflamatérios que ocorrem na pele, decorrentes de queimaduras
ou doencas de cunho inflamatdrio, feridas entre outras (HAERTEL, WERNER, SCHAFER,
2014; WAGENER, CARELS, LUNDVIG, 2013).

A cicatrizagdo da ferida consiste em uma progressdao ordenada de restabelecer a
integridade do tecido danificado: inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo (YOUNG;
MCNAUGHT, 2011; KOKANE et al., 2009). A fase de inflamacdo comeca imediatamente
apos a lesdo, ocorre inicialmente a vasoconstricdo que favorece a homeostase e liberagcdes em
mediadores inflamatérios. A fase proliferativa é caracterizada por proliferacdo de tecido de

granulacdo formada principalmente por fibroblastos e pelo processo de angiogénese
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(VAROGLU et al.,, 2010). A remodelacdo envolve uma série de reagdes regenerativas
complexas, desencadeadas por sinalizacdo bioquimica e mediadores inflamatérios, originadas
a partir da ruptura da continuidade tecidual (AYA; STERN, 2014).

Conhecer a fisiopatologia da cicatrizacdo e os fatores que podem acelera-la ou retada-
la tem sido alvo de estudos na busca de alternativas terapéuticas para cicatrizacdo de feridas
cutaneas (DWIVEDI et al., 2017; SU et al., 2016). Grande parte das pesquisas que estudam
patologias cutaneas em prol do tratamento e da cura de feridas, utilizam modelos animais,
especialmente em murinos, que apresentam caracteristicas histologicas que se assemelham
com a pele humana. Processos inflamatorios cutaneos e de cicatrizacdo sdo reproduzidos na
maioria das vezes em camundongos e ratos (GAUTAM et al., 2014; KIM et al.,2014).

O estudo em questdo baseou-se na avaliagdo macroscopica, que embora muito
subjetiva, mostra-se de grande importancia para 0 acompanhamento da reparacdo de feridas
cirargicas que gera excelentes informagdes em relacdo ao comportamento dos eventos
bioldgicos durante a reparacgéo tecidual (LI et al., 2016).

Na anélise da contracdo da ferida, verificou-se progressiva diminuicdo da area da leséo
em todos os grupos, nenhuma ferida apresentou &rea maior que a inicial, a diminuicdo da area
ocorreu por conta do mecanismo de contracdo tecidual. Pode-se observar também que os
percentuais da contracao das feridas foram maiores a partir do 7° dia, isso se justifica porque
entre 0 7° e 14° dia ocorre a fase de fibroplasia da cicatrizacdo, com presenca de fibroblastos e
miofibroblastos (OLIVEIRA et al., 2010)

Nos 14 dias de tratamento pode-se observar que no grupo tratado com a formulacéo
de PhCG-AgNPs a cicatrizagcdo foi superior quando comparada a formulagdo com NCG-
AgNPs quando comparadas respectivamente aos grupos que continham apenas as suas
formulacdes base, sendo a PhCG-AgNPs efetiva em todos os estdgios da avaliacdo da
cicatrizacdo e NCG-AgNPs mostrou diferenca significativa apenas no 7° dia de tratamento,
isto sugere que PhCG-AgNPs foi capaz de acelerar o processo de cicatrizagdo, possivelmente
por essa modificagéo facilitar a acdo da goma do cajueiro sobre os diversos fatores que atuam
no processo inflamatorio, na migracdo de células, bem como na reparacao tecidual.

Nos grupos tratados com as formulagdes NCG-AgNPs e PhCG-AgNPs durante os 14
dias de tratamento o exsudato foi monitorado. O exsudato quando presente apresentava
aspecto seroso, caracteristico de feridas ndo contaminadas (DA SILVEIRA VASCONCELOS
et al., 2015). No grupo das formulagdes base, a presencga de exsudato persistiu até o 9° dia e

em feridas agudas a presenca de exsudato é normal durante as primeiras 48 e 72 horas. Depois



51

de tal periodo a exsudacdo é prejudicial a cicatrizacdo (GAUTAM et al., 2014), assim pode-se
dizer que o tratamento didrio com as NCG-AgNPs e PhCG-AgNPs favoreceram uma
progressiva evolucao da cicatrizacao e reducdo gradativa do exsudato.

A hiperemia caracteriza-se por ser um fendmeno vascular envolvido no processo de
inflamacdo durante o reparo tecidual, tendo inicio alguns minutos ap6s a acdo traumatica,
nesse momento € liberado varios mediadores quimicos como a histamina (YOUNG;
MCNAUGHT, 2011). Neste trabalho foi verificada a hiperemia em todos os grupos, variando
apenas em sua intensidade. Nos grupos tratados com NCG-AgNPs e PhCG-AgNPs mostraram
uma intensa hiperemia, especialmente nos trés primeiros dias. No grupo NCG-AgNPs, essa
hiperemia durou mais tempo persistindo até o nono dia, no grupo tratado com a PhCG-AgNPs
apos o terceiro dia a hiperemia foi se tornando branda e posteriormente discreta ou ausente
nos demais dias de tratamento, demonstrando que houve acao significativa no controle da
reacdo inflamatoria superior da PhCG-AgNPs quando comparada NCG-AgNPs, nos grupos

tratados com as formulagdes base esse parametro persistiu até o 10 dia.
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6 CONCLUSOES

A modificagdo quimica da goma de cajueiro com anidrido ftalico foi comprovada por
FTIR.

Neste estudo, foram desenvolvidos hidrogéis formulados com nanoparticulas de prata
sintetizadas in situ contendo goma de cajueiro ftalada ou natural para aplicacdo como
agente antimicrobiano e cicatrizante.

A formacdo das AgNPs nos hidrogéis foi confirmado pelas seguintes técnicas de
caracterizacdo: Espectroscopia de Uv-vis, Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas
(NTA), Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Espectroscopia por Energia
Despersiva (EDS).

Pela analise reologica os hidrogéis com AgNPs foram classificados como ndo
newtonianos e pseudoplasticos;

A avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro dos hidrogéis constatou excelente
atividade antimicrobiana pela observacdo de inibicdo de crescimento bacteriano sob
ambos os géis, inclusive com formagdo de halos de inibicdo, além de reduzidos
valores de CIM e CBM;

A atividade cicatrizante in vivo dos hidrogéis foi verificada pelo modelo de
cicatrizacdo em feridas cirdrgicas em ratos. Pode-se observar que a goma do cajueiro
modificada por anidrido ftalico apresentou um melhor perfil de cicatrizacdo
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REIVINDICACOES

“Goma do cajueiro (Anacardium occidentale) modificada com anidrido ftalico” e
com as mais diversas classes de anidridos com ou sem o uso de solventes
caracterizado por ser o produto da reacdo da goma de cajueiro com anidrido ftalico
sob agitacdo a uma temperatura entre 120-130°C em dois tempos 20 e 40 min em que
no final de cada tempo foi adicionado 5mL de N-N- dimeticetamida a fim de parar a
reagao.

“Goma do cajueiro (Anacardium occidentale) modificada com anidrido ftalico” de
acordo com a reivindicagdo 1 caraceterizado por compreender um produto para
formulagdes farmacéuticas, produzidos na forma de géis, cremes, pomadas, solucdes,
para cicatrizacdo de feridas e plataforma entrega de principios ativos
preferencialmente na preparacao de nanoparticulas metalicas e poliméricas.
“Nanoparticula de prata estabilizadas com Goma do cajueiro (Anacardium
occidentale) modificada™ caracterizado por utilizar sais de prata e goma de cajueiro
modificado por reacdo com anidridos para realizacdo da sintese de nanoparticula.
“Nanoparticula de prata estabilizada com Goma do cajueiro (Anacardium
occidentale) modificada” de acordo com a reivindicacdo 3 utilizando nitrato de prata
preferencialmente a concentracdo entre 0,1 a 10 mM.

“Nanoparticula de prata estabilizada com Goma do cajueiro (Anacardium
occidentale) modificada” de acordo com a reivindicagdo 3 para ser utilizada como
componente em formulacBes com atividade antibacteriana, antifungica, produto
cicatrizante e de reparacao tecidual, componentes de cimentos ortopedicos, curativos,
ataduras, veiculo para medicamentos, cremes, lo¢des, gel e solucdes estética.
“Nanoparticulas poliméricas com Goma do cajueiro (Anacardium occidentale)
modificada como veiculo para incorporacio de firmacos” de acordo com a
reivindicacdo 2, para uso como matriz obtida, preferencialmente, rotas de sintese por
dialise para carreacao e incorporacao de farmacos.



