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MODESTO, Mirian. Desenvolvimento de gel de nanocelulose com acido
hialuronico e nanoparticulas de prata com propriedades antibacterianas. 2022.
85 f. Dissertagao (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

RESUMO

O presente trabalho refere-se ao desenvolvimento de um gel compdsito de liberagao
sustentada, topico hidrofilico composto por nanocelulose, acido hialurénico, sorbato
de potassio e nanoparticulas de prata. O compésito constituido entre nanocelulose e
acido hialurénico tem a caracteristica de formar uma rede hidrofilica capaz de reter
grandes quantidades de agua, se tornando semelhante aos tecidos biolégicos e com
capacidade de incorporar agentes com finalidade especificas, dando origem a
eficientes sistemas de liberacdo. Nanoparticulas de prata, exibem um conjunto de
mecanismos de ac¢ao antimicrobiana, de forma aprimorada e apresentando amplo
espectro contra varias cepas de bactérias e outros patdégenos, com efeito de longa
duracao em baixas concentragoes, o que limita relativamente a toxidade da prata para
as células humanas. Neste estudo, foi avaliada a atividade antibacteriana das AgNPs
quimicamente sintetizadas frente a bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa. A atividade antibacteriana foi avaliada utilizando técnicas de disco-difuséo
em agar, microdiluigdo seriada em caldo para a determinagdo da concentragéo
inibitéria  minima (CIM), e curva de tempo de morte. As nanopratas foram
caracterizadas pelas técnicas de microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-visivel (UV-
vis). Pelas imagens da MEV, se constatou que o compdsito apresentou arranjo
randdmico, tridimensional e com preenchimento de toda a rede de nanofibrila da
celulose. Pelos ensaios de atividade antimicrobiana, CIM apresentou valor de 1,5
pg/mL e efeito bactericida. O ensaio de Curva de morte constatou que o agente teve
efeito bacteriostatico com 1 hora de agcdo e em 3 horas cessou o crescimento
bacteriano. O gel formulado exibiu grande potencial para aplicagdo como bactericida,
em baixas concentragcdes do ativo sendo proposto como alternativa para o tratamento
e controle de infec¢des causados por P. aeruginosa usando nanoparticulas de prata
como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: biopolimeros; pseudomonas aeruginosa; nanoprata; bactericida.



MODESTO, Mirian. Development of nanocellulose gel with hyaluronic acid and
silver nanoparticles with antibacterial properties. 2022. 85 p. Dissertation (Master
in Biotechnology) - State University of Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

The present work refers to the development of a hydrophilic topical, sustained-release
composite gel composed of nanocellulose, hyaluronic acid, potassium sorbate and
silver nanoparticles. The composite consisting of nanocellulose and hyaluronic acid
has the characteristic of forming a hydrophilic network capable of retaining large
amounts of water, becoming similar to biological tissues and capable of incorporating
agents with specific purposes, giving rise to efficient delivery systems. Silver
nanoparticles exhibit a set of mechanisms of antimicrobial action, in an Enhanced form
and presenting a broad spectrum against several strains of bacteria and Other
pathogens, with a long-lasting effect at low concentrations, which relatively limits the
toxicity of silver to human cells. In this study, the antibacterial activity of chemically
synthesized AgNPs against the Gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa
was evaluated. Antibacterial activity was evaluated using disk diffusion techniques in
agar, serial broth microdilution to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC), and time to death curve. The nanosilver were characterized by scanning
electron microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR),
Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Ultraviolet-Visible Region Spectroscopy
(UV-vis). From the SEM images, it was found that the composite presented a random,
three-dimensional arrangement and filled the entire cellulose nanofibril network. By
assays of antimicrobial activity, MIC showed a value of 1.5 ug/mL and bactericidal
effect. The death curve test found that the agent had a bacteriostatic effect with 1 hour
of action and in 3 hours bacterial growth ceased. The formulated gel exhibited great
potential for application as a bactericide, at low concentrations of the active being
proposed as an alternative for the treatment and control of infections caused by P.
aeruginosa using silver nanoparticles as an antimicrobial agent.

Key words: biopolymers; pseudomonas aeruginosa; nano silver; bactericide.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento e uso de biomateriais nanoparticulados é uma tecnologia
revolucionaria em diversas areas. A possibilidade de se obter um material com
diferentes mecanismos de acdo, apenas manipulando suas propriedades como
tamanho, forma e estrutura cristalografica, permite-se obter uma superficie
extremamente mais reativa, afetando diretamente suas propriedades O6pticas,
magnéticas, cataliticas e antimicrobianas.

A nanocelulose é€ um dos biopolimeros mais estudados. Devido as
propriedades quimicas da sua cadeia molecular, estrutura que pode ser rearranjada,
a nanocelulose realiza fortes interacbes com as moléculas de outros compostos
associados a ela, produzindo novos materiais. Matrizes a base de nanocelulose séo
ideais para aplicagbes em tecidos biolégicos. Devido suas caracteristicas de ser
biocompativel e ndo imunogénica, a nanocelulose possibilita seu uso como
nanocompaositos, e pode ser aprimorada quando tornada hibrida.

O nanocompdsito constituido da jungao entre nanocelulose e acido hialurénico,
forma uma rede hidrofilica capaz de reter grandes quantidades de agua, se tornando
semelhante aos tecidos biologicos e com capacidade de incorporar agentes com
finalidade especificas, dando origem a eficientes sistemas de liberacao.

Estudos mostram que as nanoparticulas metalicas como as de prata atraem,
ha milénios, significativo interesse por suas propriedades funcionais, principalmente
relacionadas a atividade antimicrobiana. A prata em nanoescala, exibe um conjunto
diversificado de mecanismos de acdo de forma aprimorada, devido ao aumento da
sua area de superficie e potencial de alto alcance, apresentando amplo espectro
contra varias cepas de bactérias e patégenos, com efeito de longa duragao em baixas
concentragbes, o que limita relativamente a toxidade da prata para as células
humanas.

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de uma formulagao tépica
hidrofilica, com compostos na escala nanométrica, constituido por um sistema de
liberagéo formado por nanocelulose com acido hialurénico e tendo nanoparticulas de
prata como agente antimicrobiano.

A composicio se baseia em um gel, com propriedades interessantes para a
finalidade do produto, como estabilidade, poder residual, facil aplicagdo e elevada
acao bactericida em baixas concentragdes do agente
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CELULOSE

A celulose é um biopolimero renovavel, biodegradavel e de baixo custo,
geralmente derivado de plantas lignoceluldsicas, animais ou bactérias. E considerado
0 mais abundante biopolimero com estrutura de cadeia longa e linear, ligadas e
reunidas em estruturas hierarquicas de microfibrilas, que Ihe confere excelente
resisténcia e rigidez (SHARMA et al., 2019)

Quimicamente, apresenta cadeia linear, composta por hidrogénio, oxigénio e
carbono na forma de [(-D-glucopiranose (extremidade redutora), ligado por ligagdes
B-1,4-glicosidicas (extremidade nado redutora) que formam celobiose. Cada
componente de glicose anidra tem um grupo de hidroxila primario e dois grupos
hidroxila secundarios em C6, e em C2 e C3, respectivamente (Figura 1)
(CHOUDHURY et al., 2020).

Intramolecular hydrogen bond
{between same chains)

HO
L]
- ]- L]
Intermolecular I "LH H H OH
hydrogen bond "—'—-—-—,_._._,_‘_‘_‘_"_é i
(between HOH 2 "JIH
neighboring chains) f

OH

Figura 1 — Estrutura quimica da cadeia de celulose
Fonte: LEE et al. (2014).

Nas fibras da planta, a intensa rede de ligacbes de hidrogénio entre os grupos
hidroxila de cadeias adjacentes faz com que a celulose se organize de forma
hierarquica, na forma de microfibrilas que se agregam formando estruturas que sao

mantidas juntas para construir as fibras. As microfibrilas apresentam dimensodes
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nanomeétricas, com um diametro geral de cerca de 3-4 nm, e sdo compostos de regides
cristalinas altamente ordenadas e regibes amorfas desordenadas (Figura 2). As
regides cristalinas sao regides em que as cadeias de celulose estdo ordenadas, o que
Ihe exerce rigidez e forga, enquanto o arranjo desordenado (“emaranhado”) formado
na regido amorfa, confere flexibilidade ao material (AMORIM et al.,, 2020;
CHOUDHURY et al., 2020; FRAZIER et al., 2020).

Cellulose chain Amorphous region

""" fodientioeity

)

Crystalline region

Figura 2 — Regides cristalinas e regides amorfas presentes na cadeia de celulose.
Fonte: LEE et al. (2014).

Plantas e algas s&o as principais fontes naturais de materiais lignoceluldsicos,
visto serem os constituintes de suas paredes celulares, além disso, ha materiais
lignocelulésicos abundantemente disponiveis na natureza na forma de madeiras,
fibras vegetais e gramineas, compostos por cerca de 35-50% de celulose, 10-25% de
lignina e 20-35% de hemiceluloses (CHOUDHURY et al., 2020).

Com uma produgao anual estimada em 1.014 toneladas, e com maioria de
origem vegetal, a celulose € amplamente utilizada para a produgado industrial. A
possibilidade de a celulose se converter em materiais nanoescala (nanocelulose)
através de varios métodos fisico-quimicos, possibilitou para as comunidades
cientificas explorarem propriedades e aplicacées potenciais desses nanomateriais.
Nos ultimos 10 anos, avangos significativos foram obtidos na producdo de
biopolimeros a base de celulose, com buscas a novas utilizagdes. O desenvolvimento
de processos ecoldgicos e sustentaveis voltados ao uso da celulose, vem movendo

pesquisas na tentativa de reduzir a dependéncia de recursos fosseis como o petréleo,
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visto que, apesar dos derivados de petrdleo possuirem um custo baixo, ndo sao
biodegradaveis (AMORIM et al., 2020; CHOUDHURY et al., 2020; SHARMA et al.,
2019).

A ampla disponibilidade da celulose e suas excelentes propriedades mecanicas
e de biodegradabilidade, sem apresentar efeitos adversos na saude e ao ambiente
(considerados biopolimeros ndo imunogénicos), fazem com que a celulose e seus
derivados nanoparticulados apresentem potencialidade de aplicacdo nas areas
farmaco-quimicas e de saude, por meio do desenvolvimento de hidrogéis, aerogel,
adsorventes e biomateriais/formulagdes para a engenharia biomédica e tecidual
(CHOI et al., 2020; FRAZIER et al., 2020; SHARMA et al., 2019).

2.2 NANOCELULOSE

A nanocelulose € um dos materiais verdes mais promissores dos tempos
modernos devido as suas significantes propriedades de baixa densidade, néao
abrasividade, combustibilidade, ndo toxicidade, renovabilidade e abundancia. Ainda,
as nanoceluloses apresentam baixo custo quando comparado a outros polimeros
sintéticos (BACAKOVA et al, 2019; SHARMA et al., 2019).

A estrutura quimica de todas as celuloses e nanocelulose sao iguais, podendo
variar nas propriedades fisico-quimicas e reoldgicas, dependendo do método de
desintegracdo usado, extensdo da degradagao da celulose, fibra e comprimento da
cadeia de celulose (grau de polimerizagao), cristalinidade e fonte de matéria-prima
lignocelulésica (AMORIM et al., 2020; CHOUDHURY et al., 2020; SHARMA et al.,
2019).

Os nanomateriais de celulose podem ser obtidos por fontes vegetais,
nanocristais de celulose (NCC), nanofibras de celulose (NFC) e microfibras de
celulose (MFC), por via bacteriana (Nanocelulose Bacteriana - CB) e por Eletrofiacdo
de nanofibras de celulose (ENFC) (CHOUDHURY et al., 2020).
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2.2.1 Rotas de sintese de nanoparticulas

As rotas de sintese existentes para a obtencdo de nanoparticulas podem ser
agrupadas em métodos do tipo Top-Down “de cima para baixo” ou do tipo Bottom-up
“de baixo para cima”.

Os métodos de “cima para baixo” sido utilizados em processos mecanicos,
fisicos, quimicos ou enzimaticos para reducdo de escala de materiais massivos,
denominados “bulk’, 0 que gera uma redugao progressiva até que a nanoescala seja
atingida. Pelo método “de baixo para cima” as nanoparticulas sdo constituidas por
agrupamentos de atomos ou moléculas individuais, formados a partir de processos de
sintese quimica ou fisica (Figura 3) (MEDEIROS, 2019).

Os processos bottom-up apresentam vantagens em relagéo aos processos top-
down visto apresentarem melhor controle do tamanho da particula obtidas, sendo
necessarios aplicar menos energia cisalhante ou de produtos quimicos. Ainda, o
processo viabiliza a construgao de nanoestruturas complexas, que dificiimente seriam
reproduzidas por técnicas top-down (MEDEIROS, 2019).

Ao serem sintetizadas em meio liquido, as nanoparticulas constituem sistemas
coloidais dentro de um meio dispersante e tém sua estabilidade relacionada
intimamente com as interagdes entre a fase dispersa e o meio. Os mecanismos de
estabilizacdo de nanoparticulas sao por fendbmenos eletrostaticos ou estéricos e a
escolha do estabilizante adequado é fundamental, pois contribuira para a estabilidade,
solubilidade, reatividade e até mesmo, no tamanho e formato das nanoparticulas
durante a sintese (FERNANDES, 2014; MEDEIROS, 2019).

NA estabilizagao eletrostatica ocorre a interagdo entre moléculas carregadas
na superficie de forma que as nanoparticulas sao repelidas. Na estabilizagao estérica,
ocorre a adsorgao de surfactantes ao seu redor das nanoparticulas, as cadeias sobre
sua superficie impedem a aproximacado das particulas dispersas, evitando sua
aglomeracao (GARCIA, 2011).
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Figura 3 - llustragcdo dos métodos utilizados na obteng¢ao de nanoparticulas.
Fonte: Proprio autor.

2.3 NANOCELULOSE DE ORIGEM VEGETAL

Diferentes matérias-primas podem ser usadas para obter nanocristais,
nanofibras e microfibras de celulose. Entre as fontes de matéria-prima, residuos
agroindustriais vegetais, se destacam e se mostram mais promissores, devido as
grandes quantidades e renovabilidade (AMORIM et al., 2020).

A Nanocelulose vegetal apresenta propriedades vantajosas, como boa
resisténcia mecanica e menor impacto ao meio ambiente. Possui baixo grau de
cristalizacdao quando comparada a outras celuloses obtidas de outras fontes, mas
possui um grau alto de polimerizagdo, o que tende a aumentar sua cristalinidade e
sua resisténcia mecanica. O tamanho das nanoparticulas dependera de varios fatores,
como a fonte de fibra, método de preparacao, natureza, tempo, temperatura e a
concentragao de acido usados na técnica de extragcdo (AMORIM et al., 2020; BALEA
et al., 2019).

Varios processos mecanicos, quimicos ou de degradacédo enzimatica podem
ser utilizados na celulose vegetal para fragmentacao de sua estrutura e obtengdo com
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espessura nanometrica (MEDEIROS, 2019).

Para a producdo, a matéria-prima utilizada deve ser pré-tratada para remover
0os componentes ndo celuldsicos, como a lignina e hemicelulose e as etapas de pré-
tratamento mais comuns sdo moagem, polpagao e branqueamento, além das etapas
de pébs-hidrélise dos nanocristais que sdo usados para remover o acido residual por
meio de centrifugagéo e didlise, resultando em suspensdes aquosas. A purificagdo
quimica envolve extragdo alcalina e branqueamento. Devido a sua estrutura
hierarquica semicristalina, uma estratégia de desconstrugéo quimica ou mecanica de
cima para baixo pode ser usada para extrair nanoparticulas naturalmente (AMORIM
et al., 2020).

As técnicas de modificagdo da nanocelulose, tanto de superficie quanto
quimica, sao utilizadas para introduzir por¢gées carregadas ou hidrofébicas, que
reguladas na quimica da propria nanocelulose ou pela introdugéo de certos grupos
funcionais em sua superficie, sdo capazes de transformar moléculas simples em
misturas de polimeros mais complexas ou compdsitos, aumentando significativamente
seu potencial para uma ampla gama de aplicagbes e melhorando as propriedades
mecanicas (AMORIM et al., 2020).

Os grupos hidroxilas podem ser modificados por grupos carboxilicos,
sulfonatos, fosfatos, tiol, aminos e amidas para que ocorra a ligagdao do metal ou
corante por meio de varias abordagens, entre elas enxerto, esterificacao, eterificagao,
halogenacédo, ritmo oxidagdo, cationizagdo, fosforilagdo, carboximetilagao,
sulfoetilagdo, sulfonagéo, aminoguanidina, ozonizagao e funcionalidade tiol (PHAN et
al., 2021).

Morfologicamente, as nanoestruturas sao divididas em nanofibrilas, nanofibras,
nanocristais (nanowhisker), nanobastdes e nanobolas e sao obtidas de acordo com o
tipo de matéria-prima (Tabela 1). Todas as nanoestruturas apresentam as importantes
propriedades da celulose (AMORIM et al., 2020; BACAKOVA et al., 2019; SHARMA
et al., 2019).
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Tabela 1. Classificagdo Morfolégica das estruturas de nanocelulose com respectivas
origens.

ESTRUTURAS ORIGEM
Nanofibrilas Derivados de madeira
Nanofibras Eletrofiagcao — Acetato de celulose

Isolado de abacaxi

Nanowhiskers Pasta kraft de pinho
Kenaf bast (Juta)
Nanocristais Derivado do algodao
Nanorods Derivado da grama
Nanoballs Derivado de madeira
Nanoplaquetas Derivado de agave

Fonte: Adaptado de BACAKOVA et al. (2019).

As nanoceluloses de origem vegetal podem ser incorporadas em alguns
compositos com altas temperaturas, sem sofrer degradacéo. Nanofibras de celulose
e nanocristais de celulose atrairam grande interesse como agentes de reforgo para o
desenvolvimento de nanocompdsitos com matrizes poliméricas. Como em todos os
materiais compaositos, as propriedades finais dependem da interagao entre a matriz e
os nanocarbonos. O carater hidrofilico da celulose é o fator que contribui para o amplo
uso de matrizes soluveis em agua na produgcao de nanocompdsitos baseados em
nanocargas (AMORIM et al., 2020; BALEA et al., 2019).
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2.4 HIDROGEIS DERIVADOS DE CELULOSE

Os hidrogéis s&o matrizes poliméricas tridimensionais capazes de reter grandes
quantidades de agua, caracteristica que os torna semelhantes aos tecidos biologicos.
As ligagdes cruzadas fisicas e quimicas sado fundamentais para a constru¢gado de uma
rede hidrofilica na qual produtos e agentes também podem ser incorporados, dando
origem a sistemas de liberagdo ou até mesmo a novos materiais. Hidrogéis sao
estudados com foco no desenvolvimento de materiais para serem aplicados em
solugdes biotecnoldgicas inovadoras (VALLE et al., 2017; WANG et al., 2020).

Os grupos funcionais —NH2, —-COOH, —CONH, —OH, —CONH> e SOs3H sao
responsaveis pela propriedade hidrofilica dos hidrogéis e dos biopolimeros e a
capacidade dos hidrogéis de incorporar unidades e estabelecer ligagdes de hidrogénio
merecem atencdo. Moléculas podem ser organizadas em fibras semelhantes a
polimeros que se tornam emaranhadas e constituem uma matriz continua que retém
o solvente por tensao superficial. Uma matriz heterogénea pode ser obtida com
agregacao de superestrutura hierarquica e criar dimensdes a partir do nanométrico a
escala micrométrica (RELLEVE et al., 2021; VALLE et al., 2017).

Um hidrogel adequado para aplicagdes deve ser soluvel em meio aquoso e ter
uma transig¢ao rapida sol-gel, sob condicdes fisiolégicas e sem liberar subprodutos
toxicos ou prejudicar ao tecido circundante. Em geral, os hidrogéis sao projetados com
grupos funcionais sensiveis a estimulos externos como pH, temperatura e luz (VALLE
et al., 2017).

A celulose, devido a suas propriedades, justifica o desenvolvimento de grande
numero de aplicagdes com hidrogéis. Quimicamente, a cadeia molecular da celulose
pode ser visualizada como uma estrutura de conformacéo rigida que pode ser
arranjada, dando origem a materiais fibrosos cristalinos e suas fortes interacdes de
ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares encontradas nas estruturas cristalinas,
podem ser utilizadas para produzir os hidrogéis em matrizes a base da propria
celulose ou para uso de compdésitos incorporando nanocelulose (WANG et al., 2020).

Os compositos sao materiais constituidos por pelo menos duas fases, em que
uma delas se dispersa e a outra é a matriz. Juntas formam uma rede tridimensional
com propriedades unicas, diferente das propriedades das fases isoladas (MEDEIROS,
2019). Compésito com matriz de celulose na forma de hidrogel, sao ideais para

aplicacbes em tecidos e podem ser aprimoradas tornadas hibridas com outros
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componentes como, por exemplo, o acido hialurénico. Contudo, os hidrogéis a base
de celulose tém como principal limitagdo a baixa solubilidade da celulose em agua e
na maioria dos solventes orgénicos devido a estrutura ligada por hidrogénio (VALLE
et al., 2017; WANG et al., 2020).

Como solugdo para o problema da solubilidade, a celulose pode sofrer
modificagdo quimica, pela conversao dos grupos hidroxilas em grupos éter e catidnico,
porém, as propriedades finais podem ser alteradas negativamente. Pesquisas tem se
concentrado na dissolugcao direta da celulose em solventes nao téxicos, como os
sistemas aquosos alcali/ ureia, possibilitando a preparagdo de membranas e hidrogéis
a partir desses meios (VALLE et al., 2017; WANG et al., 2020).

Os Hidrogéis podem ser preparados pela reticulagdo de solugdes aquosas de
éteres de celulose - Metilcelulose (MC), etilcelulose (EC), carboximetilcelulose de
sédio (NaCMC) ou hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Dentre estes, Metilcelulose é
ideal para a preparagao de hidrogéis termorresponsivos devido ao seu equilibrio
hidrofébico-hidrofilico, que da origem a uma expansao das cadeias moleculares por

pequenas mudangas de temperatura (VALLE et al., 2017).

2.5 Acipo HIALURONICO

O Acido Hialurénico (AH) é um polissacarideo linear de ocorréncia natural,
composto de unidades de dissacarideo repetidas de acido D-glucurénico e N-acetil-
D-glucosamina (Figura 4). E um dos glicosaminoglicanos da matriz celular, podendo
ser também encontrado na matriz extracelular, matriz pericelular e intracelular. Nos
vertebrados, as maiores concentragcbes de AH s&o encontradas em tecidos
conectivos, como a crista de frango e cartilagem nasal, no cordao umbilical e fluido
sinovial. Tem a fungcao de preencher os espacos entre as células, agindo como um
componente estrutural. Comercialmente, o AH é produzido com base em dois
processos principais, a extracao de tecidos animais e por fermentacdo microbiana
usando cepas bacterianas e apresentam a mesma estrutura quimica, podendo diferir
apenas na massa molar (OLIVEIRA, 2017; RELLEVE et al., 2021).
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Figura 4 — Estrutura Quimica do Acido Hialurénico
Fonte: OLIVEIRA (2017).

E um glicosaminoglicano anidnico biologicamente seguro e altamente
compativel com varios tipos de tecido, com capacidade de infiltrar-se no estrato corneo
e atingir células na derme, apesar de sua alta hidrofilicidade e grande tamanho
molecular. O mecanismo exato da infiltracdo transdérmica do HA nao é claramente
entendido, porém, a infiltracdo por vias intercelulares lipidicas, devido a anfifilicidade,
sao amplamente pesquisadas e relatadas como sendo um carreador que pode ser
topicamente usado para entrega as células na derme (KIM et al., 2020).

Os materiais a base de HA s&o ideais para a construgcdo de hidrogéis e sao
usados como um unico ingrediente ativo ou em combinagdo com outros ativos, sendo
encontrado na maioria das formulagdes. Por ser encontrado como um componente
enddgeno, cria uma rede viscoelastica que preenche os espagos e por sua natureza
hidrofilica, tem forte capacidade de ligagdo com a agua, tendo um efeito de
enchimento imediato. Além disso, o HA é altamente biocompativel, biodegradavel e
aumenta a fixacao e proliferacao celular (FONSECA et al., 2021; RELLEVE et al.,
2021).

Os hidrogéis a base de nanocelulose e HA podem ser sintetizados de acordo
com as necessidades dos tecidos e controlando as propriedades de densidade de
reticulacdo, cadeias de estrutura, porgdes de superficie e grupos funcionais. Ao se
utilizar mais de um polimero em uma rede de gel, ha beneficios adicionais como o
biomimetismo de componentes, controle de sintese, propriedades mecanicas e

biologicas do gel, em comparagdo com o uso de um unico biopolimero. Dessa forma,
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a combinagao da estrutura da nanocelulose com as caracteristicas do HA cria uma
ferramenta multifuncional ideal para formulagbes (FONSECA et al. 2021,
JANARTHANAN et al., 2020).

Os compésitos constituidos, podem ainda ser ajustados com base na
concentragdo, grau de metilacdo e concentragcdo de sal, de modo que se crie
condigdes fisiologicas mais adequadas para aplicagdo dos hidrogéis. A modificagao
quimica da celulose permite que a estrutura quimica seja ajustada para exibir
caracteristicas quanto a elasticidade, compressdo, mecanica, forca e viscosidade,
alterando as propriedades térmicas e de resisténcia do material (FONSECA et al.,
2021; RELLEVE et al., 2021).

2.6 NANOPARTICULAS DE PRATA

A prata, juntamente com o ouro e o cobre, corresponde aos primeiros metais
descobertos pelo homem, sendo descoberto aproximadamente em 4000 a.C. Antes
mesmo do entendimento de que os micrébios eram os agentes causadores das
infeccbes, a prata teve sua ingestdo empiricamente motivada para tratamento de
doencas e infecgbes (aproximadamente 1.000 a.C), pois aquela época, sua eficacia
contra infecgbes ja era conhecida. Seu uso ocorreu nas mais variadas aplicagoes,
desde recipientes para liquidos, moedas, suturas e solugdes contra agentes
microbianos (MEDEIROS, 2019).

Nanoparticulas metalicas e semicondutoras possuem propriedades fisicas e
quimicas dependentes de seu tamanho e forma. A redugcédo do tamanho a dimensodes
nanometricas leva os materiais e possuirem comportamento intermediario entre o bulk
e 0 molecular. Outra propriedade relacionada com a diminuicdo dos tamanhos das
particulas € o aumento da sua area superficial, o que melhora a eficiéncia em
aplicagdes dependentes de sitios superficiais (OTUBO, 2005).

O uso da prata (Ag) em sua forma metalica ou em solucdes de sais de prata
(6xido, brometo, cloreto e iodeto) é bastante diversificada. O estudo da relagao entre
o tamanho da particula e os efeitos sobre suas propriedades antimicrobianas se deram
a partir de 1924, quando foram introduzidos estudos sobre a sintese e estabilizagao
de coloides por processos eletroliticos, capazes de obter particulas com dimensdes
entre 0,1 e 0,001 uym de didmetro. InUmeras técnicas foram estabelecidas para a
sintese de AgNPs, como redugédo quimica, fotoquimica, eletroquimica, irradiagao,
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térmica, biolégica e microemuls&o. Entre eles, a redugdo quimica é o método mais
adotado devido a sua abordagem concisa e direta (BUNDJAJA et al., 2021;
MEDEIRQOS, 2019; SOFI et al., 2021).

Comparado a sua forma metélica pura, a Ag em nanoescala exibe uma agao
antibacteriana aprimorada, devido ao aumento da sua area de superficie e potencial
de alto alcance, com amplo espectro e efeito de longa duragdo contra varios
microrganismos (BUNDJAJA et al., 2021; SOFI et al., 2021).

A busca por novos compostos utilizando nanoparticulas metalicas para
combater microrganismos, se baseia no fato de que a agido antimicrobiana das
nanoparticulas pode ocorrer por mecanismos diversificados. S&o capazes de inibir
seletivamente as vias metabdlicas, induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio e matar as bactérias multirresistentes (DIAS et al., 2021; NISHIO, 2019).

Por apresentarem um conjunto diversificado de mecanismos de agdo, a
obtencao de resisténcia as nanoparticulas pelos microrganismos torna-se muito dificil.
As formulagdes com focos na escala nanométrica tém mostrado melhor eficacia que
os farmacos convencionais por possibilitarem a entrega direcionada do agente aos
locais de infecgao com liberagdo do composto de forma continuada e controlada (DIAS
et al., 2021).

O uso indiscriminado pelo seu uso medicinal, na forma de prata coloidal, deu
origem a doenga Argiria. Essa doenca consiste na deposigao acumulativa sobre a pele
e em outros tecidos humanos e leva a alteragdo da pigmentacao da pele, deixando-a
na cor azul. Mesmo em casos de Argiria crdénica, ndo ha registros de alteragcbes
patolégicas nos 6rgaos afetados ou alteragdes na fisiologia dos pacientes. A utilizagao
medicinal da prata somente perdeu adesdo apds o surgimento dos antibiticos em
1940, motivada pela sua utilizacdo na Segunda Guerra Mundial (MEDEIROS, 2019).

Estudos mostram que os ions Ag*, liberados pelas nanoparticulas (AgNPs),
possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana em baixas concentragdes, o que
limita relativamente a toxidade da prata i6nica e metalica para as células humanas. A
eficacia antimicrobiana estd diretamente relacionada ao tamanho e a forma das
nanoparticulas e pelo fato de a prata possuir area superficial aprimorada e maior
condutividade elétrica e térmica, a torna um excelente componente catalisador
(BASTUS et al., 2014).

O resultado satisfatorio da utilizagdo de um hidrogel de nanocelulose com
nanoparticulas de prata (AgNPs) como agente antimicrobiano, envolve a dissolugcao
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da cadeia de celulose e a formagao de uma rede tridimensional via ligagdo cruzada,
que permite a ligacdo de um grande numero de AgNPs a superficie do gel. A tendéncia
de as AgNPs formar agregados € um problema que pode diminuir sua eficiéncia,
contudo, a integracdo das AgNPs a nanocelulose, impede a formacdo desses
agregados, obtendo uma formulagdo com elevado potencial antimicrobiano
(BUNDJAJA et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver gel de nanocelulose com acido hialurénico incorporado com

nanoparticulas de prata com acéo antibacteriana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar gel de nanocelulose microfibrilada e gel de acido hialurénico;
° Sintetizar nanoparticulas de prata;

o Caracterizar as nanoparticulas de celulose, acido hialurénico e de prata;
. Desenvolver formulagdo topica em gel (compésito), utilizando

nanocelulose, acido hialurénico e nanoprata;
o Caracterizar o gel topico formulado;
o Avaliar a eficacia bactericida do gel utilizando cepa de Pseudomonas

aeruginosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DO GEL DE NANOCELULOSE

A nanocelulose foi obtida comercialmente pré-ativada em pasta (2%) e
certificada da marca Exilva®. A dispers&o ocorreu em fase aquosa no inicio da etapa
de processamento. Quando totalmente dispersa, a nanocelulose possui
funcionalidade de gel tixotrépico, sendo necessario aplicar cisalhamento. A
concentragédo do produto foi de 0,2 g/mL. Apds disperséo foi adicionado Sorbato de
Potassio como conservante na concentragéo de 0,02 g/mL.

Para um alto cisalhamento, utilizou-se de um homogeneizador estator-rotor de

alta velocidade de agitagao do tipo Ultra Turrax, a 10.000 rpm por cerca de 10 minutos.

4.2 PREPARO DO GEL DE ACIDO HIALURONICO

O acido hialurénico foi preparado utilizando-se de acido hialurénico comercial
(Shandong Focuschem Biotech Co, Ltda) numa composi¢cdo de suspensédo (1%) e
com concentragao do produto de 0,1 g/mL. Inicialmente o produto foi diluido em agua
ultrapura e homogeneizado em estator-rotor de alta velocidade de agitagao do tipo

Ultra Turrax, em 10.000 rpm por aproximadamente 5 minutos, até consistir em gel.

4.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese para obtenc¢ao das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi realizada pelo
método de redugao quimica dos ions prata (Ag) em solugao, utilizando o nitrato de
prata (AgNO3) (0,0618 mol/L) como agente precursor, a Arginina (Arg) (0,1236 mol/L)
como agente redutor e o hidréxido de potassio (KOH) (0,309 mol/L) como agente
carreador. A razao molar de [AgNO3]:[Arg]:[KOH] é de 1:2:5.

Primeiramente, 20 ml de solugdo redutora foram preparadas dissolvendo, de
forma concomitante, contendo de 0,41 a 0,45 g de Arg (0,1236 mol/L) e de 0,30 a 0,35
g KOH (0,309 mol/L) em agua deionizada. Outra solugao de 25 mL foi preparada
dissolvendo de 0,20 a 0,30 g de AgNO3 (0,0618 mol/L) em agua deionizada. A solugao
de Arg/KOH permaneceu em agitacdo magnética constante e aquecimento em balao
volumétrico em temperatura de 90°C (SHANKAR, et al., 2015). A partir de entao,
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iniciou-se o processo de titulagcdo da solugéo, com fluxo de 10 mL/h, por cerca de 120
minutos até atingir cor laranja avermelhado. O tamanho das AgNPs foi aferido pela

absorbancia plasmoénica por UV-vis na faixa de 400 nm.

4.3.1 Correlagao entre temperatura e formagao de nanoparticulas.

Para averiguar a influéncia da temperatura durante a sintese das
nanoparticulas, foi realizada uma curva crescente de temperatura. Cada sintese
experimental ocorreu em temperatura constante e sob os parametros molares acima
descritos no item 4.3 para produgao das solugdes. No entanto, a temperatura fora
diferente entre sinteses, partindo de 10°C até 90°C, com intervalos de 20°C.

Como intuito comparativo entre metodologias de redug¢do da prata, além do
meétodo de arginina aqui utilizado para sintese, realizou-se também o método de
reducdo com citrato de sdédio (GARCIA, 2011). Previamente foi preparado uma
solugéo de nitrato de prata (61,8 mmol/L), onde 1 mL dessa solugéo foi diluida em 100
mL de agua destilada. Em seguida, foi preparado uma solugao dissolvendo 0,2730g
de citrato de sddio tribasico (18,54 mmol/L) em 50mL de agua destilada.

A solucéo redutora de citrato de sddio foi transferida para baldo de fundo
redondo, onde permaneceu sob agitagdo magnética e temperatura constante de 90°C.
Foi titulada com nitrato de prata até atingir um volume de 20 mL e em seguida foi

caracterizada por UV-vis.

4.4 PREPARO DA FORMA FARMACEUTICA FINAL — GEL
O preparo do gel, em sua formulagao final ocorreu em quatro etapas:

Etapa 1 - Primeiramente o gel de nanocelulose foi preparado conforme descrito
pelo fornecedor. Diluiu-se aos poucos o total em gramas do composto nanocelulose
(0,2 g/mL), mais o total em gramas do conservante sorbato de potassio (0,002 g/mL),
adicionando-se o total de agua sob agitagao constante, através do emprego de um
Ultra Turrax em velocidade de 10.000 rpm até formacéao de gel consistente.

Etapa 2 - Referiu-se a dissolu¢ao do acido hialurénico. Diluiu-se aos poucos o
total em gramas do acido hialurénico (0,01 g/mL) em agua sob agitagdo constante,
através de um Ultra Turrax em velocidade de 10.000 rpm até formacgao de gel.

Etapa 3 - Na terceira etapa, ocorreu a homogeneizagéo dos dois géis (etapa 1
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e etapa 2) utilizando-se de Ultra Turrax a 10.000 rpm por aproximadamente 5 minutos,
constituindo a matriz de liberagéo (nanobiocompdésito).

Etapa 4 - Refere-se a incorporagado do composto ativo (nanoparticulas de prata)
ao gel obtido na etapa 3 (matriz de liberagdo). Adicionou-se o volume total do
composto ativo 2 pL que foi homogeneizado de forma manual com auxilio de bastao

de vidro.

4.5 CARACTERIZAGAO DAS PARTICULAS DE NANOCELULOSE, ACIDO HIALURONICO E DE

PRATA.

4.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Uma pequena porgao da amostra foi espalhada sobre laminula (pedago em
torno de 1 cm?) e passou por processo de secagem em sala com umidade e
temperatura controladas em 20°C por 48 horas. A laminula com a amostra foi
fixada sobre "Stub" contendo fita de carbono dupla face. A amostra recebeu uma
camada de ouro de aproximadamente 20 nm de espessura sobre a superficie por meio
do equipamento Sputter Coater marca Bal-Tec, modelo SCD 050 e foi analisado em

microscoépio eletrénico marca Philips, modelo: Quanta 200.

4.5.2 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Uma porgao da amostra (50 g) foi disposta em placa de Petri e submetida a
secagem natural por 48 horas. Apds secagem completa, houve a constituicdo de um
filme que foi triturado e prensado por meio de prensa hidraulica, formou-se pastilhas
com KBr e foram realizadas leituras de transmitadncia com uma resolugdo de 4 cm™' na
faixa de absorcdo de 4000 a 400 cm™. Foi utilizado o espectrofotometro de
infravermelho da marca Bruker-Vertex 70, equipado com acessoério ATR com cristal

Gé 45°. As imagens foram processadas utilizando-se o software OriginPro 9.5.

4.5.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises foram realizadas em um calorimetro Shimadzu DSC 60, no
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intervalo de temperatura de 25 a 450°C, utilizando-se de capsulas de aluminio seladas
hermeticamente, com massa de amostras de aproximadamente 2 mg, razdo de
aquecimento de 10°C/min em atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de
50mL/min.

4.5.4 Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros visiveis foram adquiridos com um espectrofotbmetro marca
Jenwey 6705. Uma amostra da solugédo de AgNPs foi diluida em agua deionizada na
proporcao de 1:10 (v/v) e submetida a analise espectral em temperatura ambiente na
faixa de 200 a 600 nm com 0,1 nm de intervalo entre os pontos.

O alcance do diametro das nanoparticulas formadas foi baseado na metodologia
descrita por SOLOMON, et al 2007.

4.5.5 Distribuicao de tamanho de particulas

A distribuicdo de tamanho de particula (PSD) das AgNPs foi analisada por
(Zeta-APS, Matec Applied Sciences, EUA). As medidas foram realizadas em amostra
concentrada (3%), temperatura de 26°C por meio de atenuagao acustica (dB/cm) vs.

frequéncia sonora (1 a 100 MHz) de dispersao coloidal.

4.6 CARACTERIZAGAO DA FORMULAGAO FINAL DO GEL

4.6.1 Analise de cor e odor

A analise de cor da formulacédo foi realizada por Colorimetria, através de
comparacgao visual, sob condi¢gdes de luz branca. A analise visual da cor da amostra
foi realizada com 3,0 g da amostra acondicionada em vidro reldgio, colocada sobre
fundo branco e/ou preto.

O odor da amostra foi avaliado de forma olfativa direta.

4.6.2 Analise do pH

O pH foi determinado utilizando-se de pHmetro digital (Tecpron, Brasil) na

temperatura ambiente (25 £ 5°C), calibrado com solugéo tampao (pH 4,0 e 7,0).
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4.6.3 Analise da aparéncia

A amostra foi acondicionada em vidro relégio e colocada sobre fundo preto. A
avaliagao foi de forma visual, a fim de avaliar as caracteristicas macroscopicas para

verificacdo de sinais de instabilidade.

4.6.4 Estabilidade de longa duragao (Shelf life)

Para o teste, trés amostras representativas do gel foram acondicionas em
frascos de vidro ambar e armazenadas em local seco e em temperatura ambiente pelo
prazo de 1 ano (21/01/2021 a 21/01/2022). Nao houve intercorréncias e nem abertura
dos frascos durante esse periodo (ANVISA, 2004).

4.6.5 Analise da densidade

A densidade foi avaliada utilizando-se de picnbmetro de vidro, com capacidade
de 10 mL e temperatura monitorada em 25°C. A relacdo entre a massa da amostra e
a massa da agua, ambas a 25°C representam densidade especifica da amostra

ensaiada.

4.6.6 Espalhabilidade

O teste foi baseado na capacidade de espalhabilidade da amostra quando
submetida a uma presséo.

Para o teste, foram utilizadas placas de vidro sob papel milimetrado, onde 0,5
g da amostra foram colocados sobre a placa e em cima desta, foi acondicionada outra
placa de vidro utilizando de pesos pré-determinados (2, 5 e 10 g) em intervalos de um
minuto. Apds os intervalos, o didmetro de espalhamento da amostra foi aferido. Os

calculos seguiram a equacao:

Ei= (d2 .7)

Onde: Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milimetro

quadrado (mm?); d: Didametro médio em milimetros (mm).
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4.7 TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.7.1 Cepa bacteriana

Foi utilizada a cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), pertencente a
colegdo bacteriana do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada (NIP3) do
Departamento de Microbiologia/ Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). As amostras bacterianas foram armazenadas em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) contendo 20% de glicerol, e mantidas a -80°C até o
momento do uso.

A cepa padrao de P. aeruginosa foi utilizada por estar entre os principais
patégenos causadores de infecgbes em lesbes da pele, serem multirresistentes a

antimicrobianos comuns e formador de biofilme.

4.7.2 Teste de Difusdao em Disco

Para o teste foi utilizado o meio de cultura Agar Miiller-Hinton (MHA) em placas
de Petri para crescimento microbiano. As bactérias crescidas foram suspensas em
solugao salina (NaCl 0,85%) esterilizada de acordo com a escala 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL) e a suspensao foi inoculada em placa com
(MHA) utilizando uma haste flexivel com ponta de algodao esterilizado. Discos de
papel esterilizado contendo 10 uL da solugao de AgNPs foram colocados na superficie

da placa de agar, e incubadas por 24 horas a 37°C.

4.7.3 Determinagao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada por ensaio de microdiluigao seriada em caldo utilizando
microplacas de 96 pocos, de acordo com o protocolo do Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2015). A cepa P. aeruginosa (ATCC 9027) foi cultivada e suspendida
de acordo com a escala de 0,5 McFarland, onde a suspensao bacteriana foi diluida
em caldo Muller Hinton (MHB) para uma propor¢gdo de 1:100, inoculada com
quantidade de 1,5x10% UFC/mL, e as microplacas foram incubadas a 37°C durante 24
horas.
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4.7.4 Determinagcao do Tempo de Morte (Time Kill)

O potencial antimicrobiano do gel foi avaliado por curva de sobrevivéncia e
morte microbiana e determinada de acordo National Committee for Laboratory
standards (NCCLS,1999). A cepa P. aeruginosa (ATCC 9027) foi cultivada e
suspendida de acordo com a escala de 0,5 McFarland, onde a suspensao bacteriana
foi diluida em caldo MHB para uma proporcao de 1:100 e inoculada com densidade
de 1,5%x10% UFC/mL. O gel foi testado de acordo com a CIM previamente determinada
em ensaio anterior e comparada com o controle bacteriano positivo.

A curva foi desenvolvida em triplicata com diferentes tempos de agéo (0, 1, 2,
3 e 4 horas), onde aliquotas de cultura bacteriana diluidas foram transferidas para
uma placa com MHA, para quantificar o numero de células viaveis ou UFC. A placa

foi incubada em 37°C por 24 horas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS DE NANOCELULOSE, ACIDO HIALURONICO E DE

PRATA

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise de MEV foi realizada para verificar a morfologia das nanoparticulas
dos biopolimeros constituintes do gel, a distribuicdo das formas das fibras, porosidade,
defeitos e determinar o didmetro médio das nanoparticulas.

A literatura relata que as Microfibrilas de celulose (MFC) sao regides com
dominios cristalinos e amorfos, longos e flexiveis, com cerca de 20 nm de diametro e
varios micromeros de comprimento, resultantes da desintegracao de fibras de celulose
sob alto cisalhamento e forgas de impacto. A nanocelulose geralmente apresenta uma
estrutura tridimensional com a presenga de pequenos poros, que quando da juncao
com AH tendem a se preencher (OLIVEIRA, 2017; SANTOS, 2016).

Neste trabalho utilizou-se de uma celulose microfibrilar comercial (Exilva®), ndo
sendo possivel especificar o tipo de tratamento feito para o desfibrilamento e sua
consequente reducdo no didmetro das fibras, como também a quais processos
quimicos as fibras foram submetidas.

Nas eletromicrografias (Figura 5), pode ser observada a caracteristica
morfolégica das fibrilas de nanocelulose pura, imagens (A e C) e do compésito de
nanocelulose com acido hialurénico, imagens (B e D). As imagens exibem as fibrilas
formando um arranjo randémico numa estrutura tridimensional com presenca de
pequenos poros.

Quando da comparagao da nanocelulose pura com o compésito formado, é
possivel verificar que o compdsito, imagens (B e D), se apresentam numa rede densa
de tamanhos variados, com grande compactagdao nas microfibrilas, diminuindo a
percepcdo de profundidade e preenchendo toda rede de nanofibrila da celulose. E
possivel observar ainda, fibrilas mais espessas que aparentam ser compostas por
varias camadas, confirmando que a adicdo de AH proporcionou diferengas
significativas na composicao do gel.

A verificagdo do diametro médio nas fibras da nanocelulose pura foi de 103,67
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nm, enquanto o didametro médio das fibras do compdésito foi de 107,66 nm.
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Figura 5 — Imagens da MEV. Nanocelulose pura (A e C) e compésito formado com
nanocelulose e acido hialurénico (B e D).

5.1.2 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) do
Gel

O compdsito foi avaliado por FT-IR a fim de verificar a incorporagao do acido
hialurénico nas fibrilas de nanocelulose.

Os espectros de materiais celulésicos normalmente apresentam banda de
absorcdo na faixa de 3350 cm’, relacionada a vibragdo das hidroxilas (-OH) e em
2900 cm™ relacionados a vibragdes carbono-hidrogénio (C-H), 1650 cm

relacionados a deformacgdo da agua adsorvida, 1110 cm-' vibragdes de &lcoois
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primarios e secundarios (C-O), 663 cm™' deformacgdo fora do plano de (C-OH)
(OLIVEIRA, 2017; SANTQOS, 2017).

A Figura 6 apresenta bandas de absorg¢éo caracteristicas da celulose que foram
encontrados nos espectros do compdsito. A incorporagdo do acido hialuronico nas
fibrilas de nanocelulose foi verificada pelo aparecimento de uma banda mais ampla
exatamente em 3431 cm™'. Essa ampla faixa de absor¢cdo, comparada a banda de
absorcao caracteristica da celulose, na faixa de 3350 cm', se atribui ao estiramento
das ligagdes (OH e NH). A banda presente em 2364 cm' relaciona- se a vibragdes de
(C-H). A banda de 1621 cm™' deve-se aos grupos (C=0) da amida e a presenca de
agua intermolecular. Em 1106 cm™' ha vibragoes relacionadas a (C-O) e em 677 cm-
' deformagéo fora do plano de (C-OH).

A presenca e a integridade da jungao dos biopolimeros, foi confirmada por meio
de influéncias na composicdo quimica, que fora acompanhado pela mudancga de

bandas caracteristicas.
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Figura 6 — Espectro de FT-IR. Nanocelulose pura (A) e compésito formado com
nanocelulose e &cido hialurénico (B).
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5.1.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Para verificar as propriedades fisicas da amostra baseando-se na variagao de
temperatura realizou-se analise de DSC.

Relatos da literatura trazem que a incorporacado de nanocelulose em materiais,
permite que a temperatura de cristalinidade e o pico de cristalizacdo aumentem,
sugerindo a boa afinidade desse biopolimero. As nanoceluloses ao se distribuirem
homogeneamente, indicam aumento de area superficial, resultando em um material
com maior regido cristalina (GUIMARAES, 2015; SEIXAS, 2019).

A degradacao térmica pode ser estudada por meio da Figura 7. A curva DSC
apresentou comportamento de substancia higroscopica (capacidade de absorver
agua). Foi possivel verificar um primeiro evento endotérmico intenso, em intervalo de
temperatura de 70°C a 80°C, relacionado a degradagéo de compostos de baixa massa
molar presentes na molécula do AH, como a perda de moléculas de agua. Houve
também a ocorréncia de um segundo e terceiro evento, ambos exotérmicos. O
segundo evento, que ocorre no intervalo de temperatura de 200°C e 220°C considera-
se a perda de massa da amostra devido a clivagem das liga¢des, conduz a formagao
de CO2, agua e outras substancias derivadas de hidrocarbonetos. O terceiro evento,
no intervalo de 310°C a 330°C, apresenta a perda de massa continua da amostra.

A ocorréncia dos picos mostrando um unico processo de perda de massa da
amostra para os biopolimeros, comprova a interagdo e a estabilidade térmica do

composito constituido.
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Figura 7— Curva de DSC (Atmosfera N2, 50 mL/min). Nanocelulose pura (A) e
composito formado com nanocelulose e acido hialurénico (B).

5.1.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-Vis).

A busca por processos e produtos quimicos verdes e sustentaveis foi priorizado
neste trabalho. As AgNPs foram produzidas reduzindo os ions de prata em solugao
utilizando AgNO3 como agente precursor e o aminoacido arginina como agente redutor
associado ao hidréxido de potassio como carreador.

A eficacia da sintese das AgNPs utilizando aminoacidos foi anteriormente
descrita por Shankar e Rhim, que utilizaram triptofano e tirosina para obter
nanoparticulas de prata e posteriormente as incorporaram em agar que apresentou
atividade bactericida. A arginina, juntamente com os fatores fisioldgicos, apresenta
interagao inorganica com metais, atuando como base de Lewis devido aos pares de
elétrons livres nos grupos amina e carboxila, permitindo que ela se ligue a orbitais néo
preenchidos de metais de transigéo, originando complexos metalicos. Este processo
metalico apresenta altos valores de afinidade e sua entalpia de ligagao de forma
neutra é de -80,5 kcal.mol-1 a 298 k, e energia livre de -70,3 kcal.mol-1, ambos
numeros destacados (TAMER et al., 2002).

Shoeib e cols. mostraram que a ligagao é formada pela interagao do nitrogénio
terminal, o segundo com o oxigénio carboxilico e o nitrogénio amida (TAMER et al.,
2002). Assim, a interacdo entre a arginina e o ion Ag origina uma estrutura molecular,
bactericida, estavel no tempo, com baixa toxicidade inerente e risco reduzido de
responsabilidade ambiental.

A solucao coloidal de AgNPs foi preparada para reduzir o AQNO3 em uma
solucdo aquosa com uma solugdo também aquosa de arginina e hidroxido de
potassio. A temperatura na qual foi realizada a titulacdo e a reagao redutora foi
escolhida apos testar o processo na faixa de 10°C a 90°C, sendo que a ultima
apresentou coloracdo laranja escuro. Em temperaturas amenas, nenhuma mudanc¢a
na cor foi observada e apenas a 90°C o laranja escuro foi observado.

A Figura 8 apresenta os aspectos tipicos de absor¢ao de UV da solugao de
AgNPs sintetizada. O pico de absorcao caracteristico em aproximadamente 430 nm,
pode estar relacionado a particulas de tamanho de 50 a 60 nm, uma relagao entre o
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pico de absorg¢ao plasmoénica e a dimensao da particula (MULFINGER et al., 2007).

1,0 —

0.8 +

0.6

Absorbancy

0,4

0.2

200 SéD SéD 3éﬂ 4éD 450 4éﬂ 540 540 S%D EdD Eéﬂ
Wavelength (nm)

Figura 8 - Espectro de UV-Vis das AgNPs sintetizadas com AgNO3 e arginina em

solucgdo alcalina. (A) O encarte mostra a solugdo de AgNPs sintetizada com Arginina:

KOH como agente redutor obtido a 90°C.

A forma e o tamanho das nanoparticulas foram os principais fatores que
elevaram a faixa espectral de ressonancia e o comprimento de onda correspondente,
assim como a massa efetiva, a densidade eletrbnica e a interagcdo com agentes
estabilizadores. Quanto maior a particula, maiores os comprimentos de onda de
absorcao optica (BRAUSE et al., 2002).

O espectro UV-Vis das AgNPs sintetizadas com Arginina: KOH:AgNOs a 90°C,
com apenas uma banda de ressonancia de superficie plasmoénica, revela a forma
esferoide e a auséncia de particulas anisotropicas. A ampla faixa de comprimentos de
onda, o centro do pico de absorgao e sua intensidade estdo correlacionados com o
tamanho; a taxa de cobertura da superficie e o tamanho sao inversamente
correlacionados. Em taxas de cobertura de superficie mais altas, a ordem de longo
alcance aparece com a formacao de estruturas ordenadas. Tipicamente a ressonancia
do comprimento de onda plasménica em 400 a 450 nm apresenta valores proximos a
aproximadamente 27% para estruturas esferoides de aproximadamente 50 nm de
largura (BAl et al., 2017; MANAI et al., 2016).
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5.1.4.1 Correlagcao entre temperatura e formacao de nanoparticulas.

Nao foi observada alteragcao na cor das amostras sintetizadas em temperaturas
amenas, nem nanoparticulas foram observadas nos espectros UV-Vis, Figura 9. As
excegdes foram nas sinteses ocorridas a 90°C, utilizando arginina alcalina ou citrato
como agentes redutores que apresentaram caracteristica laranja escuro, solugao
translucida, geralmente atribuida a AQNPs (ALMAQUER et al., 2019; LA SPINA et al.,
2020). Uma solucao de citrato de sodio foi utilizada como agente redutor, a 90°C,
apresentando um espectro de absor¢ao semelhante ao da Arginina: KOH na mesma
temperatura.

Esta temperatura esta no limite para a agua como solvente, proxima do ponto
de ebulicdo, mas ainda amigavel ambientalmente e sustentavel do ponto de vista
industrial, o trabalho nesta temperatura é plausivel (NATSUKI, HASHIMOTO, 2015).
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Figura 9 - Espectro das amostras obtidas ap6s titulacdo de Arginina e KOH contra
solugdes de AgNO3 em diferentes temperaturas.

5.1.5 Distribuicao de tamanho de particulas

As medidas de PSD mostraram a formag¢ao de AgNPs com tamanho médio
de 57,88 nm, o que esta de acordo com o observado anteriormente pelos espectros
UV-Vis.
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5.2 CARACTERIZAGAO DA FORMULAGAO FINAL DO GEL

5.2.1 Analise de cor e odor

O gel apresentou coloragédo branca e a amostra foi classificada como normal,
sem alteragao.

O odor da amostra foi avaliado de forma olfativa direta. A amostra foi
classificada como normal, sem alteracdo, apresentando odor caracteristico das

matérias-primas utilizadas.

5.2.2 Analise da Aparéncia

A avaliacdo visual ndo apresentou ocorréncia de separagao de fases, de
precipitacdo e de turvacao, indicou estabilidade inicial da amostra ensaiada, sendo

classificada como normal, estavel e homogéneo.

5.2.3 Estabilidade de longa duracao (Shelf life)

Os resultados de estabilidade mostraram que as amostras mantiveram as
mesmas carateristicas de quando armazenadas, nao apresentando alteragbes e
separacgao de fases.

As amostras foram classificadas como normais e sem alteragoes.

5.2.4 Analise do pH

Os valores de pH obtidos foram iguais a pH 5,8 de média, proximo a
neutralidade. Os valores sao satisfatérios para utilizacdo e importantes para a

estabilidade do produto.

5.2.5 Analise da densidade

A formulagdo apresentou densidade de 1,0424 g/cm3, proximo da densidade

da agua de 1,0000 g/cm?.

5.2.6 Espalhabilidade

A espalhabilidade maxima para a formulagdo alcangou 3019,1 mm?2, Figura 10.
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Os resultados mostraram que a formulagcdo obteve aumento do perfil de
espalhabilidade, sendo considerado de facil aplicacdo e demostrando que os
componentes incorporados representam um papel essencial na determinacdo da
eficacia e aceitacdo do produto, visto que a espalhabilidade afeta as propriedades de

aplicacao do gel.
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Figura 10 - Espalhabilidade (mm?) da formulag&o do gel.

5.3 TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.3.1 Teste de Difusao em Disco

O teste de Disco-difusdo em agar mostrou que o processo sintético com
Arginina alcalina consegue produzir AQNPs com atividade antimicrobiana, testado
contra P. aeruginosa. Os resultados observados na Figura 11 demonstram a atividade
antimicrobiana ao redor do disco previamente embebido com solugdes de AgNPs,
eliminando as bactérias e gerando um halo de inibicdo com aproximadamente 8 mm

de didmetro.
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Figura 11 - Resultado do teste de Difusdo em Disco. Amostras de solugdo de Arginina

(Arg) e de solugao de nanoparticulas de prata (AgNPs).
Fonte: Proprio autor.

A limitagao deste ensaio esta relacionada a difusdo do composto no meio como
o impedimento que o agar impde, bem como o volume ativo (FLANAGAN, STECK,
2017). A arginina € o mais alcalino dos 20 aminoacidos biolégicos e P.aeruginosa é
suscetivel as alteragdes de pH provocados no meio, que afetam o desempenho no
desenvolvimento do biofilme bacteriano e inclusive pode interferir em doengas como
fibrose cistica nos pulmdes onde o pH é acido (LIN et al., 2021). A arginina como
carreador de prata nanoparticulada, mostra-se uma interessante alternativa

terapéutica, como que foi visto nos resultados obtidos no teste de disco-difusao.

5.3.2 Determinacgao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A menor concentracao capaz de matar a bactéria foi de 1,5 ug/mL, o que pode
ser considerado altamente eficaz contra P. aeruginosa. Esse resultado esta de acordo
com a CIM de outros autores, na faixa de 1,406 a 5,625 ug/mL para as AgNPs (LIAO
et al., 2019).
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5.3.3 Determinacao do Tempo de Morte (Time Kill)

O ensaio de tempo de morte, Figura 12, mostra que expostos as AgNPs a
partir de 1 hora, o gel mostrou efeito bacteriostatico e apds 3 horas, toda a populagéo
de P. aeruginosa foi erradicada, o que corresponde a uma eficacia bactericida de
99,999%. A atividade bactericida permaneceu por todo o tempo de execugao do

experimento, 24 horas, ou seja, isso significa que as AgNPs tém um efeito prolongado.
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Figura 12- Curva do tempo de morte a suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa
a solucédo de AgNPs.

Fonte: Préprio autor.

P. aeruginosa € amplamente conhecida por sua associagao com altas taxas de
infeccao, por sua variedade de mecanismos de resisténcia intrinseca, produgao de
biofiime e transferéncia de genes de resisténcia e plasmideos (SALOMONI et al.,
2017). Esta cepa adquire mecanismos adicionais para desenvolver resisténcia por
meio de mutagdes e aquisicao de fatores, como [B-lactamases (classe A e D de
Ambler), Cefalosporinases (enzimas AmpC), Metalo-B-lactamases, bombas de efluxo,
Fluoroquinolonas, perdas de porina, protegdo LPS de aminoglicosideos (BARANI et
al., 2021; LAMBERT 2002; MOYNE et al., 2021).

O efeito antibacteriano das AgNPs esta correlacionado com a dimensao das

particulas, quanto menor o didmetro, mais eficiente é a agado antimicrobiana (FENG,
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et al, 2000). A correlagao das dimensodes das AgNPs ¢é vinculada a sua permeabilidade
as membranas bacterianas, onde particulas menores sdo mais eficazes como agentes
antibacterianos (CHOI, et al, 2008). Nanoparticulas na faixa entre 20 e 80 nm
apresentam atividade antimicrobiana (BUNDJAJA et al., 2021; MEDEIROS, 2019;
SOFI et al., 2021).

Sabe-se que os AgNPs possuem um amplo espectro de atividade bactericida,
ligando-se a membrana celular e aumentando a permeabilidade, devido as alteragdes
estruturais que resultam ao final por promoverem a lise celular. As AgQNPs induzem a
ruptura da membrana, criando brechas para a ingestdo de Ag dentro da célula, apesar

da eventual resisténcia a perda de porina adquirida (DAKAL et al., 2016).

5.4 FORMA FARMACEUTICA FINAL

A Figura 13, apresenta a forma farmacéutica final. A composi¢ao topica em gel
englobou o compdésito de nanocelulose com acido hialurdnico, no qual foi incorporado
nanoparticulas de prata, sorbato de potassio e agua purificada como veiculo da

formulacéo.

Figura 13 — Imagem do gel constituido (Forma farmacéutica final).

A formulagdo é proposta como alternativa para o controle de infecgbes
bacterianas.

O gel apresenta propriedades interessantes para a finalidade do produto, como
estabilidade, poder residual, facil aplicacao e elevada agao bactericida.

Os resultados obtidos neste trabalho, geraram um artigo cientifico e o depdsito
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de uma patente, os quais se encontram em anexo.

Anexo A - Artigo: Silver nanoparticles synthesized under alkaline arginine and its

antibacterial activity.

Anexo B - Depésito de patente — Titulo: Gel de nanocelulose com &cido

hialurénico e nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a forma farmacéutica desenvolvida contendo
nanocelulose, acido hialurénico e sorbato de potassio, constituiu um gel tépico
hidrofilico com eficiéncia no carreamento de nanoparticulas de prata.

A sintese para obter as AgNPs utilizando uma solugéo alcalina de Arginina
como agente redutor de AgNO3 mostrou-se satisfatéria, usando agua como solvente
e reagentes sustentaveis com impacto ambiental praticamente baixo.

O produto (gel) conferiu alta eficiéncia bactericida em baixas concentragcdes do
agente.

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-se sugerir que o gel
formulado apresenta grande potencial para ser utilizado como alternativa terapéutica
no controle e tratamento de infec¢gdes causadas por P. aeruginosa, em humanos e

outros animais.
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Abstract

Multiresistant bacteria imposes a public health challenge globally, that impose the
development of new drugs or alternative to regular therapies. Nanoparticles it's being
used as antimicrobials, most metals, i.e., silver, gold and iron, that had shown
consistent results. The main goal of this study was the silver nanoparticle synthesis
(AgNPs) using arginine as a reducing agent and characterizing its antibacterial activity
against Pseudomonas aeruginosa. The silver nanoparticles were synthesized under a
mixture a 1:2:5 molar ratio of [AgNO3]: [Arg]: [KOH]. The presence and size of the
nanoparticles were observed by UV spectroscopy and Dynamic Light Scattering, which
showed be 50-60 nm in diameter; the APS measure was 57.88 nm. The antibacterial
activity was evaluated using agar disk-diffusion and time-kill bioassays. The AgNPs
showed bactericide effect with minimum inhibitory concentration (MIC) of 1.5 ug/mL
against P. aeruginosa. After 3 h on the nanoparticles, all bacterial population was killed.
These results show the potential of this nanoparticle, produced under mild conditions
to be used as an antimicrobial drug.
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1 INTRODUCTION

The Multidrug-Resistant Bacteria (MDR) are a global public health concern that
is leading to the development of new drugs and protocols bypassing the mechanisms
that give them their multidrug resistance [1].

The antibacterial activity of the metallic compounds, mainly silver and gold,
interfere with protein 3D structure disrupting the S-S bonds. Nanoparticles of these
metals show higher effectiveness and lower toxicity in comparison with the ionic silver
and gold particles, given by the high surface/volume ratio given by the reduced size
[2,3]. It leads to the blocking of metabolic pathways such as respiratory chains,
transport mechanisms, DNA denaturation and leakage of cellular contents. This wide
aftermath prevents microorganisms to develop resistance against AQNPs [4]. The Ag+
nanoparticles antimicrobial wide spectra at a low concentration lower too the toxicity to
the mammalian cells [3].

The antimicrobial effectiveness of the AgNPs is linked to the size and shape of
the nanoparticles [8], entailing to the synthetic process the main chore to get a well-
resolved morphology where the desired activity is achieved [5,6,7]. Chemical and
physical mechanisms that produce AgNPs with different surface properties, shapes,
including rod, triangle, round, octahedral, polyhedral, and others, consequently
impacting in the range of applications [8].

The reducing agent and stabilizer control the process, and this way controls the
size and shape of the AgNPs [9]. Sodium citrate, sodium borohydride,
dimethylformamide, triethanolamine and hydrazine can be used as electron donators
to the reductive process and nanoparticle production [10,11]. The point that cannot be
unnoticeable is that some of these reducing agents are harmful, and replacements for
green sustainable chemistry are the goal of many researchers [12,13].

The biologically active amino acids are good environmentally friend compounds,
suitable for green chemistry. Arginine shows inorganic interaction with metals, acting
as a Lewis base with free pairs of electrons on the amine and carboxyl groups, allowing
the linkage with non-occupied transition metals orbitals, producing the metallic
complex. [14,15,16].

The metallic complex given by the Arg/Ag+ is remarkably strong, with high
binding energy [17] leading to a molecular structure that potentially has a good shelf
time, bactericide, biocompatible e with a very low environmental impact [17, 18, 19,
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20].

Thus, the goal of this work was to synthesize silver nanoparticles using arginine
as a reducing agent and evaluate their antibacterial activity against the gram-negative
bacteria Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), which is frequently Associates to

burn wounds.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 GENERAL

The silver nitrate (AgNO3), Potassium hydroxide (KOH) and Arginine (Arg) were
bought from Sigma-Aldrich®.

For the bioessays, the strain used was Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
stored on Brain Heart Infusion (BHI) (Difco®), in 20% glycerol (Sigma-Aldrich®) at -
80°C.

2.2 SILVER NANOPARTICLES, AGNPS, SYNTHESIS

The AgPNs were prepared by titration of the AgNOs3 solution against the
reducing solution. The concentration of the source of silver ions, AgQNOs, was 0.0618
mol/L; for Arginine 0.1236 mol/L as the reducing agent, and potassium hydroxide
(KOH, 0.309 mol/L) as a carrier. The molar ratio was 1:2:5, [AgNO3]: [Arg]: [KOH].

The reducing solution was prepared dissolving, i.g., 0.4305 g of Arginine and
0.3466 g of KOH in 20 mL of deionized water. For the silver ion solution, 0.2610 g of
AgNO3 was dissolved in 25 mL of deionized water, then kept stirred at 90°C.

The former reducing solution was titrated against the AgNO3 solution dropped
using a syringe pump at the flux at 10 mL/h, under stirring and at different temperatures
from 10 to 90 °C, with 20 °C steps. The process was ended after the change of the
colour to orange. The presence of the AgNPs was confirmed by the plasmonic

resonance of the nanoparticles at 400 nm using UV-Vis spectrophotometry.
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2.3 NANOPARTICLES CHARACTERIZATION

2.3.1 UV-VIS SPECTROPHOTOMETRY

The ultraviolet spectra of the AgQNPs samples were carried out on a Jenwey
6705 UV Vis spectrophotometer (Jenwey) at room temperature diluting samples 1:10
(v/v). The spectra were generated by scanning samples on quartz cuvettes ranging

from 200 to 600 nm, with 0.1 nm of resolution.

2.3.2 PARTICLE SIZE DISTRIBUITION

The particle size distribution (PSD) of AgNPs was analyzed by (Zeta-APS,
Matec Applied Sciences, USA). Measurements were performed in concentrated
sample (3%), temperature of 26°C by means of acoustic attenuation (dB/cm) vs. sound

frequency (1 to 100 MHz) of colloidal dispersion.

2.4 DISK DIFFUSION TEST

The qualitative analysis of the antibacterial effect of the synthesized AgNPs was
observed by disk diffusion in water on agar Miller-Hinton (MHA) [20]. A formerly
prepared bacterial saline suspension (0.85% NaCl), with 0.5 of cell count density on
the McFarland scale (1.5 x108 CFU/mL"") was inoculated on MHA Petri plates.

Paper disks, previously sterilized, with 10 uL of the AgNPs (130 ug/mL) was
placed on the described plates above; four disks per plate, equidistantly distributed.
After 18 to 24h at 37°C, on a microbiological oven, the radium of the inhibition zone

was measured and registered in millimetres.

2.5 THE DETERMINATION OF THE MIC

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the synthesized AgNPs was
carried out using the protocols of the Clinical Laboratory Standard Institute [21]. The
P. aeruginosa was grown and suspended to 0.5 cell count density on McFarland scale,
then diluted on Mdller-Hinton broth (MHB) to 1:100, giving a bacterial concentration of
1.5x108 FCU/mL™".

The microdilution assay was realized on 96-well microplates (Corning®) on
grading concentrations of the AgNPs previously diluted in MHB. The bacteria were
added in each, then incubated in a microbiological oven for 24h at 37°C. The sample
that shows the lower turbidity at the unaided eye corresponds to the MIC. This essay
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was carried run on triplicate, parallelly with negative control (only bacteria, no AgNPs)

and only solvent (AgNPs free).

2.6 TIME-KILL ASSAY

The time-kill assay followed the NCCLS standard protocols [22]. Bacterial
strains formerly grown on MHA to 0.5 on the McFarland scale were diluted 1:100 in
Mdller-Hinton broth, MHB, to the concentration of 1.5 x 108 FCU/mL. Thus, was
transferred to microtubes, at which each AgNPs were added at their respective MIC.
This experiment was run in triplicate with incubation times of 1, 2, 3, and 4 hours; the
aliquots for each time were diluted and transferred to MHA plates, incubated at 37 °C
for 24h, to determine the bacterial concentration in FCU/mL. The logarithmic curve for
the bacterial population (FCU) was constructed in the function of the time of incubation
(time-kill).

3 RESULTS

3.1 THE AGNPS SYNTHESIS AND ITS CORRELATION WITH TEMPERATURE

The colloidal solution of AQNPs was prepared to reduce AGNOs on an aqueous
solution with an also aqueous solution of arginine and potassium hydroxide. The
temperature in which the titration and reducing reaction was carried out was chosen
after testing the process in a range from 10°C to 90°C, and the last one showed a
lasting dark orange color. At mild temperatures, no change in the color was observed
and only at 90°C did the dark orange an absorption curve was observed that could be
attributed to AgNPs, FIGURA 1.
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FIGURA 1. UV-Vis absorption scanning spectrum of the AgNPs synthesized with
AgNOs3; and arginine in alkaline solution. The insert shows the AgNPs sample
synthesized with Arginine: KOH as a reducing agent obtained at 90°C.

No change in the color of the samples synthesized at mild temperatures, nor
nanoparticles was observed on the UV-Vis spectra, FIGURA 2, the exceptions were
the ones at 90°C, using alkaline arginine or citrate as reducing agents that shown
characteristic dark orange translucid solution, usually attributed to AgNPs [23,24]. A
solution of sodium citrate was used as a reducing agent, at 90°C, showing a similar
absorption spectrum to the Arginine: KOH at the same temperature.

This temperature is on the edge for the water as a solvent, near to the boiling

point, but still green-friendly and sustainable and from the industrial point of view, work

at these temperatures is plausible [25].
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FIGURA 2. Spectra of the samples obtained after titration of Arginine and KOH
against AgNO3 solutions at different temperatures.

3.2 CHARACTERIZATION OF THE AGNPs BY UV-VIS SPECTROSCOPY

The product color solution, dark orange, analyzed on UV-Vis shows the
spectra absorption with the peak at 430 nm, FIGURA 1, lead up by the plasmonic
resonance as a result of the geometry and distances between the nanoparticles.
Umpteen authors describe the relations of the wavelength of the plasmonic resonance
absorption with the size and shape of the silver nanoparticle [26,27,28]. The observed
peak at 430 nm is related by many of them as a spheroid nanoparticle with 40 nm wide
in diameter; otherwise, the spectra of non-spherical nanoparticles, discs and triangular,
present as well red-shifted colors and multiple peaks due to the anisotropy [26].

PSD measurements showed the formation of AQNPs with an average size of
57.88 nm, which is in agreement with what was previously observed by the UV-Vis

spectra.

3.3 ANTIBACTERIAL ACTIVITY

3.3.1 Disk diffusion test

The Disk Diffusion test has shown that the synthetic process with alkaline
Arginine succeeds to produce antimicrobial AgNPs, testing it against P. aeruginosa.
The results observed in Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. demonstrate the
antimicrobial activity, killing bacteria generating an inhibition hale with 8 mm in
diameter around the disk previously embedded with AgNPs solutions.

The limitation of this assay is related to the diffusion of the compound on the
media as the preclude that agar imposes, as well the active volume [29]. Arginine is
the most alkaline of the 20 biological amino acids, and P. aeruginosa is susceptible to
the pH changes that it causes on the medium, which play a role in bacterial biofilm
development and for diseases such as cystic fibrosis in lungs where the pH is acidic
[30]. The arginine as a carrier for nanoparticulated silver seems to be a good

therapeutical alternative, which was seen in results obtained from the diffusion test.
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FIGURA 3. Result of the disk diffusion test, performed in duplicate for samples of
aginine solution (Arg) and solution of silver nanoparticles (AgNPs).

3.3.2 Minimum Inhibitory Concentration

The lower concentration able to kill the bacteria was 1.5 yg/mL, which can be
considered highly effective against P. aeruginosa. This result is in agreement with
obtained by other authors that describe MIC in a range of 1.406 to 5.625 ug/mL [18].

3.3.3 Time kill essay

The time-kill assay, 0, shows that exposed to AgNPs, after 3 h, all the P.
aeruginosa population was eradicated, which corresponds to bactericide effectiveness
of 99.9999%. The bactericide activity last for all the running time of the experiment,

24h, in other words, that means that the AgNPs have a prolonged effect.
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Time Kill essay of the susceptibility of P. aeruginosa ATCC (9027) to the AgNPs
synthesized with AQNO3: Arg: KOH.

4 DISCUSSION

The search for green and sustainable chemical processes and products drove
this work. The AgNPs were produced reducing the silver ions in solution using AgNO3
as precursor agent and the amino acid arginine as a reducing agent associated with
potassium hydroxide as a carrier.

The synthesis effectiveness of the AgQNPs using amino acids was previously
described by Shankar and Rhim [31], that have used tryptophane and tyrosin to obtain
silver nanoparticles, incorporated in agar they showed bactericide activity. The
arginine, along with the physiological factors, shows inorganic interaction with metals,
acting as Lewis base due to the free pairs of electrons on the amine and carboxyl
groups, allowing it to link with non-filled orbitals transition metals, leading to metallic
complexes. This metallic process show high-affinity values and its neutral form linkage
enthalpy is -80.5 kcal.mol' at 298 k, and free energy of -70.3 kcal.mol!, both
outstanding numbers [17].

Shoeib and cols. has shown that the linkage is formed by the interaction of the
terminal nitrogen, the second with the carboxyl oxygen, and the amide nitrogen [17].
Thus, the interaction between arginine and the ion Ag lay to a molecular structure,
bactericide, time stable, with inherent low toxicity and reduced risk of environmental
liability.

The proposed synthesis had proven to be successful when the color dark
orange, or reddish- orange, was achieved. The characteristic absorption peak at ~430
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nm, as was previously described can be related to particles sized 50 to 60 nm, a well-
covered relation between the plasmonic absorption peak and the particle dimension
[32].

The shape and size of the nanoparticles were the main factors that raise the
spectral range of resonance and the correspondent wavelength, likewise the effective
mass, electronic density and the interaction with stabilizer agents. The bigger the
particle is, the higher the wavelengths of optic absorption [33].

The antibacterial effect of the AgQNPs is correlated with the particle dimension,
the higher the diameter, the wicker the activity [5]. Choi and cols. [34] correlates the
AgNPs dimensions and its permeability to bacterial membranes, that smaller particles
are more effective as antibacterial agents. Nanoparticles in the range between 20 — 80
nm present antimicrobial activity [35,36,37]

The UV-Vis spectrum of the AgNPs synthesized with Arginine: KOH: AgNO3
at 90°C, with only one plasmon surface resonance band discloses the spheroid shape
and the absence of anisotropic particles. The wide range of wavelengths, the center of
the absorption peak and its intensity are correlated with size; the surface coverage rate
and size are inversely correlated. At higher surface coverage rates long-range order
appears with the formation of ordered structures. Typically the plasmon wavelength
resonance at 400 to 450 nm presents values close to ~27% for ~50 nm wide spheroid
structures [38,39].

P. aeruginosa is widely known for its association with high infection rates, for
its variety of mechanisms for intrinsic resistance, biofilm production, and carrying
resistance genes and plasmids [20]. This strain acquires additional mechanisms to
develop resistance through mutations and acquisition of mobile genetic elements, such
as B-lactamases (Ambler's class A and D), Cephalosporinase (AmpC enzymes),
Metallo- B-lactamases, efflux pumps (fluoroquinolones), porine loss, LPS protection
from aminoglycosides [40,41,42].

Is known that AgPNs have a wide spectrum of bactericide activity, linking at
the cellular membrane and increasing the permeability, due to structural changes that
result at the end promote the cellular lysis. The AgNPs induct the membrane break
out, creating breaches to the intake of Ag inside the cell despite the eventual acquired

porine loss resistance [43].
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5 CONCLUSION

This work presents the synthesis of AgQNPs using an alkaline solution of Arginine
as a reducing agent for AgNOs, at 90°C using titration as a technical procedure. The
product was characterized by UV-Vis and Dynamic Light Scattering.

The bioassays - Disk-diffusion test, MIC and killer-time - shown that thus
produced AgNPs are effective against P. aeruginosa, granting for this product the proof
of efficiency as bactericide produced using water as the solvent and sustainable

reagents with virtually low environmental impact.
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CAMPO DA INVENCAO

[1] A presente invencéo trata-se de um gel nanobiocompdsito de liberagao sustentada,
tépico hidrofilico composto por nanocelulose, acido hialurdnico, sorbato de potassio e
nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano.

[2] A presente invencdo tem agdo antimicrobiana para o tratamento e controle de

infeccbes em humanos e em outros animais.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[3] Medicamentos antibidticos sdo a base no tratamento de infecgbes bacterianas,
contudo, o crescente aumento de bactérias multirresistentes tornam os medicamentos

ineficientes e geram limitagdes nos tratamentos. Ainda, quase todas as substéncias



73
antimicrobianas em altas concentragcdes apresentam efeitos adversos ao hospedeiro,
como também ao ambiente.

[4] Estudos mostram que as nanoparticulas metalicas como as de prata atraem, ha
milénios, significativo interesse por suas propriedades funcionais, principalmente
relacionadas a atividade antimicrobiana. A prata em nanoescala, exibe um conjunto
diversificado de mecanismos de acdo de forma aprimorada, devido ao aumento da
sua area de superficie e potencial de alto alcance, apresentando amplo espectro
contra varias cepas de bactérias e patdgenos, com efeito de longa duragéo em baixas
concentragcdes, o que limita relativamente a toxidade da prata para as células
humanas e torna a aquisicao de resisténcia microbiana as nanoparticulas muito dificil.
[5] A nanocelulose € um dos biopolimeros mais estudados. Devido as propriedades
quimicas da sua cadeia molecular, estrutura que pode ser rearranjada, a nanocelulose
realiza fortes interacdes com as moléculas de outros compostos associados a ela,
produzindo novos materiais. Matrizes a base de nanocelulose sao ideais para
aplicagbes em tecidos, devido suas caracteristicas de ser biocompativel e nao
imunogénica, a nanocelulose possibilita seu uso como nanobiocompadsitos, e pode ser
aprimorada quando tornada hibrida.

[6] O nanobiocompdsito constituido da composigdo entre nanocelulose e acido
hialurénico, forma uma rede hidrofilica capaz de reter grandes quantidades de agua,
se tornando semelhante aos tecidos bioldgicos e com capacidade de incorporar
agentes com finalidade especificas, dando origem a eficientes sistemas de liberagao.
[7] A presente invencgao é proposta como alternativa para o tratamento e controle de
infeccdes usando nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano. Se apresenta
numa formulagdo com compostos na escala nanométrica, constituido por um sistema

de liberacao formado por nanocelulose com acido hialurdnico.
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[8] A composicdo desta invengdo compreende um gel nanobiocompdsito com
propriedades interessantes para a finalidade do produto, como estabilidade, poder
residual, facil aplicacdo e elevada acado bactericida em baixas concentracdes do
agente.
[9] A patente KR20160085152A (KOREA ATOMIC ENERGY RES, 2016) intitulada
“‘Composto de Hidrogel Compreendendo nanocelulose e método de fabricagdo dos
mesmos” compreende a invengao de um material composto de hidrogel, constituido a
partir de um polimero hidrofilico com uma estrutura tridimensional em forma de rede
incluindo nanocelulose. A invengao se refere apenas a composicao de estrutura de
rede, compreendendo em um método diferente do proposto nesta invencéo.
[10] A patente CN105665746A (CHANGZHOU DAAO NEW MAT TECH CO LTD,
2016) intitulada “Método para preparar nano-prata a partir de hidrogel de
nanocelulose” revela um método para preparar nanoparticulas de prata a partir de
hidrogel nanocelulose. O método compreende a producédo da nanocelulose a partir
das fibras de bambu e posterior redugéo da prata onde ions desta sdo adsorvidos
através da estrutura de rede interna do hidrogel. O método, mesmo apresentando os
componentes nanocelulose e nanoparticulas de prata, difere por completo dos
objetivos finais ao qual a essa invengao foi proposta.
[11] A patente CN110483810A (UNIV GUANGXI, 2019) intitulada “Método de
preparagao de hidrogel de nanocelulose antibacteriano® revela um método de
preparagcao de um hidrogel de nanocelulose antibacteriano. O método compreende
etapas de oxidagao da nanocelulose por TEMPO. O método difere do proposto desta
invencdo, uma vez que nesta nao ha oxidagao das cadeias de nanocelulose.
[12] A patente CN110384655A (UNIV ZHEJIANG SCIENCE & TECH, 2019) intitulada

“Método de preparagao de hidrogel portador de drogas com alta biocompatibilidade”,
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revela um método de preparagdo de um hidrogel carreador de drogas com alta
biocompatibilidade. O método de preparac¢ao do hidrogel carreador de medicamentos
com alta biocompatibilidade, integra em sua composigéo alginato de sodio e quitosana
para entrega de indometacina. O método, mesmo realizando a liberagdo lenda e
sendo biocompativel, ndo se assemelha ou se relaciona aos componentes desta
invengcao e ao que se propdem.

[13] Nao foram encontradas patentes com processo igual ou semelhante ao descrito
neste invento na busca em bancos de dados do Instituto Nacional da Propriedade

Industrial (INPI).

SUMARIO DA INVENCAO

[14] A presente invencdo compreende uma composig¢ao topica farmacéutica em gel
que engloba o nanobiocompdsito constituido pelos biopolimeros de nanocelulose e
acido hialurénico, e no qual é incorporado nanoparticulas de prata como agente
antimicrobiano. [15] O nanobiocompdsito se apresenta na forma de uma rede
tridimensional hidrofilica, semelhante aos tecidos biolégicos, com elevada
concentragao de agua e excelente capacidade de dispersao do agente.

[16] Vantagens: Ao se incorporar nanoparticulas de prata ao nanobiocompdsito,
obtém-se uma formulacéo estavel e eficaz para o tratamento de infecgbes causadas
por cepas bacterianas, em baixas concentragées do agente, através da liberacao
direcionada aos locais de infeccdo de forma simples e controlada, limitando
relativamente a toxidade da prata para as células e tornando a aquisi¢cao de resisténcia

microbiana as nanoparticulas muito dificil.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[17] A presente invencdo fornece uma composigédo topica em gel que engloba o
nanobiocompdsito de nanocelulose com acido hialurénico, no qual € incorporado
nanoparticulas de prata, sorbato de potassio como conservante e agua purificada
como veiculo da formulagdo. Cada um dos adjuvantes presentes nesta composig¢ao
pode ser encontrado comercialmente, ndo havendo entraves para o escalonamento

deste sistema de liberagao.

1 METODO DE OBTENGAO DO COMPOSTO ATIVO

1.1 Producgao das nanoparticulas de prata

[18] A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) foi realizada pelo método de
reducdo quimica dos ions prata (Ag) em solugéao, utilizando o nitrato de prata (AgNO3)
(0,0618 mol/L) como agente precursor, a Arginina (Arg) (0,1236 mol/L) como agente
redutor e o hidroxido de potassio (KOH) (0,309 mol/L) como agente carreador. A razao
molar de [AgNO3]:[Arg]:[KOH] é de 1:2:5.

[19] Primeiramente, 20 ml de solugao redutora sao preparadas dissolvendo, de forma
concomitante, contendo de 0,41 a 0,45 g de Arg (0,1236 mol/L) e de 0,30 a 0,35 g
KOH (0,309 mol/L) em agua deionizada. Outra solugdao de 25 mL é preparada
dissolvendo de 0,20 a 0,30 g de AgNO3 (0,0618 mol/L) em agua deionizada. A solugao
de Arg/KOH permanece em agitacdo magnética constante e aquecimento em balao
volumétrico em temperatura de 90°C. A partir de entdo, inicia-se o processo de
titulagao da solugao, com fluxo de 10 mL/h, por cerca de 120 minutos até atingir cor
laranja avermelhado. O tamanho das AgNPs ¢é aferido pela absorbancia plasmébnica
por UV-vis na faixa de 400 nm. A imagem da solucao sintetizada esta apresentada na

figura 1.
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2 METODO DE OBTENGAO DOS COMPONENTES DO COMPOSITO

21 Nanocelulose

[20] A nanocelulose foi obtida comercialmente pré-ativada em pasta (2%). A dispersao
ocorreu em fase aquosa no inicio da etapa de processamento. Quando totalmente
dispersa, a nanocelulose possui funcionalidade de gel tixotrépico, por cisalhamento.
A concentragdo do produto foi de 0,1 a 0,5 g/mL. Apds dispersao foi adicionado
Sorbato de Potassio como conservante na concentragéo de 0,001 a 0,003 g/mL. Para
um alto cisalhamento, utilizou-se de um homogeneizador estator-rotor de alta

velocidade de agitagao a 10.000 rpm por cerca de 10 minutos.

2.2 Acido hialurénico

[21] O acido hialurbnico foi preparado utilizando-se de acido hialurbnico comercial
numa composi¢ao de suspensao a 1%, na concentragdo do produto de 0,01 a 0,05
g/mL. Inicialmente o produto foi diluido em agua ultrapura e homogeneizado em
estator-rotor de alta velocidade de agitagdo, em 10.000 rpm por aproximadamente 5

minutos, até consistir em gel.

3 PREPARO DA FORMA FARMACEUTICA FINAL - GEL
[22] A presente invencao deve ser preparada em quatro etapas:
Etapa 1 - Primeiramente o gel de nanocelulose deve ser preparado conforme descrito
pelo fornecedor. Dilui-se aos poucos o total em gramas do composto nanocelulose
mais o total em gramas do conservante sorbato de potassio, adicionando-se o total de
agua sob agitacao constante, através do emprego de um Ultra Turrax em velocidade

de 10.000 rpm até formar gel consistente.
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Etapa 2 - Refere-se a dissolugéo do acido hialurénico no total em gramas do composto
até obter gel.
Etapa 3 - Na terceira etapa, ocorre a homogeneizagéo dos dois géis (etapa 1 e etapa
2) utilizando homogeneizador estator-rotor de alta velocidade de agitagdo a 10.000
rom por aproximadamente 5 minutos, constituindo a matriz de liberagéo
(nanobiocompadsito).
Etapa 4 - Refere-se a incorporagdo do composto ativo (nanoparticulas de prata) ao
gel obtido na etapa 3 (matriz de liberagao), adicionando o volume total do composto,
de 1 a 5 L e homogeneizando de forma manual com auxilio de bastdo de vidro. A

imagem da Forma farmacéutica final do gel obtido esta apresentada na figura 2.

4 CARACTERIAGAO DAS PARTICULAS DE NANOCELULOSE, ACIDO
HIALURONICO E DE PRATA

4.1 Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

[23] A identificacdo das nanoparticulas de prata foi realizada pela técnica de
espectroscopia de UV-Vis. Amostras foram diluidas em agua deionizada na razao de
1:10 (v/v) e submetidas a leituras de absor¢géo em cubeta de vidro com caminho éptico
de 10 mm. A espectroscopia envolveu a absor¢cao da radiagao ultravioleta/visivel, na
faixa de 200 a 600 nm pela espécie. O alcance do diametro das nanoparticulas
formadas foi baseado na metodologia descrita por SOLOMON, et al 2007. De acordo
com o espectro de UV-Vis, as AgNPs sintetizadas apresentaram absorbancia maxima
em torno de 430 nm, que de acordo com a referéncia utilizada, corresponde ao
tamanho de particula entre 50-60 nm, seguindo a relagdo entre pico de absorgao

plasmoénica e dimensao de nanoparticula. O espectro de absor¢ao ultravioleta visivel
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das nanoparticulas de prata (AgNPs) formadas esta apresentado na figura 3.

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

[24] Para obter o tamanho, forma e arranjo das particulas de nanocelulose e de acido
hialurdnico e a relacéo entre elas na escala nanométrica foi realizado analise por MEV.
Verificou-se os niveis de alteragao microfibrilar, a formacao e a medida de espessura
do filme constituido.

[25] Uma pequena porgao da amostra foi espalhada sobre laminula (pedago em torno
de 1 cm?) e passou por processo de secagem em sala com umidade e temperatura
controladas em 20°C por 48 horas. A laminula com a amostra foi fixada sobre "Stub"
contendo fita de carbono dupla face. A amostra recebeu uma camada de ouro de
aproximadamente 20 nm de espessura sobre a superficie por meio do equipamento
Sputter Coater marca Bal-Tec, modelo SCD 050 e analisado em microscopio
eletrénico marca Philips, modelo: Quanta 200.

[26] Como resultado, foi possivel observar um arranjo randémico numa estrutura
tridimensional com presenga de pequenos poros na forma de uma rede de tamanhos
variados, com grande compactagcao nas microfibrilas, diminuindo a percepg¢ao de
profundidade e preenchendo toda rede de nanofibrila da celulose. Foi possivel
observar ainda, fibrilas mais espessas que aparentam ser compostas por varias
camadas, confirmando que a adi¢cdo de AH proporcionou diferengas significativas na

composic¢ao do gel.

4.3 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
[27] Para comprovar a formagdo de compodsito entre os dois biopolimeros
(nanocelulose e acido hialurdnico), realizou-se analise de FT-IR. Para analise, 50 g

do gel foi disposto em placa de Petri e submetido a secagem natural por 48 horas.
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Apods secagem completa, houve a constituicdo de um filme que foi triturado e prensado
por meio de prensa hidraulica, formou-se pastilhas com KBr e foram realizadas leituras
de transmitancia com uma resolucdo de 4 cm-! na faixa de absorcdo de 4000 a 400
cm-'. Foi utilizado o espectrofotdmetro de infravermelho da marca Shimadzu, modelo
IR PRESTIGE-21. As imagens foram processadas utilizando-se o software OriginPro
9.5. Como resultado, confirmou-se a presenga e a integridade da jungdo dos
biopolimeros, por meio de influéncias na composicao quimica, que fora acompanhado
pela mudanga de bandas caracteristicas. O grafico de FT-IR com as bandas

caracteristicas esta apresentado na figura 4

4.4  Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

[28] Para verificar as propriedades fisicas relativas ao comportamento sob variagao
de temperatura realizou-se analise de Calorimetria de varredura diferencial (DSC). O
termograma de DSC apresentou comportamento de substancia higroscépica
considerando o evento endotérmico intenso, em intervalo de temperatura entre 70°C
e 80°C, relacionado a perda de agua. Houve também a ocorréncia de dois eventos
exotérmicos, um no intervalo de temperatura de 200°C e 220°C e outro no intervalo
de 310°C a 330°C. A ocorréncia desses picos proximos se relaciona a mistura de
nanocelulose com acido hialurénico, comprovando a interagdo e a estabilidade
térmica e posterior degradacao de cada biopolimero. O grafico de DSC com eventos

obtidos esta apresentado na figura 5.

5 CARACTERIZAGAO DO GEL FORMULADO
5.1 Analise de cor
[29] A andlise de cor da formulagdo foi realizada por Colorimetria, através de

comparagao visual, sob condi¢cdes de luz branca. A analise visual da cor da amostra
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foi realizada com 3,0 g da amostra acondicionada em vidro reldgio, colocada sobre
fundo branco e/ou preto. O gel apresentou coloracdo branca e a amostra foi

classificada como normal, sem alteragao.

5.2 Analise de Odor
[30] O odor da amostra foi avaliado de forma olfativa direta. A amostra foi classificada
como normal, sem alteragao, apresentando odor caracteristico das matérias-primas

utilizadas.

5.3 Anadlise da Aparéncia

[31] A amostra foi acondicionada em vidro reldgio e colocada sobre fundo preto. A
avaliacao foi de forma visual, a fim de avaliar as caracteristicas macroscopicas para
verificacdo de sinais de instabilidade. A ndo ocorréncia de separacido de fases, de
precipitacao e de turvacgéao, indicou estabilidade inicial da amostra ensaiada, sendo

classificada como normal, estavel e homogéneo

5.4 Aspecto Morfolégico e Centrifugacgao

[32] Para analise do Tempo de Prateleira, amostras do gel foram acondicionas em
frascos de vidro ambar e armazenadas em local seco e em temperatura ambiente pelo
prazo de 1 ano (21/01/2021 a 21/01/2022). Nao houve intercorréncias e nem abertura
dos frascos durante esse periodo. Ao fim, todas as amostras mantiveram as mesmas
carateristicas de quando armazenadas, ndo apresentando alteragdes e separagao de
fases.

[33] Para comprovar a estabilidade e a hidrofilicidade do gel, foram realizadas analise
morfoldgica por centrifugagédo. Foram utilizados 5 g da amostra em tubos de ensaios

cbnicos, graduados e plasticos e a Centrifuga. A amostra foi centrifugada (Centrifuga
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Baby | Fanem 206-BL) em 2.800 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Os
resultados mostraram separacdo de fase entre os biopolimeros constituintes do
bionanocompésito e a agua. Este fator, comparado ao teste de prateleira, comprova
a caracteristica de hidrofilicidade do sistema de liberagao constituido, com capacidade
de absorver e reter elevada quantidade de agua. As amostras foram classificadas
como normais e sem alteragbes. A imagem do teste de centrifugagdo esta

apresentada na figura 6.

5.5 Analise do pH

[34] O pH foi determinado utilizando-se de pHmetro digital (Tecpron, Brasil) na
temperatura ambiente (25 £ 5°C), calibrado com solugao tampao (pH 4,0 e 7,0). Os
valores obtidos foram iguais a pH 5,8 de média, préximo a neutralidade. Os valores

sao satisfatérios para utilizagao e importantes para a estabilidade do produto.

5.6 Analise da densidade

[35] A densidade foi avaliada utilizando picnémetro de vidro, com capacidade de 10
mL e temperatura monitorada em 25°C. A relacdo entre a massa da amostra e a
massa da agua, ambas a 25°C representam densidade especifica da amostra
ensaiada. A formulagdo apresentou densidade de 1,0424 g/cm3, proximo da

densidade da agua de 1,0000 g/cm?3.

5.7 Espalhabilidade

[36] A espalhabilidade maxima para a formulagdo alcangou 3019,1 mm?2. Os
resultados mostraram que a formulagcao obteve aumento do perfil de espalhabilidade,
demostrando que os componentes incorporados representam um papel essencial na

determinacdo da eficacia, visto que a espalhabilidade afeta as propriedades de



83

aplicacao do gel. O grafico de espalhabilidade esta apresentada na figura 7.

6 TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

6.1 Cepa bacteriana

[37] Foi utilizada a cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), pertencentes a
colegcdo bacteriana do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada do
Departamento de Microbiologia, do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB), da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). As amostras bacterianas foram
armazenadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) contendo 20% de glicerol, e

mantidas a -80°C até o momento do uso.

6.1 Teste de Difusdo em Agar

[38] Para o teste foi utilizado o meio de cultura Agar Miiller-Hinton em placas de Petri
para crescimento microbiano. As bactérias crescidas foram suspensas em solugao
salina (NaCl 0,85%) de acordo com a escala de McFarland (aproximadamente
1,5x108 UFC/mL e a suspenséo foi inoculada em placa com agar Muller-Hinton (MHA)
utilizando haste flexivel de algodao esterilizado. Discos de papel esterilizado contendo
10 yL da solugao de AgNPs foram colocados na superficie da placa de agar, e
incubadas por 24 horas a 37°C. O resultado mostrou a formagao de zona de inibigao

com a formacéo de um halo, o qual foi mensurado em 8 mm de didmetro.

6.2 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
[39] A concentragao inibitéria minima (MIC) foi determinada por ensaio de

microdiluicdo de caldo em microplacas de 96 pocos de acordo com o protocolo do

Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2015). A cepa Pseudomonas aeruginosa
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(ATCC 9027) foi cultivada e suspendida de acordo com a escala de 0,5 McFarland,
onde a suspensao bacteriana foi diluida em caldo Muller Hinton para uma proporc¢ao
de 1:100, inoculada com densidade de 1,5x108 UFC/mL, e as microplacas foram
incubadas a 37°C durante 24 horas. O resultado foi aferido de forma visual por meio

da turbidez, e mostrou agdo com um valor de MIC de 1,5 pg/mL.

6.3 Determinagcao do Tempo de Morte (Time Kill)

[40] O potencial antimicrobiano do gel foi avaliado por curva de sobrevivéncia e morte
microbiana e determinada de acordo National Committee for Laboratory standards
(NCCLS). A cepa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) foi cultivada e suspendida
de acordo com a escala de 0,5 McFarland, onde a suspensao bacteriana foi diluida
em caldo Muller Hinton para uma proporgao de 1:100 e inoculada com densidade de
1,5%x10% UFC/mL. O gel foi testado de acordo com a CIM previamente determinada
em ensaio anterior, e comparado com o controle bacteriano positivo.

[41] A curva foi desenvolvida em triplicata com diferentes tempos de acéo (0, 1,2, 3 e
4 horas), onde aliquotas de cultura bacteriana diluidas foram transferidas para uma
placa com Agar Muller Hinton, para quantificar o nimero de células viaveis ou
unidades formadoras de coldnias (UFC). A placa foi incubada em 37°C por 24 horas.
O resultado mostrou apds 24 horas de incubacéao, que a partir de 1 hora, o gel mostrou
efeito bacteriostatico e a partir de 3 horas, toda populagao bacteriana foi erradicada,
apresentando efeito bactericida com eficiéncia de 99,999%. A curva do tempo de

morte esta apresentada na figura 8.

DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 — Apresenta a imagem da solugao obtida apds sintese das nanoparticulas de

prata (AgNPs)
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Figura 2 — Apresenta a Forma farmacéutica final.
Figura 3 — Apresenta o grafico do espectro de absorgao ultravioleta visivel das
nanoparticulas de prata (AgNPs) formadas, com pico em 430 nm.
Figura 4 — Apresenta o grafico do espectro de FT-IR do compdsito de nanocelulose
com &acido hialurénico.
Figura 5 — Apresenta o grafico das Curvas de DSC do compdsito de nanocelulose com
acido hialuronico.
Figura 6 — Apresenta a imagem do teste de centrifugacao realizado com amostra do
gel apds cumprimento do prazo de tempo de prateleira.
Figura 7 — Apresenta o grafico com os resultados de espalhabilidade do gel.
Figura 8 — Apresenta a curva do tempo de morte ( Time Kill), demonstrando a eficiéncia

bactericida do gel.



