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Resumo

A busca por materiais que possam constituir superficies antimicrobianas € relevante uma
vez que o contato com micro-organismos patogénicos representa um sério risco a sauide.

Além das propriedades naturais biocidas de alguns materiais, a adicdo de compostos que
também atuam como agentes antibidticos, como fons metdlicos ou peptideos, podem
potencializar essa funcionalidade. Existe também a alternativa de criar-se uma superficie
antimicrobiana através da modificacdo da densidade e da mobilidade de cargas catidnicas dos
materiais utilizados, assim como propriedades estruturais dos revestimentos visando dificultar a
adesdo ou crescimento de micro-organismos.

Neste trabalho, os filmes foram construidos pela técnica layer-by-layer, na qual ¢ feita a
imersdo de um substrato (Iamina de vidro) alternadamente em solucdes que contém cargas
positivas ou negativas e, no intervalo entre cada submersao, o filme em formacdo passa por um
processo de lavagem em &4gua deionizada para a retirada do excesso de polieletrdlitos.
Especificamente, foram utilizados o biopolimero catidnico quitosana (CHI) e os polieletrélitos
negativos alginato de s6dio (ALG) e 4cido hialurénico (HA). Os filmes constituidos de ALG/CHI
e HA/CHI foram construidos em diferentes pH e forca i0nica das solucdes polieletroliticas.

Por andlises de perfilometria e microscopia de forca atdmica (AFM) foi possivel
monitorar mudangas de espessura e rugosidade dos recobrimentos e foi verificado que a presenca
de sal no meio de deposi¢do faz com que os polimeros apresentem conformacdes com mais loops
e tails e esse arranjo das cadeias em solu¢do € transmitido para os filmes, que se tornam mais
rugosos. Além disso, a espessura dos filmes pode ser controlada por meio do ajuste do pH do
meio de deposicdo. A incorporacdo dos corantes rosa de bengala e azul de alciano, em conjunto
com andlises de FTIR possibilitaram identificar os grupos funcionais responsaveis pela
funcionalidade dos recobrimentos formados.

Por fim, foram feitos testes dos recobrimentos, com e sem acetato de prata, frente a cepa
Candida albicans e foi verificado que filmes contendo Ag* foram capazes de inibir o crescimento
do fungo. O uso sinérgico de polimeros naturais e da técnica LbL viabilizou, de uma maneira
simples e versatil, a constru¢do de filmes nanoestruturados com potencial para aplicagdes
antimicéticas.

Palavras-chave: Layer-by-layer, quitosana, biopolimeros, Candida albicans.
X



Abstract

The search for materials that can constitute antimicrobial surfaces is relevant since the
contact with pathogenic microorganisms is a serious health risk.

Besides the natural biocidal properties of some materials, the addition of compounds that
also act as antimicrobial agents, such as metal ions or peptides, may enhance this capability.
There is also the alternative to create an antimicrobial surface by modifying the density and
mobility of cationic charges of the materials used, as well as structural properties of the coatings
in order to hinder the adhesion or proliferation of microorganisms.

In this work, the nanostructured films were built by the layer-by-layer (LbL) technique,
whose interaction among species with opposite electrostatic charges is, in most cases, the primary
phenomenon responsible for the formation of multilayers. Specifically, we chose the cationic
biopolymer chitosan (CHI) and the negative polyelectrolytes sodium alginate (ALG) and
hyaluronic acid (HA). The aim of this study was to evaluate the effect of ionic strength (0 versus
200 mM) and pH (3 versus 5) on ALG/CHI and HA/CHI nanostructured multilayered thin films
properties.

From profilometry and atomic force microscopy (AFM) analysis, it was possible to
monitor changes in thickness and roughness of the coatings and it was found that the presence of
salt in polyelectrolyte solutions promoted polymer chains conformations with more loops and
tails and this arrangement in solution is transmitted to films, resulting in rougher coatings.
Furthermore, the film thickness can be precisely controlled by adjusting the pH of the
polyelectrolyte solution. The incorporation of rose bengal and alcian blue dyes in conjunction
with FTIR analysis allowed identifying the functional groups responsible for the functionality of

the coatings formed.

Finally, we evaluated the antifungal activity of the LbL coatings (with and without silver
ions) against Candida albicans strain and we observed that films containing Ag" were able to
inhibit the growth of the fungus. The synergistic use of natural polymers and LbL technique
made possible, in a simple and versatile way, the construction of nanostructured films with great
potential for antifungal surfaces.

Keywords: Layer-by-layer, chitosan, biopolymers, Candida albicans.
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Capitulo 1 - Introducao e Objetivos

1.1 Introducao

Micro—organismos, como bactérias, fungos e algas nos superam em nimero € massa.
Mesmo em nosso corpo, a propor¢do entre células humanas e células de micro—organismos € de
1:10 [1]. Parte desses micrébios € fundamental para processos de digestdo, decomposi¢do e
fermentacdo. Porém, alguns desses micro—organismos sdo classificados como patogénicos e as
infec¢des causadas por eles, especialmente devido a sua capacidade de adesdo a dispositivos

médico—hospitalares, sdo ainda a causa de milhdes de mortes todos os anos [1, 2].

Materiais comuns, como vidro, ceramica, metais e madeira, por ndo apresentarem
naturalmente propriedades antimicrobianas, necessitam de modificacdes em sua superficie para
evitar a adesdo e proliferacdo de micro—organismos [2]. Uma alternativa adequada para efetuar
tais modificacdes € a técnica layer—by—layer que, por permitir o emprego de diversos materiais €
possibilitar o recobrimento de substratos de diferentes geometrias, apresenta—se como um método
operacionalmente simples e versatil. Nessa técnica, um substrato (e.g. 1amina de vidro) € imerso
alternadamente em solugdes polieletroliticas de cargas opostas, promovendo o crescimento de um
filme multicamadas. A organizacdo molecular desse filme vai depender dos materiais
selecionados para a sua constru¢do, bem como das condi¢cdes de preparo da solugdo

polieletrolitica, no que se refere ao pH e forca idnica do meio.

O método layer—by—layer permite a construcdo de recobrimentos que exploram diferentes
estratégias para conferir ao material resultante a funcionalidade antimicrobiana, como: (a)
minimizar a adesdo de microrganismos e por consequéncia reduzir a formacdo de biofilme; (b)
incorporar nesses recobrimentos compostos antimicrobianos, como antibiéticos ou fons metalicos
e permitir a sua posterior liberacdo ou (c) exibir um mecanismo de ag¢do por contato entre a
superficie e a célula, em que espécies catiOnicas presentes nos recobrimentos promovam O

rompimento da parede celular do micro—organismo, inativando—o.



A incorporagdo de quitosana aos filmes multicamadas tem sido investigada por diversos
pesquisadores [3-6]. Apesar de varios mecanismos de acdo terem sido propostos [7], em sistemas
multicamadas a quitosana e seus derivados parecem se ligar a membrana celular de micrébios,
destruindo o material genético e por consequéncia impedindo a sua proliferacdo. Além disso,
quando o processo de deposicao das multicamadas ocorre de forma adequada, filmes contendo

quitosana apresentaram resisténcia a adesdo de microrganismos patogénicos.

Assim como a quitosana, polimeros naturais como o 4cido hialurdnico e o alginato de
so6dio apresentam propriedades importantes para aplicacdes em sistemas biotecnolédgicos [5, 8, 9],
como alta biocompatibilidade, biodegrabilidade e baixa toxicidade [10]. Neste trabalho foram
preparados e caracterizados revestimentos obtidos pela deposi¢do alternada de polimeros naturais

(quitosana/acido hialurdnico e quitosana/alginato de sédio) sobre lamina de vidro.

O uso do método LbL associado a funcionalidade antimicrobiana tem sido extensivamente
estudado para bactérias, tanto gram—positivas como gram—negativas [4, 11-13]. O sucesso dos
revestimentos antibacterianos sustenta—se no fato de que os filmes construidos sdo arquitetados
de forma a nao permitir a adesdo celular e/ou apresentarem segmentos poliméricos carregados
positivamente que entram em a¢do quando em contato com a parede celular dos micro—
organismos, podendo destrui—las. O grau de hidrofilicidade [14], a disponibilidade de grupos
funcionais cationicos [13], a rigidez [15] e outras caracteristicas da superficie destes

recobrimentos sdo fatores chave para que o material apresente a funcionaliza¢io desejada.

No entanto, testes com fungos e leveduras ainda sdo poucos explorados e utilizam os
recobrimentos somente para incorporagio e liberacio de antiftingicos [16, 17]. E interessante
avaliar, como este trabalho propde, se existe interacdo de células micéticas com os revestimentos
construidos por contato direto (acdo pro contato com a quitosana) e se esta interacdo estd
relacionada com a variacdo de parametros como forga i6nica e pH das solu¢des do processo de
deposicao. Estes parametros sdo explorados porque se relacionam diretamente com a arquitetura
do filme a ser construido, j& que as mudangas na conformagdo do polimero em solu¢do sdo,
evidentemente, transmitidas para os filmes. Também foram feitos testes com recobrimentos
contendo fons prata em sua estrutura. O uso desse metal como agente antibidtico é de longo
tempo e sua associagdo a polimeros naturais torna possivel a obtenc¢do de dispositivos com

propriedades de interesse no desenvolvimento de materiais antimicrobianos.
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1.2 Objetivos

v Construcdo de revestimentos de biopolimeros pela técnica layer—by—layer (LbL),

avaliando a influéncia do pH e for¢a idnica das soluc¢des polieletroliticas;

v Caracterizagdo fisica e quimica dos revestimentos construidos quanto a espessura, grau de

hidrofilicidade, disponibilidade de grupos funcionais e topografia da superficie;

v Avaliacdo da interacdo dos revestimentos com o micro—organismo de teste Candida

albicans.



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1.  Método layer—by—layer para recobrimento de superficies

Na literatura, diversos trabalhos exploraram a técnica layer—by—layer (LbL) para a
construcdo de filmes ou recobrimentos com espessura micro—nanométrica. Na maioria dos casos,
o conceito fundamental para a formacgao desses filmes € advindo da interagcdo entre espécies com
cargas eletrostdticas opostas [18-20]. As etapas de constru¢do de recobrimentos por essa técnica
sdo mostradas na Figura 2.1. Nesse caso, um substrato como, por exemplo, uma lamina de vidro,
¢ imerso alternadamente em solucdes polieletroliticas com cargas opostas, promovendo a
formacdo das multicamadas [21]. A cada imersdo do substrato nestas solucdes pode ser
incorporada uma etapa de lavagem com dgua para retirada de segmentos das cadeias poliméricas

que estdo fracamente adsorvidos.

(B)

++ ++++FF +F A FFFFFFF+E

@Poliinions @ Polications Lavagem H,O

Figura 2.1 — Método LbL. (A) Imersdo do substrato em solugdes de policdtions, polidnions e
enxague e (B) formacdo das camadas apds as imersdes nas solugdes polieletroliticas. Adaptado
de Decher [21].



E um método simples para fabricacio de filmes multicamadas (PEMs) cuja aplicacio se
torna cada vez mais versatil, particularmente ap6s o estabelecimento de métodos de LbL com
base em diferentes interacdes moleculares (forcas eletrostaticas [22], liga¢des hidrogénio [23],
reconhecimento molecular [24], forcas de van der Waals [25]), permitindo a incorporacido de
diversos tipos de moléculas (proteinas [26], polissacarideos [27], compostos sintéticos [15], DNA
[28]). O método € independente do tamanho e formato do substrato, que pode ser constituido por

uma variedade de materiais (vidro [29], titdnio[3], fibras téxteis [30], plasticos [4], silicio [31]).

Para processos cuja forca—motriz é advinda das intera¢Oes eletrostéticas, os polieletrdlitos
ou coldides, que apresentam certa densidade de carga, sdo utilizados em excesso para carregar
positiva ou negativamente o substrato. Portanto, um excesso nao—estequiométrico de carga €
absorvido em relacdo a camada precedente apés cada passo. Este excedente de carga fornece o
mecanismo para a inversdo da polaridade de carga da superficie, o que permite adsorcdo das

camadas subsequentes [21], promovendo o crescimento do filme.

Além de poder empregar diversos materiais, o filme pode ter sua rugosidade, espessura e
porosidade controlados no nivel molecular pelo ajuste de pardmetros experimentais como pH,

forca i0nica e concentragdo do polieletrélito [32, 33].

A natureza dos materiais utilizados na técnica do layer—by—layer pode resultar em
caracteristicas distintas quanto ao regime de crescimento e morfologia dos filmes formados.
Assim, a compreensdo do mecanismo de formacgdao dos filmes multicamadas e a funcdo dos
varios parametros determinantes na espessura, estrutura e propriedades interfaciais sdo

fundamentais para o projeto apropriado do recobrimento para sua futura aplicagao.

2.2.  Parametros relevantes no processo de formacdo de filmes multicamadas pela técnica

layer—by—layer

A explicagdo preliminar da técnica LbL ilustra a grande flexibilidade inerente a esse
método de construcdo de filmes multicamadas. As solugdes polieletroliticas devem apresentar
concentracdo de polieletrdlitos suficiente para promover o excesso de adsorcdo dessa substancia
pelo substrato, promovendo a neutralizacdo e inversdo de cargas da superficie [18, 34]. A

alternancia da carga da superficie resulta em um processo continuo de montagem do filme entre
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materiais carregados positiva e negativamente. Como biomateriais, especialmente proteinas e
polissacarideos, possuem sitios carregados em sua superficie, eles sdo geralmente utilizados no

processo de deposicao eletrostatica do método layer—by—layer [12, 28, 35].

Para que ocorra a formacio de filmes multicamadas por forgas eletrostaticas é necessario
que haja uma densidade de carga minima tanto por parte do recobrimento formado quanto das
cadeias polieletroliticas a serem adsorvidas [20]. Quando ambos se encontram altamente
carregados, a espessura do filme e a quantidade de polieletrdlito depositada aumentam
linearmente com o ndmero de bicamadas depositadas. Esse comportamento € bastante comum
para sistemas que utilizam polieletrdlitos fortes, ou seja, compostos que se apresentam altamente
carregados em uma ampla faixa de pH, e.g. os polimeros sintéticos PDAC/SPS (poli(cloreto de

dialildimetil amo6nio) e poli(4—estireno sulfonato de s6dio)) [36].

No entanto, esse modelo de crescimento linear e estratificado verificado para alguns pares
de polieletrdlitos fortes ndo € a unica possibilidade existente no processo de construcdo dos

filmes [12, 37, 38].

Para sistemas contendo os polipeptideos PGA/PLL (poli(L—4cido glutamico)/poli—L—
lisina) o aumento linear do nimero de bicamadas depositadas resultou em um crescimento
“exponencial” do filme [37]. Comparando esse sistema com filmes de SPS/PAH (poli(4—estireno
sulfonato de sddio)/hidrocloreto de poli(alilamina)), foi verificado que para os polimeros
sintéticos, as camadas sdo formadas por pequenos glébulos regulares que preenchem toda a
extensdo do filme, enquanto que as camadas dos filmes de PGA/PLL apresentam estruturas em
conformagdes mais irregulares e enoveladas, levando a (i) um incremento “exponencial” na
deposicido de massa, (ii) mobilidade das cadeias fracamente adsorvidas no interior do filme (in
and out diffusion) [38] e (iii) possibilidade de interacdes dos polieletrélitos por ligagcoes
hidrogénio, visto que polipeptideos também podem interagir entre si por interacdes nao—

eletrostaticas.

Alguns polieletrdlitos se comportam em solu¢do como 4dcidos ou bases fracas. Assim, o
grau de ionizacdo destes compostos vai ser favorecido ou ndo pelo pH do meio, dependendo da
constante de dissocia¢do (pK,) do composto. O processo de formagdo de multicamadas a partir

de polieletrdlitos fracos pode ser controlado pelo pH das solugdes polieletroliticas uma vez que



este parametro influencia a densidade de carga das cadeias dos polieletrélitos afetando suas

conformagdes e interacdes mutuas [33].

Sendo assim, existem determinadas condicdes em que estes compostos apresentam
cadeias bastante carregadas, em conformacdes mais regulares e lineares. Isso € atribuido ao fato
de que polieletrdlitos altamente carregados exibem conformagdes lineares e esticadas devido as
fortes repulsdes entre os segmentos de sua cadeia [36]. A adsor¢do de moléculas em
conformagdes mais lineares leva a formacdo de filmes mais finos [39]. J4 em condigcdes
desfavordveis de carga as cadeias destes polieletrélitos, que se encontram pouco ionizadas,
assumirdo conformagdes mais enoveladas e irregulares, devido as baixas repulsdes eletrostaticas
entre os segmentos de sua cadeia. Essa conformacao do polieletrdlito em solucdo € transmitida
para o filme em construcdo, o que resulta em revestimentos mais espessos do que aqueles
provenientes de polieletrdlitos fortemente carregados [36, 39]. Essas diferentes morfologias dos
compostos em solu¢do levam a desvios do comportamento de deposi¢do linear de massa por ciclo

de montagem do filme.

O sistema PAH/PAA (hidrocloreto de poli(alilamina) e poli(dcido acrilico)), um par de
polieletrolitos sintéticos fracos, € outro exemplo que ilustra a importancia do grau de carga da
solucdo para a formagdo das multicamadas. Filmes mais espessos foram obtidos quando ambos
os polieletrolitos estavam fracamente carregados (pH 11 para o PAH e pH 3 para o PAA),
enquanto filmes mais finos foram obtidos quando o sistema PAH/PAA se encontrava

completamente carregado (pH 3 para o PAH e pH 11 para o PAA) [36].

2

Dessa forma, € possivel ajustar com precisio no nivel molecular a estrutura e
propriedades dos filmes multicamadas. Shiratori e Rubner [33] verificaram que o processo de
deposicdo de PAA/PAH pode ser completamente controlado pelo ajuste do pH das solugdes de
imersdo. Foi possivel depositar desde camadas extremamente finas (<10 A) até recobrimentos
mais espessos (>120 A)e, em alguns casos, evitar que o processo de deposicao dos polieletrolitos
ocorresse. Assim, o pH se torna um fator chave no caso de polieletrdlitos fracos, ja que com o
devido ajuste do pH das solugdes polieletroliticas, o grau de ionizacdo desses polimeros pode ser

alterado substancialmente.

-

E necessdrio que tanto a superficie quanto a cadeia de polieletrdlito a ser adsorvida
apresentem uma densidade de cargas minima para que haja formagdo dos filmes multicamadas.
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Voigt et al. [20] avaliaram a importincia das interagdes eletrostdticas para estabilidade e
propriedade de filmes multicamadas. O polianion forte SPS (poli(estireno-sulfonato) foi
combinado com o policétion poli(cloreto de dialildimetil amo6nio) (PDAC), o qual podia ter seu
grau de carga (DC) modificado pela adi¢do de um mondmero neutro (N-metil-N-vinil-acetamida,
NMVA). Foi verificado que para filmes com DC de 75% e 100%, o aumento do nimero de
bicamadas leva, estritamente, ao aumento da espessura do filme. Filmes contendo PDAC com
DC de 100% apresentaram crescimento praticamente linear. Nos casos de filmes com DC de
53%, a partir da segunda camada SPS nao h4 mais adsor¢do de polieletrélito. Além disso, foi
verificado que a rugosidade do filme varia em fun¢do do DC e alcanca um maximo quando o
grau de carga do policdtion € de 75%. Dessa forma, a modificacdo de pardmetros que alteram a
densidade de carga das solucdes polieletroliticas levam a deposi¢do de filmes com diferentes

caracteristicas morfoldgicas.

Evidéncias experimentais suportam a ideia de que, ao aumentar a concentracao de sal em
um dado sistema, a espessura do filme e a quantidade adsorvida de polieletrélito podem aumentar
exponencialmente com o nimero de bicamadas depositadas [37, 40]. A presenca de sal na
solucdo polieletrolitica altera drasticamente a configuracdo das cadeias em solu¢do e por
variacOes sobre esse parametro € possivel modificar a espessura [41] e rugosidade [42] do filme.
Isso porque estruturas que antes se apresentavam estendidas e lineares, tornam—se enoveladas
devido a presencga dos ions do sal em solucdo, levando a filmes com morfologias mais irregulares
e rugosas [43]. Esse aumento de forca idnica leva a uma nova situacdo de carga do meio,

provocando um rearranjo dos segmentos dos polieletrélitos em solugdo.

Tendo por base a influéncia do sal no meio de deposi¢do, a espessura dos filmes pode ser
controlada a partir da variacdo da concentracdo de contraions das solugdes polieletroliticas (ions
de NaCl + contraions dos polieletrdlitos) [20] . Até uma forca i6nica de 0,5 M, filmes de
PDAC/SPS com DC de 75% e 89% cresceram linearmente como aumento da concentragdo de
contraions. Para cadeias completamente carregadas, esse aumento foi menos pronunciado e para
DC de 53% ou menos, a for¢a idnica ndo exerceu influéncia na espessura dos filmes. Foi
verificado que, se ndo hd supercompensagao de cargas para a formacao do sistema multicamadas
(DC<DChpin), a presenga de sal ndo causa influéncia na espessura do filme. Seguindo o mesmo

raciocinio, Schoeler et al. [22] realizaram ensaios com SPS ¢ PDAC-NMVA e, acima do valor
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critico de densidade de carga (entre 75% e 53%), o aumento na concentracdo de sal resultou em
filmes mais espessos e rugosos. No entanto, quando DC<DC,, a presenca de sal ndo causa

mudancas significativas na estrutura do filme.

Materiais inovadores e funcionais sempre foram almejados e o emprego de modificacdo
de superficies no nivel molecular tem grande impacto no sucesso desta busca. A modificacdo de
superficies resultou numa multiplicidade de novas propriedades que anteriormente niao eram
associados ao material original. Essas mudancas incluem modificacdes das propriedades
elétricas, Oticas, magnéticas, fisico—quimicas e bioldgicas do material em questdo. Como
consequéncia, vdarias disciplinas das ci€ncias naturais sofreram o impacto do estudo de
modificagdes de superficie, alterando as propriedades fundamentais dos materiais no nivel
molecular. Pelo método LbL, é possivel produzir dispositivos para as mais variadas fungdes,
como liberacdo de farmacos [44], adesdo de células [12], superficies antiftingicas [16],

antibacterianas [13], super-hidrofilicas [45], antirreflexo [46], entre outras.

Por alteracdo de propriedades simples € possivel arquitetar filmes com diferentes

propriedades quimicas e estruturais de forma a adequé-los para as mais diversas aplicacoes.

2.3. Revestimentos antimicrobianos construidos pelo método LbL: importancia da

modificacao/funcionalizacdo de superficies

A maioria das superficies (de medicamentos, alimentos, tapetes, luvas, tecidos) pode ser
revestida com compostos antimicrobianos [47, 48]. Substratos diversos como vidro, polietileno
de alta e baixa densidade (PEAD e PEBD), polipropileno (PP), nylon, polietileno tereftalato
(PET) foram tratados com sais quaterndrios de amonio [49]. Fibras de nylon foram revestidas
com compostos antibacterianos pela deposicdo de vapor quimico (CVD) [2]. Polimeros
antibacterianos foram formados diretamente sobre vidro e papel através de polimerizacdo
radicalar controlada por transferéncia de atomos (ATRP) [50]. Substratos de ago inoxiddvel
foram cobertos com compostos a base de prata que formaram duradoura superficie antibacteriana,
apesar dos ciclos repetidos de limpeza, em ambientes secos ou umidos [51]. A preocupacio

crescente do publico e da indudstria para a contaminacio cruzada e o crescimento de bactérias



induziu o desenvolvimento de muitas aplicagdes, tais como embalagens antibacterianas para a
indudstria alimenticia, a fim de evitar adesdo de bactérias no alimento [52]. Embalagens
antibacterianas que prolongam a vida util dos alimentos pereciveis, o que € necessdrio para o
transporte em longas distancias, baseiam-se essencialmente nas propriedades antibacterianas de
compostos de prata [48] e de quitosana [53, 54]. Vdrios tipos de embalagens baseados em
nanocompdsitos foram desenvolvidos com excelente desempenho [54, 55].

Outra estratégia aplicada a obtencdo de materiais antimicrobianos € a incorporacdo de
prata [56], na forma de fons ou nanoparticulas, em materiais comuns, como plasticos [57, 58],
aco [47] ou fibras de tecido[30, 59]. A acdo antimicrobiana da prata € normalmente atribuida a
sua interagdo com o material genético dos micro-organismos, impedindo a sua divisdo celular.

A técnica do layer—by—layer, ao empregar materiais bioativos, permite produzir
superficies antimicrobianas atoxicas, biodegraddveis e adequadas para aplicacdes biomédicas ou
na industria alimenticia.

Micro-organismos podem ser destruidos pelo rompimento de suas membranas celulares
sob a acdo de antibidticos, iodo ou metais pesados [50, 51], ou por polications [13], detergentes
ou solucdo de etanol 70%, processos mecanicos ou radiacdo (calor, luz ultravioleta). Prata € outro
agente biocida muito conhecido, com baixa toxicidade para células de mamiferos em baixas
concentracoes [47, 60, 61]. A adi¢do de metais (prata [57], cobre [62]) ou flaor [63] a peliculas
protetoras provou ser eficaz contra bactérias.

Os micro—organismos acompanham os seres humanos desde o inicio da evolu¢do. Muitas
vezes essas associacOes trazem uma série de beneficios, como é o caso, por exemplo, das
bactérias intestinais que auxiliam no processo de digestdo e das leveduras utilizadas no processo

de fermentacao de paes e bebidas.

Em outras situacdes, porém, esses micro—organismos sao causadores de doengas em seres
humanos. Além de dispositivos médico—hospitalares e implantes, hd outros campos de interesse
para materiais que possam constituir superficies antimicrobianas, como a preservacdo de
alimentos, higiene e health care, sistemas de ar condicionado, reservatorios de dgua, entre outros

[1, 2].

A compreensdo e manipulacio de propriedades fisicas e quimicas de materiais

possibilitam a constru¢@o de superficies com funcionalidade antimicrobiana. Apesar da complexa
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interacdo entre superficie/micro—organismo, atualmente trés estratégias sdo abordadas quanto ao

projeto de superficies antimicrobianas [1, 64]:

v Resisténcia a adesdo [4, 15]: consiste na obtencdo de uma superficie capaz de
repelir células microbianas, evitando assim estdgios avancados da adesdo de micro—
organismos que leva a formagao de biofilmes estdveis;

v Acdo por contato (contact killing) [13, 51]: esse mecanismo de ac¢do consiste em
eliminar ou retardar o crescimento de micro—organismos que aderem a superficie do
material construido.

v Incorporacdo/liberacdo de compostos antimicrobianos [47, 51, 65]: fons metalicos,
peptideos e outros compostos antibiéticos podem ser incorporados ao material que
constitui a superficie para lhes atribuir a funcionalidade antimicrobiana. Nesse caso, o
material deve ser arquitetado de forma a ser favordvel a incorporacdo e liberacdo desses

compostos.

As trés estratégias previamente citadas sdo exploradas pela técnica layer—by—layer, tanto
individualmente como de forma sinérgica, ja que para potencializar a capacidade antimicrobiana
de uma superficie mais de um mecanismo de a¢do contra micro—organismos pode ser utilizado

[1,51].

Os trabalhos a seguir mostram que a técnica LbL, mesmo empregando diferentes
materiais e condi¢cdes de tratamento, possibilita a montagem de estruturas capazes de prevenir a

adesdo e/ou crescimento de bactérias e fungos.

Lichter e Rubner (2009) [13] construiram filmes multicamadas formados pelo polication
PAH (hidrocloreto de poli(alilamina)) e o polidnion SPS (poli(4—estireno sulfonato de sédio)) e,
ao estudar as condi¢des de pH durante e apds a construcao dos filmes, constataram que € possivel
modificar a arquitetura do filme de tal maneira que materiais que a principio ndo apresentam
caracteristicas antibacterianas passam a apresentd—las devido a exposi¢do e mobilidade de cargas
catiOnicas presente nos materiais constituintes desses revestimentos. Isso porque é possivel
protonar e expor grupos funcionais catidonicos (responsaveis pelo contact killing) mesmo ap0s a

formacgdo do filme. No caso, filmes multicamadas construidos em valores de pH alto foram
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posteriormente imersos em pH < 2,5, o que possibilitou a abertura e mobilidade de grupos amino,

que fornecem as PEMs a capacidade antimicrobiana.

Os resultados, apesar de bastante satisfatérios, foram melhores para a bactéria gram(+)
Staphylococcus epidermis do que para a bactéria gram(—) Escherichia coli, o que pode ser
atribuido ao fato de que a parece celular de bactérias gram(+) sdo mais simples e mais facilmente

rompidas ao interagir com os grupos catidnicos das PEMs [64].

Fu e colaboradores (2005) [4] avaliaram a capacidade antibacteriana e antiadesiva de
filmes multicamadas dos polimeros naturais heparina/quitosana utilizando E. coli como micro—
organismo de teste. Neste trabalho foram depositados sobre substratos de PET aminolisado
filmes de heparina e quitosana de 2 a 8 bicamadas nos valores de pH de 2,9; 3,8 e 6,0. A variacao
desse parametro estd diretamente relacionada ao controle da composi¢do superficial dos
revestimentos formados, uma vez que € esperado que a capacidade antibacteriana dos filmes seja
dependente da quantidade de quitosana presente em sua superficie. A concentracdo de bactérias
reduziu mais rapidamente para PEMs construidas em pH 3,8 e apresentou resultados mais lentos
em pH 6,0, valores nos quais, respectivamente, se observou maior € menor quantidade de cadeias
de CHI na camada mais externa do filme. Em valores mais altos de pH, a quitosana apresenta
menor quantidade de segmentos de sua cadeia carregados, adotando uma conformacao globular e
enovelada (loops and tails), levando a formacdo de filmes mais rugosos. A menor disponibilidade
de segmentos carregados, que interagem com as células bacterianas, diminui a efici€ncia
antimicrobiana dos recobrimentos em estudo.

Richert ef al.(2004) [66] avaliaram as propriedades bioldgicas de filmes de quitosana e
acido hialurdénico quanto a adesdo de células bacterianas (E. coli) e também de condrdcitos
(células presentes no tecido cartilaginoso). A proposta foi avaliar a influéncia da forca idnica das
solucdes de deposicdo na adesdo dessas células sobre os filmes. Filmes construidos em forca
i6nica de 0,15 mol/L mostraram—se mais resistente a adesdo de células do que aqueles
construidos em forga i6nica de 10~ mol/L. Estruturalmente, filmes construidos em maior valor
de for¢a idnica s@o mais espessos € menos rigidos, fatores que possivelmente nao sao favordveis
a adesdo celular. Vasconcellos (2011) [11], também utilizando PEMs de quitosana e acido

hialurdnico, preparadas em pH 3,0, constatou que esses recobrimentos previnem a proliferacdo de
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bactérias S. epidermidis, com resultados que apontam redugdo de até 99% de colonias bacterianas
aderidas em substratos funcionalizados pela técnica LbL.

Li et al. (2006) [51] utilizaram duas estratégias para constru¢do de uma PEM com dois
niveis antibacterianos: (a) parte do filme consistia em um sistema e incorporagdo e liberacdo de
nanoparticulas de prata (AgNP) e (b) outra parte era formada por compostos de amonio
quaterndrio, capazes de eliminar bactérias por contato. Testes com E. coli e S. epidermis
mostram que, na auséncia do sistema de liberacdo de AgNP, a eficiéncia de contac killing foi
aproximadamente de 99%. Quando a PEM continha os dois niveis antibacterianos, esse valor foi
superior a 99,99%.

Etienne et al. (2005) [16] funcionalizaram filmes multicamadas de PGA/PLL com um
peptideo antifingico derivado da cromogranina A (CGA). Este peptideo estd presente na saliva e
fluidos da gengiva, demonstrando a sua importancia na prote¢do natural da cavidade bucal.
Estudos in vitro demonstraram que este filme foi capaz de inibir o crescimento da levedura
Candida albicans em 65% e cessar completamente a proliferacio do fungo filamentoso
Neurospora crassa. Testes in vivo foram feitos suturando um disco de filme funcionalizado no
tecido mucoso de ratos. Também foram realizados estudos com filmes ndo funcionalizados com
CGA. Apods 6 dias de estudos, sinais de candidiase foram observados nos discos de PEM nao
funcionalizados que entraram em contato com a mucosa dos animais. Ja os discos que continham
CGA praticamente nao apresentaram tracos de candidiase. Karlsson et al. (2010) [17] estudaram
o mesmo tipo de filme, incorporando B—peptideos e também obtiveram sistemas de liberagao

eficientes contra o crescimento e proliferacdo de C. albicans em testes in vitro.

2.4.  Polimeros naturais aplicados em biomateriais

O grande numero de polissacarideos com diferentes estruturas e propriedades se apresenta
como uma fonte de materiais para as mais diversas aplicacoes, especialmente no dominio dos
biomateriais [10]. Quitosana, alginato de sédio e d4cido hialurbnico sdo exemplos de
polissacarideos que, além de apresentarem individualmente propriedades importantes no cenario

dos biomateriais, como biocompatibilidade e biodegradabilidade, também podem formar
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complexos polieletroliticos para constru¢do de filmes nanoestruturados, favorecendo a sinergia

entre estes materiais.

2.4.1. Quitosana

Do processo de desacetilagdo da quitina, presente na carapaga de crusticeos e
exoesqueletos de artrépodes, € obtida a quitosana, designag¢do para o biopolimero poli[ f—(1-4)—
2—amino—2—desoxi—D—glicose]. Por apresentar propriedades antimicrobianas, sua aplicagdo vem
sendo estudada em diversas dreas, como engenharia ambiental e biomédica. A estrutura quimica
da quitosana é esquematizada na Figura 2.2. Quitosana, na forma de filme ou de nanoparticulas,
desperta interesse por suas propriedades antibacterianas [48, 67, 68] e antimicéticas [7, 69]. E um
polissacarideo linear, segundo biopolimero mais abundantes na natureza, depois da celulose [70].
O mecanismo bdsico proposto para explicar a atividade antimicrobiana de quitosana envolve as
interagdes entre os grupos amino das unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) de
quitosana que sdo carregados positivamente em meios moderadamente acidos (pH=5,0) e
aumentam a permeabilidade da membrana celular, negativamente carregada, causando a ruptura e
liberagdo de compostos intracelulares de microrganismos [70]. Dois outros mecanismos t€ém sido
identificados como sinérgicos: quelacao de metais em pequenas quantidades por interagdo com 0s
grupos amino das unidades GIcN, inibindo a atividade enzimatica e, no caso de células flingicas,

a passagem através da membrana celular que inibe a sintese de RNA [7].

H H H
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Figura 2.2 — Estrutura quimica da quitosana. Adaptada de Tao et al. (2007) [71].

O efeito antimicético de diferentes tipos de quitosana foi avaliado sobre a espécie

Candida albicans [69, 72-74], micro-organismo capaz de causar infeccdes a pele, mucosas e
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visceras humanas. No entanto, é extremamente importante ressaltar que a quitosana se apresenta
de diversas formas quanto a origem, grau de acetilacdo, massa molecular, viscosidade, além de
poder ser dissolvida em meios 4cidos ou em somente dgua. Frente a essa diversidade de
quitosanas, o micro-organismo tende a responder de forma diferente nos testes antimicoticos. O
efeito da quitosana estd aparentemente relacionado as interagdes idnicas entre 0s grupos
protonados amino do polimero com a parede celular carregada negativamente dos micro-
organismos. Palmeira-de-Oliveira e colaboradores [73] verificaram em ensaios de cromatografia
por troca idnica que espécies de Candida com parede celular mais negativa, ou seja, com mais
afinidades a resinas positivas, sdo também mais sensiveis a quitosana. Também foi verificado que
quanto maior o grau de acetilacdo do polimero, maior o efeito antifiingico sobre os micro-
organismos, porém o efeito da massa molecular ainda ndo foi totalmente compreendido e diverge
em alguns trabalhos da area [69, 72].

Ziani et al. (2009) [75] avaliaram a atividade antimicética da quitosana contra trés tipos
de fungos: Aspergillus niger, Alternaria alternata e Rhizopus oryzae e constataram que a
quitosana, tanto em solu¢do quanto na forma de filmes, foi efetiva contra o microrganismo A.
alternata. No entanto, o crescimento de R. oryzae e A. niger s6 foi efetivamente contido quando a
quitosana se apresentava, respectivamente, na forma de solucdo e de filmes. Assim, a capacidade
antifingica da quitosana € real, mas o total entendimento do mecanismo de a¢@o ainda ndo foi
alcancado.

Roller e Covill (1999) [76] avaliaram o efeito da quitosana em solucdo sobre 15 diferentes
espécies de fungos e verificaram que entre 7 espécies de fungos filamentosos, 3 deles foram
resistentes a concentragdo méaxima de 10 g/L. de quitosana enquanto 7 de 8 leveduras testadas
apresentaram inibi¢do em sua taxa de crescimento quando em contato com quitosana ao nivel de
0,1 g/L. O autor destacou que o mecanismo de a¢do da quitosana é extremamente depende do pH
do meio, e que basicamente duas hip6teses podem ser formuladas: (a) a capacidade da quitosana
em atuar como um agente quelante capaz de se ligar a nutrientes do meio necessdrios ao
crescimento dos micro—organismos e, na falta desses nutrientes, o crescimento celular torna—se
mais lento ou (b) os grupamentos amino da quitosana, altamente reativos com grupos anidnicos
que compde a parede celular dos micro—organismos, podem desestabilizar essa célula, impedindo
o transporte de solutos essenciais ao seu desenvolvimento, levando ao rompimento da parede

celular e desativando—a.
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De uma forma geral, os trabalhos evidenciam que a complexidade da interagdo
quitosana/célula baseia—se no fato de que, além da diversidade de micro—organismos existentes, a
quitosana pode se apresentar de diversas formas, no que diz respeito a sua massa molecular,

concentracdo e o pH do meio [4, 77, 78].

2.4.2. Alginato de Sédio

Alginato € a designagdo para o polimero de origem natural encontrando majoritariamente
em algas marrons, como Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera. A
estrutura do alginato de sédio é apresentada na Figura 2.3. Polimeros de alginato sdo uma
familia de polissacarideos lineares ramificados que contém quantidades varidveis de residuos do
acido f—D-manuro6nico e do 4dcido a—L—gulurdnico. [8, 79].

No cendrio biotecnolégico, o alginato tem sido altamente aplicdvel a liberagdo de
proteinas, medicamentos e protecdo de ferimentos devido a suas propriedades de formacao de gel
e biocompatibilidade [8, 80].

Por ser um polieletrdlito negativo, sua associagdo com a quitosana tem sido bastante

explorada na construcdo de filmes pela técnica LbL [5, 11].
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Figura 2.3 — Estrutura quimica do alginato de s6dio. Adaptado de Tao et al.(2007) [71].
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2.4.3. Acido Hialurdnico

O é4cido hialur6nico, representado na Figura 2.4, estd presente em tecidos neurais,
conectivos e epiteliais de mamiferos. Consiste em um biopolimero composto de édcido D—

glicurdnico e N—acetil-glicosamina.

H o H CH,0OH
0 2 v 2 HO - X
HO H o\ H o
., OH H boo=N
CH;

Figura 2.4 — Estrutura quimica do 4cido hialurénico. Adaptado de Rinaudo (2008) [10].

Na area dos biomateriais, o dcido hialurdnico apresenta propriedades interessantes para a
sua aplicacdo neste cendrio, como biocompatibilidade e aplicacdes potenciais em engenharia de
tecidos. Por consequéncia, tem sido aplicado em diversos campos da medicina, como em
neurocirurgia, recobrimento de ferimentos e desenvolvimento de cosméticos [81].

Assim como o alginato, 0 HA também € um polieletrélito negativo bastante associado a

quitosana para a construcao de membranas polieletroliticas [3, 29, 82].
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1.  Materiais

Quitosana (CHI, baixo peso molecular, grau de desacetilacdo entre 75-85%), dcido hialurénico
(HA, de Streptococcus equi sp.), alginato de sédio (ALG, baixa viscosidade e baixa massa
molecular), poli(etileno imina) (PEI, MM = 7,5x10° g/mol, 50% (m/m) em soluc¢do aquosa) e os
corantes azul de alciano (MM = 1298,86 g/mol) e rosa de bengala (MM = 973,67 g/mol) sdo da
empresa Sigma-Aldrich (USA). Estes e os demais reagentes usados sdo de grau analitico e sdo
utilizados sem prévias purificacdes. Todas as solucdes utilizadas sdo preparadas com dgua Milli-
Q® 18MQ. Acido cloridrico (HCI), hidréxido de sédio (NaOH) e cloreto de sédio(NaCl) sdo da
marca Synth (Brasil).

3.2.  Preparo das solugcdes de biopolimeros e dos filmes nanoestruturados

3.2.1. Preparo das solu¢des de biopolimeros

Solugdes de CHI, HA e ALG, na concentracdo de 0,1% (w/v) em dgua Milli-Q® 18MQ,
foram preparadas solubilizando-se os polimeros em 4gua ou solu¢des de NaCl 0,2 mol/L. Estas
solugdes tiveram o pH ajustado para 3,00+0,10 ou 5,00+0,10 com solu¢des de HCl ou NaOH,
ambas 1,0 mol/L. No caso da solucdo de quitosana, realizou-se a adi¢do do 4cido acético glacial a
solugdo, a fim de se obter uma solucdo com 0,1 mol/L de 4cido acético. O tempo de solubilizacdo

foi de 12 horas.

3.2.2. Preparo dos substratos € método de deposicao dos filmes

Laminas de vidro da marca Knittel (Alemanha), com dimensdes de 76x26x10 mm foram
lavadas em uma solucdo de detergente e deixadas em banho ultrassdnico imersas em solucdo de
hidréxido de s6dio 1,0 mol/L e dgua Milli—Q®, respectivamente, durante 16 min cada. A fim de

favorecer a adesdo de camadas biopolimeros ao substrato e proporcionar um filme mais
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homogéneo, foi preparada uma pré-camada de PEI, na concentragdo de 1% (w/v), ajustada a pH
4,0, contendo 0,5 mol/L de NaCl. A pré-camada, por ser um polieletrélito forte, é capaz de

recobrir todo o substrato e aumenta a sua densidade de cargas [37, 83].

Utilizou-se o equipamento automatizado LbL Nanostructure Pro (Figura 3.1),
desenvolvido em nosso laboratdrio, que realiza as imersdes das laminas de vidro tanto nas
solucdes de biopolimeros quanto nas solucdes de lavagem. Pelo software associado ao
equipamento, foram fixados os tempos de lavagem e de imersdo das laminas de vidro nas
solugdes de biopolimeros, bem como o nimero de bicamadas desejado. Uma bicamada consiste
no conjunto formado pela adesdo de uma camada positiva com uma negativa. Em todos os casos,
a deposicdo das PEMs foi realizada por imersdes alternadas dos substratos de vidro em solugdes
de polieletrolitos de cargas opostas durante 15 minutos, intercaladas por lavagens em dgua Milli-
Q® ou solucdo de NaCl, durante 2, 1 e 1 minuto(s), respectivamente. Os filmes foram
constituidos de 10 bicamadas de HA/CHI e ALG/CHI, o que indica que a camada de topo € a

quitosana.

e e |

Figura 3.1 - LbL Nanoestructure Pro e tempos de deposi¢ao do substrato nas solugdes de
polimeros e de lavagem com H,O.
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A notacdo a seguir vai ser bastante adotada no decorrer do trabalho:

(Poliﬁnion/Policétion pH do meio ) n° de bicamadas

Essa notacdo identifica quais foram os polimeros utilizados, em que pH as solugdes

polieletroliticas foram preparadas e o niimeros de bicamadas que compdem o recobrimento.

3.3.  Caracterizagdo dos filmes multicamadas

3.3.1. Perfilometria

A partir do perfildmetro Dektak (150), Veeco (EUA), foram realizadas andlises referentes
a espessura dos filmes, com a ponta do equipamento aplicando uma for¢a de 1 mg sobre as
amostras e percorrendo uma extensao de 500 um, durante 30 s. Com o auxilio de uma lamina foi
feito um corte no filme. A ponta de diamante do equipamento inicia a varredura sobre a
superficie do filme. Ao passar pela fenda provocada pelo corte, o software fornece uma imagem
equivalente a um degrau. A diferenca vertical observada na figura gerada pelo programa ¢é
equivalente ao valor de espessura do filme. Os pontos de leitura das amostras sdo esquematizados

na Figura 3.2.

Amostra 1 Amostra 2 Amostrag

Figura 3.2 - Esquematizacdo dos pontos de leitura da espessura dos filmes nanoestruturados pela
técnica de perfilometria. Para cada amostra, foram feitas 12 leituras de espessura.
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3.3.2. Angulo de Contato

Para avaliar o cardter hidrofilico da camada superior (externa) da superficie é feita a
medida do angulo de contato, fazendo-se uso do gonidmetro Easy Drop DSA150 (Kriiss,
Alemanha) situado no Instituto de Quimica da Unicamp. Gotas de dgua do Milli-Q® de 5 pL em
condi¢ao ambiente sdo colocadas em contato com as PEMs por intervalos de 3 a 5 s. Uma camera
fornece a imagem das gotas na superficie dos filmes e por meio desta o software associado ao

equipamento fornece valor do angulo de contato.

3.3.3. Microscopia de For¢a Atdmica (AFM)

A partir da técnica de microscopia de for¢a atdmica, que permite estudar com elevada
resolucdo (em nivel de angstroms) a topografia de superficies, foi analisada a rugosidade da
superficie dos filmes em imagens tridimensionais no equipamento Nanosurf Easyscan 2 AFM,
Nanosurf (Suica). O modo de operagao foi o tapping—mode e as superficies dos filmes ficaram

expostas ao ar.
3.3.4. Planejamento de Experimentos (DoE)

O planejamento de experimentos € uma ferramenta com base estatistica para determinar
quais fatores tém maior impacto sobre uma determinada resposta. E ainda possivel verificar, com
certo nivel de precisao (o), se esse fator afeta estatisticamente a resposta de forma significativa. A
seguir, sdo apresentados alguns conceitos uteis para o entendimento do planejamento

experimental aplicado a este trabalho.

<> Fator: Sdo as varidveis independentes do sistema em estudo. Dois fatores foram
avaliados: o pH e a forca ionica das solugdes polieletroliticas.

<> Resposta: Sdo as varidveis dependentes do sistema em estudo. As respostas obtidas foram
espessura, rugosidade e disponibilidade de grupos funcionais.

<> Sistema: Foram avaliados dois sistemas: ALG/CHI e HA/CHI
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<> Nivel: Condicdo de operacdo de cada um dos fatores de controle investigadas nos
experimentos. Sao comumente identificados como nivel baixo (-) e nivel alto (+). Para os
experimentos realizados nesta secdo, foram verificados a influéncia do pH (3,0 vs. 5,0) e forca
ionica (0,0 M vs. 0,2 M [NaCl]).
<> Efeito: Variacdo ocorrida na resposta quando se muda do nivel baixo (—) para o nivel alto
(+). O valor do efeito é uma forma de quantificar a influéncia das varidveis independentes sobre a
resposta de interesse.
o Efeito principal: E a diferenca média observada na resposta quando se muda o
nivel das varidveis independentes investigado.
o Efeito de interacdo: A interacdo entre as varidveis independentes ndo é
negligenciada quando se aplica o DoE. Dois ou mais fatores afetam a resposta de

forma dependente, como vai ser discutido na secdo de resultados.

> Erro—padrao: Medida da variagdo da média amostral calculada.

3.3.5. UV-VIS

A escolha dos polieletrdlitos e dos parametros de deposicdo, tal como variagdo de pH e
forca i0nica, pode ser utilizada para se obter uma propriedade especifica dos recobrimentos de
interesse, como a disponibilidade de grupos funcionais livres, como o COO~ e o NHi. A
literatura oferece diversos trabalhos que utilizaram corantes i0nicos, capazes de interagir com
grupos carregados de filmes finos, como indicativo de potencial para incorporacdo de particulas

metélicas ou interacdo com células [9, 29, 64, 84-87].

Os primeiros estudos envolvendo corantes i0nicos e filmes LbL foram conduzidos por
Yoo et al. (1998) que verificaram que € possivel monitorar mudancas de angulo de contato
(hidrofilicidade) na dltima camada de filmes de PAA/PAH por meio da incorporacdo do corante

azul de metileno (AM) [14].

As solucgdes dos corantes 10nicos rosa de bengala e azul de alciano (0,01 mol/L) foram
preparadas solubilizando-se os corantes em dgua Milli-Q® e o pH das solucdes foi ajustado para

7. As amostras foram imersas durante 15 min em solugdes contendo os corantes. Posteriormente,
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as amostras foram extensivamente lavadas com dgua Milli-Q® (com pH igual ao pH do corante)
durante 2 min em duas vezes consecutivas. As leituras de absorbancia foram feitas no
espectrometro HP—8453, Hewlett-Packard (EUA). Estes corantes sdo conhecidos por interagirem
apenas com grupos funcionais livres, ndo sendo capazes de deslocarem ou interagirem com 0s

complexos polieletroliticos formados [14, 29].

O corante azul de alciano € um corante catidnico capaz de se ligar a grupos livres de dcido
carboxilico (grupos COO™ que ndo tem liga¢des idnicas com grupos amino de CHI) presentes no

HA e no ALG. Os picos do azul de alciano sdo observados no comprimento de onda de 617 nm.

A avaliagiio da disponibilidade dos grupamentos idnicos amino (NHZ) foi feita a partir da
incorporagdo do corante rosa de bengala, cujo pico de absorbancia € observado no comprimento
de onda de 567 nm. A incorporagdo destes corantes foi realizada de acordo com procedimento

utilizado por Vasconcellos e colaboradores [29].

3.3.6. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

As alteracOes quimicas que ocorrem na superficie durante a formagdo de recobrimentos
multicamadas podem ser seguidas in situ utilizando espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier no modo de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR). Um espectro de
infravermelho representa uma impressdo digital de uma amostra com picos de absorcdo, que
correspondem as frequéncias de vibracOes entre as ligacdes dos atomos que constituem o
material. Como cada material diferente € uma combinagdo Unica de 4tomos, nao hd como dois
compostos produzirem exatamente o mesmo espectro de infravermelho. Portanto, a
espectroscopia de infravermelho pode resultar em uma identificacao positiva (anélise qualitativa)

de cada tipo diferente de material.

Essa caracterizacdo € particularmente ttil para um compartivo entre filmes compostos por
materiais diferentes, visando detectar em qual amostra hd maior disponibilidade de grupos
funcionais livres, como COO™ e NH3. O equipamento utilizado é o0 modelos Nicolet 6700 FT-IR,
da marca Thermo Scientific (Estados Unidos), alocado no Laboratério de Recursos Analiticos e
Calibracao (LRAC/FEQ).
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3.3.7. Incorporacao de ions prata as PEMs de biopolimeros

As PEMs (HA/CHI3),9 e (ALG/CHI3);¢ foram imersas em solucdo 1000 ppm de acetato
de prata (Sigma — EUA) por 60 minutos e submetidas a 3 lavagens com dgua por 2, 1 e 1 min
respectivamente. A solugdes de AgCH3;COO e de lavagem das PEMs apresentavam pH = 7,00 +
0,10. Para avaliar se o processo levou a incorporacdo de particulas de prata, utilizaram-se as

técnicas de FTIR, AFM, UV-Vis e de espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS).

3.3.8. Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) com Moddulo de Energia Dispersiva de
Raios X (EDS)

O Microscopio Eletronico de Varredura convencional € utilizado para andlise de
superficie e, por meio de um integrador de EDS, permite uma microandlise elementar da amostra.
Com o sistema EDS € possivel identificar elementos de Carbono a Uranio com limite de deteccio
de 0,5 % em massa. Utilizou—se a técnica de EDS para fazer o mapeamento de ions de prata nos
filmes de (HA/CHI3);0 € (ALG/CHI;)1¢, apSs a etapa de incorporagdo de Ag" aos mesmos.

Apesar das medidas realizadas por EDS serem de carater qualitativo, a mesma pode ser
utilizada na andlise de regides (~1 um’) a titulo de comparacdo da presenca de determinado
elemento. O mapeamento foi feito no LRAC (Laboratério de Recursos Analiticos e Calibracio)
da FEQ/Unicamp utilizando o Microscopio Eletronico de Varredura (modelo: Leo 4401) com
integrador de EDS (espectroscopia por dispersao de energia de raios X) (modelo: 6070) da marca
LEO ElectronMicroscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra). Os parametros para andlise foram

20kV de tensdo, para um tempo de mapeamento de 2 minutos e aumento de 100 vezes.
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3.3.9. Efeito dos filmes de biopolimeros frente a espécie Candida albicans

3.3.9.1. Micro—organismos

Para a realizacdo dos testes, foi utilizada a cepa Candida albicans (CEMM 05-4-032)
pertencente a micoteca do Centro Especializado de Micologia Médica (CEMM) da Universidade

Federal do Ceara (UFC), Brasil.
3.3.9.2. Recobrimentos
Foram testados 8 tipos de filmes de biopolimeros e laminas de vidro com e sem a pré-

camada de PEI, além das amostras com prata. Cada tipo foi cedido ao menos em triplicata, sendo

os mesmos mantidos em lamindario a 25-28 °C, até o momento do uso (Tabela 3.1).

Tabela 3. 1 — PEMs utilizadas nos testes com C. albicans

Numeracao das laminas Recobrimentos
2/3/4 (ALG/CHI3)9
6/7/8 (ALG/CHlIs),¢

10/11/12 (ALG/CHIs);o 200mM NaCl
14/15/16 (ALG/CHI3);p 200mM NacCl
22/23/24 (HA/CHI3)1
26/271/28 (HA/CHls);
30/31/32 (HA/CHI3),9 200mM NaCl
34/35/36 (HA/CHIs),p 200mM NaCl
38/39/40 PEIL; 500mM NaCl
42 /43 /44 Vidro
169/171/172/198/200 (HA/CHIz)10 Ag*
181/182/184/215/216 (ALG/CHIz)j0 Ag"
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3.3.9.3. Prova do microcultivo de levedura

O efeito inibitério dos polimeros frente a Candida albicans foi avaliado a partir da técnica
de microcultivo de levedura segundo Sidrim e Rocha (2004) [88]. A prova de microcultivo
possibilita o estudo micromorfolégico das leveduras em agar corn-meal com Tween 80.

Em cabine de fluxo laminar, a cepa de Candida albicans foi repicada em dgar batata e
incubada a 30°C, por 24h. Apds o crescimento, com o auxilio de uma agulha estéril, foi retirada
uma utnica colonia da levedura, a qual foi levada para uma placa de Petri, contendo meio dgar
corn-meal acrescido de tween 80. Foram feitas trés estrias paralelas, medindo em torno de 6 a 7

cm de extensdo e equidistantes 1 cm umas das outras (Figura 3.3).

Figura 3.3 — Estrias com Candida albicans em placa de Agar Corn-Meal Tw80

As laminas de vidro contendo os polimeros, bem como laminas de vidro controle (sem
recobrimento dos polimeros) foram embebidas com &lcool 70% (Figuras 3.4A e 3.5A) e foram
deixadas em repouso em um suporte até a secagem das mesmas dentro do fluxo laminar (Figuras

3.4B e 3.5B).
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Figura 3.4 — Laminas com polimeros lavadas com dlcool 70% (A) e deixadas em repouso para
secagem (B).

Figura 3.5 — Laminas controle (sem polimero) lavadas com édlcool 70% (A) e deixadas em
repouso para secagem (B).

Posteriormente, as laminas foram transferidas para as placas contendo dgar corn-meal
com tween 80, sendo posicionadas sobre as trés estrias feitas no meio e pressionadas
delicadamente com uma pinga, para retirar o ar retido entre a lamina e a superficie do 4gar.

Foram utilizadas 1 lamina recoberta com os polimeros e 1 lamina controle para cada placa
(Figura 3.6).
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Figura 3.6 — A/B/C: Lamina com polimero sendo posicionada sobre as estrias no meio dgar;
D/E/F: Lamina controle sendo posicionada sobre as estrias no meio dgar.

As placas foram armazenadas a temperatura de 30°C, durante 20 horas e re-incubadas

durante 7 dias para posterior leitura em microscopio.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1.  Espessura dos Filmes

Foi avaliada a influéncia das condicdes de pH e forca idnica das solu¢des no processo de
preparacdo das PEMs de biopolimeros, sendo os resultados obtidos mostrados na Tabela 4.1.
Sao apresentados os valores de média e desvio padrdo das medidas de espessura de amostras

obtidas em trés bateladas distintas em cada uma das condi¢des experimentais estudadas.

Tabela 4.1 — Espessura dos filmes de biopolimeros. DP € o desvio—padrao, F.I. € a for¢a id6nica
das solucdes de polimeros e Am. € a amostra.

Espessura (fi )
Filme pH F.I (MNaCl) Am.1 Am.2 Am.3 Média(A) DP (A)
ALG/CHI 3 0,0 427 404 395 408 17
ALG/CHI 3 0,2 459 476 556 497 52
ALG/CHI 5 0,0 110 129 119 119 09
ALG/CHI 5 0,2 336 346 323 335 12
HA/CHI 3 0,0 6592 7865 6321 6926 825
HA/CHI 3 0,2 3039 2714 2775 2843 173
HA/CHI 5 0,0 550 522 614 562 47
HA/CHI 5 0,2 1598 1872 1759 1743 138

Realizou-se uma andlise estatistica da influéncia (efeitos) do pH e forga idnica na
espessura dos filmes (resposta), a partir do software Minitab®, sendo os resultados obtidos
apresentados na Tabela 4.2 para o sistema ALG/CHI e Tabela 4.3 para os filmes de HA/CHI.
Optou-se por realizar uma analise dos efeitos separadamente para os recobrimentos de ALG e
HA, ao invés de considerar o tipo de polidnion como outro fator, uma vez que a forca idnica
apresentou um comportamento distinto de acordo com os pares de polieletrdlitos estudados. Com
nivel de significancia a de 0,05, os valores de p < a indicam que os efeitos sdo significativos

[89].
29



Tabela 4.2— Efeito do pH e F.I. sobre a espessura dos filmes de ALG/CHI.

Efeito | Erro Padrao | t(4) p-valor

Meédia 340 8,13 41,84 | 0,0000
pH -225 16,26 -13,86 | 0,0000
F.L 152 16,26 9,38 0,0000
pHx F.I 64 16,26 3,92 0,0044

Tabela 4.3 — Efeito do pH e F.I. sobre a espessura dos filmes de HA/CHI.

Efeito | Erro Padrdo t(4) p—valor

Média 3018 123,42 24,46 | 0,0000
pH -3732 246,85 -15,12 | 0,0000
F.L -1451 246,84 -5,88 | 0,0004
pHxF.I | 2632 246,84 10,66 | 0,0000

Para uma maior compreensio dos efeitos apontados nas tabelas acima, € preciso avaliar o
grau de ionizacdo dos polieletrélitos fracos e a necessidade da compensacdo de cargas durante
deposi¢ao de cada PEM. A Tabela 4.4 apresenta uma estimativa do percentual de grupos amino
da quitosana e carboxila do ALG e do HA ionizados nas diferentes condi¢cdes de pH estudadas
(ver Anexo 1). Estas estimativas foram obtidas considerando-se o pKa da quitosana igual a 6,0 e

o pKa do ALG e do HA iguais a, respectivamente, 3,0 e 2,9 [10].

Tabela 4.4 — Percentual de grupos funcionais ionizados dos polieletrélitos em diferentes pH

pH 2 3 4 5 6
CHI  NHI/NH,  99.99% 99,90% 99.01% 9091% 50,00%
ALG COO/COOH  9,09% 50,00% 9091% 99,01% 99.90%
HA  COO/COOH 11,18% 55,73% 92.64% 99,21% 99,92%

A grande diferenca entre o percentual de grupos funcionais ionizados dos polieletrélitos
em pH 3,0 sugere a necessidade da deposi¢do de um grande nimero de cadeias de ALG ou HA
(pouco carregadas negativamente) para promover a compensagao das cargas positivas das cadeias
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de quitosana altamente protonadas, resultando na deposicdo de PEMs contendo camadas de
polianion bem espessas. Ao aumentarmos o pH do processo de deposicao para 5,0, nota-se que os
polidnions se encontram altamente carregados negativamente. Embora este aumento do pH
requeira agora um maior nimero de cadeias de quitosana para compensar as cadeias altamente
ionizadas de ALG ou HA, as cadeias de quitosana apresentam-se consideravelmente bem
ionizadas nesta condi¢c@o. Assim, a compensagdo de cargas das cadeias de polianions ndo requer a
deposicdo de um grande ndmero de cadeias de quitosana, o que desfavorece o aumento da

espessura dos filmes com a mudanca do pH de 3,0 para 5,0.

O é4cido hialurénico € um polieletrélito maior e menos linear que o alginato, o que faz

com que os filmes de HA/CHI sejam mais espessos que os de ALG/CHI.

Os resultados das Tabelas 4.2 e 4.3 sugerem ainda que a forca i0nica das solu¢des € um
fator capaz de alterar consideravelmente a espessura dos filmes, sendo observados dois

comportamentos distintos para este parametro:

1° caso — Para filmes de ALG, independente do pH, e para filmes de HA construidos em pH 5
ocorre um aumento da espessura com o aumento da forca idnica das solucdes. Segundo von
Klitzing (2006) [90] o aumento da espessura dos recobrimentos observado para os filmes estes
filmes € atribuido ao aumento das interacOes entre a nuvem de contraions presentes na solugdo e
os terminais carregados dos polieletrélitos (condensagdo idnica). Este fendmeno também tende a
reduzir as repulsdes eletrostaticas intracadeias, reduzindo o volume hidrodindmico dos
polieletrdlitos e favorecendo conformacgdes mais enoveladas das cadeias [91]. Novamente, as
cadeias nesta conformacdo depositam-se formando PEMs mais espessas € com morfologias mais

rugosas, como sera apresentado na se¢ao de microscopia de forca atdmica [19].

2° caso — Para filmes de HA construidos em pH 3 o aumento da forca idnica causa reduc¢des na
espessura dos filmes. H4 poucos estudos na literatura reportando o efeito negativo da forca idnica

das solugdes sobre a espessura dos filmes [28, 41, 92].

Neste caso, a diminuicdo da espessura dos filmes ocorre devido as redugdes das
interacdes eletrostdticas entre os complexos que formam a PEM. Este processo permite uma

maior mobilidade dos segmentos das cadeias polieletroliticas para dentro e fora do filme (in and
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out diffusion [12]) e o rearranjo dos complexos em conformacdes mais estdveis, com um maior

grau de empacotamento [92].

A presenca de sal altera substancialmente a configuracdao das cadeias em solucdo e a
influéncia da forca i6nica serd dependente dos pares de polieletrélitos utilizados. Ren et. al [28]
avaliaram a influéncia da for¢a idnica em filmes multicamadas de poli-L-lisina/DNA e
reportaram que quando a concentragdo de NaCl € maior que 0,5M, ha reducdo na quantidade de
DNA depositado no filme. O processo de montagem eletrostatico € prejudicado porque grupos de

moléculas do DNA sido “blindados” pelos ions de sal presentes na solucao.

Como resultado, poés-tratamentos podem ser usados para forcar a dessorcdo de
polieletrélitos uma vez que a exposicdo dos filmes multicamadas a ambientes de for¢a i0nica

elevada pode remover material de forma controlada [42] e reduzir a espessura dos filmes [93].

E provével que este efeito de “blindagem” ocorra para todos os filmes, mas seu efeito é
mais pronunciado para os filmes mais espessos. Em filmes menos espessos, este efeito deve ser
suprimido pelo aumento da espessura em virtude da deposicio de segmentos da cadeia dos
polimeros em conformagdes mais enoveladas, que também sdo resultado do aumento da forca
i0nica.

Sumarizando, a Figura 4.1 esquematiza a influéncia do pH e da forga idnica sobre as
cadeias dos polieletrolitos estudados. No pH 3, temos as cadeias da quitosana bastante protonadas
e lineares. J4 os segmentos de ALG e HA estdo menos carregados negativamente e mais
enovelados. Para compensar a grande quantidade de cargas positivas, mais ALG ou HA deve ser

depositado durante a formacao do filme.
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Figura 4.1 — Conformacao das cadeias de CHI, ALG e HA em diferentes pH e forca idnica.

Quando o processo de montagem do filme ocorre em pH 35, temos ALG e HA bastante
carregados negativamente, em arranjos mais lineares, enquanto a quitosana estd menos protonada
(Tabela 4.4). Ja a presenca de sal nas solucdes de polieletrélitos leva os filmes a apresentarem

morfologias mais vermiculares e acidentadas.

4.2.  Topografia dos Filmes

Os valores de rugosidade rms (rugosidade média quadrética), o tratamento das imagens e

a obtencdo das projecdes das microscopias foram obtidos pelo software Gwyddion®.

Imagens de AFM mostram que a rugosidade do vidro diminui com a deposi¢cdo da pré-
camada de PEI (Figura 4.2). Esse resultado é positivo porque mostra que os valores de rms

apresentados para os filmes de biopolimeros sdo pouco afetados pela topografia do substrato.
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Vidro Tratado (PEL4); 500 mM NaCl

rms = 0,79 nm rms = 0,36 nm

Figura 4.2 — Imagens obtidas por AFM em 2D e 3D para o vidro tratado e para o vidro recoberto
com PEL

E importante avaliar a influéncia do pH e forca idnica sobre a rugosidade das PEMs
(Figuras 4.3 e 4.4) por DOE (design of experiments) devido ao fato de que é possivel verificar a
importancia do efeito cruzado entre as varidveis (Tabelas 4.5 e 4.6). Individualmente, o método
detectou, ao nivel de 5% de significancia, que o efeito individual do pH sobre a rugosidade dos
filmes de HA/CHI nao € significativo. Porém, o efeito pHxF.I. deve ser considerado. H4 uma
forte interacdo entre pH e F.I pois ambos influenciam, em conjunto, no grau de carga dos
polieletrélitos em solugdo. Assim, o pH, mesmo para o sistema HA/CHI, continua sendo um
fator—chave para modificacdo do grau de ionizagdo de polieletrélitos fracos em solugdo. Para o

filme de ALG/CH]I, todas as varidveis sdo significativas.
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Tabela 4.5 — Valores de RMS para filmes de HA/CHI e célculo dos efeitos de pH e F.I. sobre a
rugosidade dos filmes de HA/CHI. Rep. € a replicata e EP € o erro—padrao.

Valores de RMS Cdlculo dos Efeitos
Filme Rep. 1 | Rep. 2 Fator Efeito | EP t(4) | p—valor
(HA/CHI3)10 9,47 9,26 Média 9,39 | 0,22 | 43,34 0,00
(HA/CHI3);0 NaCl 9,88 9,83 pH -0,21 | 043 | -047 0,66
(HA/CHIs) 10 3,76 3,86 F.I 5,62 | 0,43 | 12,96 0,00
(HA/CHIs);o NaCl | 13,92 15,6 pHxFL | 534 | 043 | 12,32 0,00

Tabela 4.6 — Valores de RMS para filmes de ALG/CHI e célculo dos efeitos de pH e F.I. sobre a
rugosidade dos filmes de ALG/CHI. Rep. € a replicata e EP é o erro—padrao.

Valores de RMS Cdlculo dos Efeitos
Filme Rep. 1 | Rep. 2 Fator Efeito | EP t(4) p-valor
(ALG/CHI)19 4,27 4,51 Média 8,15 0,31 | 26,55 0,00
(ALG/CHI3); ¢ NaCl 249 22,5 pH -11,80 | 0,61 | -19,23 0,00
(ALG/CHlIs) 1,62 1,92 F.I 10,13 | 0,61 | 16,51 0,00
(ALG/CHIs);¢ NaCl 2,55 2,89 pHxFI | -9,18 | 0,61 | -14,96 0,00
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(HA/CHI3)19

(HA/CHI3)10 200 mM NaCl

rms = 9,26 nm

rms = 9,88 nm

(HA/CHIs)19

(HA/CHIs);o 200mM NaCl

rms = 3,76 nm

rms = 13,92 nm

Figura 4.3 — AFM dos filmes de HA/CHI em diferentes valores de pH e F.IL.
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(ALG/CHL)9

33 nm

0 nm

0.23 pm

0.00 pm

rms = 5,45 nm

rms = 24,9 nm

(ALG/CHIs),o

33 nm

1nm

rms = 1,62 nm

rms = 2,55 nm

Figura 4.4 — AFM dos filmes de ALG/CHI em diferentes valores de pH e F.I.
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E possivel verificar que os filmes construidos em pH mais baixos sio consideravelmente
mais rugosos. Este comportamento pode ser atribuido ao efeito do pH na conformacgdao das
cadeias de ALG e HA em solu¢do, uma vez que este polieletrélito apresenta grandes variagdes na
quantidade de grupos ionizados com a variacdo do pH nesta faixa. Em valores de pH mais altos,
as cadeias destes polieletrélitos estdo mais carregadas, o que leva a formacdo de estruturas mais
regulares dos complexos polieletroliticos, resultando em superficies mais uniformes € menos

rugosas [39].

Pelas imagens de AFM, os segmentos dos polimeros parecem ser depositados em
formatos de ilhas, que aumentam progressivamente quando hé a presenca de NaCl nas solugdes
poliméricas. Resultados semelhantes foram encontrados para outros sistemas de polieletrdlitos,

tanto naturais (4, 12, 28, 37, 82, 94] quanto sintéticos [41, 43].

O efeito da forga i6nica sobre a rugosidade dos filmes se assemelha a resultados obtidos
por McAloney et al. [43] com filmes de PDAC/SPS. O aumento da concentragdo de NaCl nas
solucdes de polieletrélitos levaram a modificagdes na morfologia dos filmes analisados. Para
concentragcdoes de 0,3 M e 1 M NaCl, as imagens de AFM mostraram padrdes de estruturas

enoveladas e vermiculares, resultando em superficies mais rugosas.

A adicdo de sal nas solugdes de imersdao faz com que segmentos dos polimeros, que se
encontravam em conformagdes estendidas devido a repulsdo entre cargas iguais de suas cadeias,
passem a apresentar configuracdes de espirais, formando loops que se assemelham a uma
estrutura de bobina [95]. E possivel que as cadeias poliméricas preservem sua configuragio em
solucdo ao serem adsorvidas pelo substrato e, consequentemente, os detalhes estruturais dos
recobrimentos formados sdao fortemente influenciados pela concentracdo de sal nas solugdes

polieletroliticas [37, 96].

4.3.  Angulo de Contato (AC)

Camadas sequencialmente adsorvidas de polieletrélitos podem ser usadas
sistematicamente para alterar e controlar o carater hidrofilico de qualquer superficie de substrato

por uma simples mudanca na natureza do polimero adsorvido na camada mais externa. A
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alteracdo da hidrofilicidade que ocorre quando hd mudancas na camada mais externa vai
depender de fatores como a composi¢do quimica do polimero adsorvido devido a hidrofilicidade
de seus grupos funcionais e o nivel de interpenetracdo da camada mais externa por segmentos de
camadas de polimeros previamente adsorvidas. Como resultado, a0 monitorar mudangas que
ocorrem na hidrofilicidade durante o processo de montagem de filmes layer—by—layer de
diferentes materiais, € possivel estabelecer o entendimento bdsico necessdrio para alterar a
molhabilidade da superficie de maneira a se obter informac¢des importantes sobre o nivel de

interpenetracdo presentes nas multicamadas sequencialmente adsorvidas.

As Figuras 4.5 e 4.6 mostram a variagdo do angulo de contato de filmes de ALG/CHI e
HA/CHI, respectivamente. As medidas foram feitas para monitorar a mudanca de hidrofilicidade
com o aumento do nimero de bicamadas depositadas. O angulo de contato da ladmina de vidro

com a dgua é de 53° +2° e 30° + 2°, com e sem o recobrimento de PEI, respectivamente.

Angulo de Contato
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7.5 8 8.5 9 9.5 10

N° de Bicamadas

Figura 4.5 — Angulo de contato em funcio do niimero de bicamadas. O simbolo 4 representa
filmes com CHI na ultima camada e e representa filmes com ALG na ultima camada.
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Figura 4.6 — Angulo de contato em funcio do nimero de bicamadas. O simbolo 4 representa
filmes com CHI na ultima camada e A representa filmes com HA na tltima camada.

Dos resultados de dngulo de contato, duas observagdes podem ser feitas:

1 — Influéncia do polianion de topo sobre a hidrofilicidade: Filmes que contém alginato no topo
sdo mais hidrofilicos do que aqueles que contém HA como ultima camada. Esta diferenca pode
ser atribuida as propriedades dos polieletrolitos que compde a camada mais externa de cada
filme: enquanto apenas alguns dos mondmeros que compde as cadeias do dcido hialurnico
possuem grupamentos carboxila (altamente hidrofilicos), todos os mondmeros que compde as
cadeias de alginato possuem este grupo funcional [97]. Logo, recobrimentos contendo ALG na
ultima camada possuem mais grupos funcionais capazes de interagir com a dgua e, portanto, sao

mais hidrofilicos que aqueles que contém HA na dltima camada.

2 — Nivel de interpenetracdo das cadeias de 4cido hialurénico sobre as camadas de quitosana:
Para o sistema ALG/CHI, a variagdo do angulo de contato em funcido do numero de bicamadas
variou segundo a forma par/impar reportada na literatura para filmes bem estratificados, para os
quais a composi¢ao do topo dos recobrimentos € formada basicamente por segmentos do tltimo
polieletrélito adsorvido (even/odd effect). Dessa forma, filmes com camadas de topo distintas

apresentam, invariavelmente, diferentes angulos de contato com a dgua. Porém, em alguns tipos
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de filmes, como os de HA/CHI, o angulo de contato, aparentemente, ndo depende apenas da
composi¢do da dltima camada. O acompanhamento do crescimento do filme por angulo de
contato fornece indicios de que hd um alto nivel de interpenetracdo das cadeias de quitosana
sobre as camadas de 4cido hialur6nico. Por esse motivo, ndo houve variacio do grau de
hidrofilicidade com o aumento do nimero de bicamadas, assim como ndo se observa mudanga do

AC com a sequéncia dos polimeros adsorvidos.

No caso do 4cido hialur6nico, um polieletrélito fraco de natureza anidnica, assume-se que
as cadeias do polimero tendem a ser adsorvidas como camadas finas com conformacdes de cadeia
planas quando elas estdo altamente carregadas (pH elevado) e mais espessas, com estruturas
enoveladas (loops and tails) quando sd@o menos carregadas negativamente (pH baixo). Além
disso, a quantidade de polieletrolito adsorvido a uma superficie aumenta com o aumento da
densidade superficial de carga uma vez que mais material € necessdrio para equilibrar e

compensar a densidade de carga mais elevada da superficie de carga oposta.

Assim, tal como seria de se esperar, os dois parametros mais importantes que regem a
adsorcdo em superficies de polieletrolitos de cargas opostas (na auséncia de sal adicionado) sdo a

densidade de carga linear da cadeia de polimero absorvente e a densidade de carga da superficie.

Isto, por sua vez, fornece uma oportunidade de controlar sistematicamente a quantidade
de polieletrdlito adsorvido numa superficie e a organizacdo resultante em funcdo da conformacao

das cadeias adsorvidas.

Uma vez que o grau de ionizagdo de um polieletrolito fraco pode ser controladamente
variado através de alteragdes de pH, € possivel controlar sistematicamente tanto a densidade de
carga linear de uma cadeia de polimero absorvente como a densidade de carga de superficie. Este
tipo de controle € particularmente util durante um processo de adsor¢cdo LbL, uma vez que
proporciona um meio muito poderoso para controlar a composi¢ao, espessura e organizacao das

bicamadas.

Yoo et al [14] verificaram que a molhabilidade de superficies de filmes LbL de
polieletrélitos sintéticos fracos tem forte relacdo com a espessura das camadas que compde as
PEMs. Fazendo uma analogia para filmes de HA/CHI em pH 3,0, temos cadeias de CHI bastante
protonadas e lineares, ao passo que as cadeias de HA, além de serem bem maiores que as de CHI,

estdo pouco carregadas e apresentam conformacoes bastante enoveladas. Assim, temos deposi¢ao
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de camadas de CHI finas e lineares enquanto as camadas de HA sdo mais vermiculares e rugosas.
Esta grande diferenca estrutural e de densidade de carga entre os pares de polimeros € o fator-
chave para que ocorra o fendmeno de interpenetracao das camadas de LbL. Tipicamente, sempre
que uma camada fina (CHI) € depositada sobre uma camada enovelada (HA), um grande nimero
dos segmentos da cadeia de HA penetram na superficie do recobrimento. Assim como, quando
uma camada de HA, mais espessa, € depositada sobre uma camada de CHI, o topo do
recobrimento serd formado basicamente de HA, pois poucos segmentos de CHI serdo capazes de

penetrar a camada mais externa.

4.4. Identificacdo de grupos funcionais por FTIR-ATR

Biomateriais interagem com as células e tecidos através de suas interfaces. Portanto, uma
estratégia para transpor a utilizacdo de materiais tradicionais no campo biomédico € a realizacao
de alteracdes fisicas/quimicas adequadas na superficie dos dispositivos. Diferentes estratégias
tém sido sido utilizadas para esta tarefa, acompanhada por métodos de caracterizacdo adequados
[98-101]. Neste trabalho, em especifico, hd interesse em identificar grupos funcionais dos

polimeros utilizados nos filmes construidos pela técnica LbL.

De fato, a presenca desses grupos funcionais, COO~ e NHI, sdo importantes em dois
momentos distintos do processo de construcdo do filme antimicrobiano: (i) na formacao das
multicamadas e (ii) na funcionalizacdo dos revestimentos formados. No primeiro caso, € a
presenca destes grupos carregados opostamente que gera a forca motriz necessiria para o
crescimento do filme. No segundo, a interacdo desses grupos funcionais com compostos de

interesse molda o revestimento a funcdo desejada.

Os espectros referentes aos filmes apresentam bandas de absorcdo caracteristicas dos
espectros de ambos os biopolimeros que compde as PEMs e do complexo formado. A
identificacdo dos grupos funcionais presentes nos filmes de acordo com os picos de absorbancia
verificados por FTIR foi baseada em trabalhos que também utilizaram os sistemas HA/CHI [11,

102] e ALG/CHI [103-105]. Os espectros de IV dos filmes estudados e as regides de interesse sao
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mostrados nas Figuras 4.7 e 4.8 para filmes de HA/CHI e nas Figuras 4.9 e 4.10 para filmes de
ALG/CHL

Regido 1 (950 a 1250 cm™): regido que mostra as ligacdes simples, representativas das vibracdes

esqueletais dos sacarideos e envolve os estiramentos C— 0, C—Ce C— N em 1210, 1130 e 989
cm’!. Esses picos podem ser observados nos espectros dos filmes de (HA/CHI3),o e (HA/CHI3)
NaCl. Para os demais filmes, houve sobreposicdes, formando uma banda mais intensa na qual

ndo € possivel verificar a presenga individual dos tipos de vibragao citados acima.

Regido 2 (1370 a 1500 cm™'): contém as bandas de amida II do HA e da CHI (1370-1400 cm'l)e

o pico atribuido ao estiramento assimétrico do —COO~ do HA em 1410 cm™'. Para filmes de
(HA/CHI)s e filmes contendo ALG essa regido € pouco definida, apresentando uma banda larga e

ténue.

Regido 3 (1630 a 1700 cm™’): regido correspondente as vibracdes do grupo amida I do HA e da

CHI, o pico atribuido ao estiramento simétrico do —COO~™ do HA em e a banda C = O da
quitosana, que aparece entre 1620 e 1660 cm™. Essa regido é bem visualizada para todos os

filmes, com excecdo do filme de (ALG/CHIs).

Regido 4 (2700 a 3675 cem’”! ): nestes casos, observam-se bandas caracteristicas da quitosana entre

3530-2960 cm™, correspondente as deformacdes axiais das ligacdes OH e NH e na mesma regido
ha sobreposi¢do devido a deformacdes axiais das ligacdes OH do grupo carboxila do ALG e HA.
A banda de 2933-2792 cm™ é correspondente 4 deformacdo axial da ligacio CH. Novamente,

essa regido € bem visualizada para todos os filmes, com excec¢do do filme de (ALG/CHIs);.
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Figura 4.7 — Espectro de FTIR para recobrimentos de HA/CHI em diferentes condi¢des de pH e
F.I (A de 675 2 4000 cm™).
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Figura 4.9 — Espectro de FTIR para recobrimentos de ALG/CHI em diferentes condi¢des de pH e
F.I (A de 675 2 4000 cm™).
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Além da presenca de grupos caracteristicos de ambos os polieletrdlitos que compdem as
PEMs, a formagao do complexo entre os sitios negativos dos polidnions e positivos da quitosana
apresentou sua banda caracteristica em 1650 cm™, que representa uma sobreposicdo do
estiramento C = O e da vibracio amida C— N — H. E interessante notar que as principais
alteracdes observadas nos espectros com o aumento do pH foram a reducdo do pico de
absorbancia em 1650 cm™, sugerindo uma diminui¢do dos grupamentos amino complexados e
um aumento na quantidade de grupos amino livres e o surgimento de uma banda mais acentuada
na regido 1. Os espectros referentes aos filmes de HA/CHI apresenta picos de absorbincia mais
intensos quando comparados aos de ALG/CHI. Esse resultado concorda com aqueles vindos da
perfilometria, mostrando a maior deposi¢do de material para a forma¢do das multicamadas para

filmes que contém 4cido hialurénico.

4.5. Identificacdo de grupos funcionais livres por incorporagdo de corantes i0nicos

Uma grande vantagem do método de automontagem LbL reside na possibilidade de se
incorporar diversos compostos em diferentes sitios dentro das estruturas multicamadas formadas.
No cendrio atual, a utiliza¢do de corantes i0nicos pode fornecer uma ideia geral sobre o potencial

de cada estrutura multicamada para incorporagdo de agentes ativos.

As analises de UV—Vis permitem avaliar a capacidade de incorporagdo/interacao do filme
em meio fisiolégico ou em solu¢do de compostos (e.g. metais ou farmacos) que apresentam pH
na faixa do neutro. Além disso, podem fornecer informagdes sobre a disponibilidade de grupos
funcionais no momento da montagem do filme. Assim, seria possivel verificar se hd maior
incorporacdo de corante por parte dos filmes formados nas condi¢des em que as solucdes de

polimeros apresentam maior disponibilidade de grupos funcionais livres.

O corante azul de alciano (AA) € um corante i0nico positivo utilizado como indicador de
grupos carboxila do alginato e do dcido hialurdnico. J4 o corante rosa de bengala (RB) é negativo
e se liga aos grupos amino livres da quitosana. As curvas de absorbancia sdo mostradas nas
Figuras 4.11 e 4.12 para o azul de alciano (A = 617 nm) e nas Figuras 4.13 e 4.14 para o rosa de

bengala(A = 567 nm). Os resultados de incorporac¢do sdo mostrados na Tabela 4.7 e os efeitos de
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pH e forca i0nica sobre a disponibilidade de grupos funcionais livres sdo mostrados na Tabela

4.8. Os valores de absorbancia foram divididos pela espessura do filme (valores normalizados).

Tabela 4.7 — Valores de absorbancia para testes realizados com os corantes azul de alciano (AA)
(A =617 nm) e rosa de bengala (RB) (A =567 nm).

Absorbancia (U.A.) Abs/Espessura (U.A./nm)
Recobrimento AA RB AA RB
(ALG/CHIL) 0,0953 0,0205 0,0023 0,00050
(ALG/CHIL) NaCl 0,1115 0,0047 0,0022 0,00009
(HA/CHL) 1,5626 2,1274 0,0023 0,17877
(HA/CHIL) NaCl 1,1870 0,5377 0,0042 0,01605
(ALG/CHL) | 0,0708 0,0304 0,0060 0,00004
(ALG/CHL) NaCl 0,0780 0,0155 0,0023 0,00005
(HA/CHI,)10 0,4812 0,2117 0,0086 0,00377
(HA/CHI )10 NaCl 0,4582 0,2799 0,0026 0,00161

Tabela 4.8 — Efeito do pH e for¢a idnica (F.I.) sobre a incorporagao dos corantes azul de alciano
(AA) e rosa de bengala (RB) em filmes de ALG/CHI e HA/CHI. Os efeitos foram calculados
com base nos valores de absorbancia normalizados pela espessura.

ALG/CHI HA/CHI
AA RB AA RB
Média 0,003214  0,000174 0,004406  0,050050
pH 0,001849  -0,000249 0,002380  -0,094726
F.I -0,001857  -0,000198 | -0,002007  -0,082443
pHxFIL  -0,001764  0,000209 -0,003926  0,080281

Da andlise dos efeitos de pH e for¢a idnica sobre a disponibilidade de grupos funcionais,
segue que a presenca de sal no meio reduz a quantidade de grupos amino e carboxila livres. Além
disso, o aumento de pH do meio leva a maior presenga de COO~e diminui a quantidade de NH3 .
Esse resultado estd de acordo com o percentual de grupos ionizados em fun¢ao do pH do meio de

deposicdo, como discutido na se¢@o de perfilometria (Tabela 4.4).
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Yamaanlar e Sant (2011) [9] utilizaram o corante azul de metileno (MB) para deteccdo de
grupos carboxila em hidrogéis de HA modificados com recobrimentos LbL de poli-L-
lisina(PLL)/4acido hialurénico para incorporacdo de fibroblastos. Géis sem modificagdo
apresentaram colorac¢do azulada pouco acentuada ao passo que géis recobertos pelos filmes LbL
exibiram coloragdes que se tornavam mais intensas com o aumento do nimero de bicamadas de
PLL/HA. Esse resultado € esperado porque o aumento do nimero de bicamadas leva ao aumento
da quantidade de moléculas de HA depositadas e, possivelmente, nem todos os grupos carboxila
do HA estdo ligados ionicamente aos grupos amino da PLL, sendo entdo tingidos pelo corante
ionico. Assim, parte das méleculas de HA pode estar envolvida em interagdes eletrostiticas com
a PLL e alguns grupos carboxila do HA podem estar desemparelhados levando a adsor¢do de MB
no interior da estrutura de multiplas camadas [87]. Estas observacdes contribuem para o
entendimento da maior incoporacao de corante por parte dos filmes de HA/CHI, comparados com
filmes de ALG/CHLI, ja que filmes que contém 4cido hialurdnico sdo mais espessos que aqueles
que contém alginato. Além disso, os resultados mostram que o acréscimo de NaCl comprometeu
a disponibilidade de grupos carboxila livres nos filmes. Esses grupos foram “blindados” por ions

Na*, como discutido anteriormente.

Filmes construidos em pH mais baixo e sem sal s@o os que apresentam mais
disponibilidade de NH3 livres. Muitos trabalhos relatam a a¢do dos grupos protonados da
quitosana como um agente capaz de romper a membrana celular de micro-organismos,
inativando-os. Assim, os filmes que incorporam mais rosa de bengala sdo, a priori, a alternativa

de sucesso mais provavel em testes que visam o ndo crescimento destas células.

Lichter e Rubner (2009) [13] utilizaram o corante anidnico rosa de bengala para confirmar
a presenca de cargas cationicas livres em filmes finos de SPS/PAH. Dentre os filmes submetidos
a diferentes condi¢cdes de deposicdo e pds-tratamento, aqueles que apresentaram maior
incorporagdo do corante e, consequentemente, maior quantidade de grupamentos amino livres,
foram também os recobrimentos que tiveram maior interacdo com células bacterianas. Isso
porque polications livres sdo capazes de interagir com a membrana celular bacteriana, destruindo-

a[51].

48



Azul de Alciano - pH 7
1.6
<
?; 1.2 A
0
€ 0.8 -
<«
2
2
204 _A
<
0 T T T T T T T 1
500 550 600 650 700 750 800 850 900
Numero de onda (nm)
——(HA/CHI5)10 NaCl ——(HA/CHI3)10 ——(HA/CHI3)NaCl ——(HA/CHI5)10

Figura 4.11 —Espectro de UV para filmes de HA/CHI com o corante azul de alciano em pH 7.
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Figura 4.12 — Espectro de UV para filmes de ALG/CHI com o corante azul de alciano em pH 7.
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Figura 4.13 — Espectro de UV para filmes de HA/CHI com o corante rosa de bengala em pH 7.
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Figura 4.14 — Espectro de UV para filmes de ALG/CHI com o corante rosa de bengala em pH 7.

4.6. MEV, EDS e UV-Vis de recobrimentos contendo fons de prata (Ag")

Filmes de (HA/CHI3),0 e de (ALG/CHI3);o contendo ions de prata tiveram a sua estrutura

avaliada por UV—Vis, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
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energia dispersiva de raio X (EDS). A superficie foi avaliada por microscopia eletronica de

varredura (MEV) e microscopia de for¢a atdmica (AFM).

A regido do espectro de FTIR referente as ligacdes simples, representativas das vibragdes
esqueletais dos sacarideos e envolve os estiramentos C— 0, C—Ce C— N em 1210, 1130 e 989
cm™ foram as que sofreram alteracio para os filmes contendo HA, mostrando que o Ag" pode ter
se ligado eletrostaticamente a estes grupos [106-108] (Figura 4.15). Para filmes de ALG nio
houve modificacdo no espectro, mesmo havendo incorporag¢io de Ag”, como mostrado por EDS
(Figura 4.16), o que leva a possibilidade de outras formas de interacdo (nao—eletrostaticas) entre
polimeros/metal. No entanto, o percentual de prata é bem maior em filmes de HA (4,31%
elementar) quando comparados aos sistemas contendo ALG (0,19% elementar). O resultado de
FTIR concorda com o ensaio de UV-Vis (Figura 4.17), que mostra que a intensidade do espectro

€ bem maior para os filmes que contém &cido hialurdnico.
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Figura 4.15 — Espectro de FTIR para filmes de (HA/CHI3);9 e (ALG/CHI3);ocom e sem Ag".
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Figura 4.16 — (A/C) MEV da superficie dos filmes de (ALG/CHI3);o Ag" e (HA/CHIL3);9 Ag" e
EDS (B/D) para mapeamento de prata. Os pontos vermelhos indicam a presenca do metal na
superficie analisada.
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A morfologia das PEMs foi bastante alterada apds a incorporagdo de fons prata, como

mostram as imagens de AFM (Figura 4.18).
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Figura 4.18 — Projecdes 2D e 3D da microscopia de forga atdmica dos filmes de (ALG/CHI3)0 e
(HA/CHI5)o contendo Ag".

Para o recobrimento (ALG/CHI3);9, 0 valor de rms passou de 5,45 nm para 9,60 nm. Para
o filme de (HA/CHI3),0, esse valor aumentou de 9,26 nm para 38,4 nm apds a incorporagao. Isso
porque o acetato de prata, por ser um sal, tem efeito similar ao aumento da forca idnica e é capaz

de aumentar a rugosidade dos filmes, como discutido anteriormente.

4.7.  Filmes de biopolimeros frente a Candida albicans

No momento da observagdo, a placa teve a sua tampa removida e foi posicionada no
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microscopio Optico. A drea estriada foi examinada com aumento adequado visando detectar as
estruturas.

Foram realizadas leituras ap6s 20 horas de cultivo e ap6s 7 dias de cultivo. Com apenas
20 horas de cultivo, tanto para as laminas com polimeros sem fons de prata quanto para as
laminas controle (sem polimero), foi possivel observar a filamentacdo da levedura. Com relagcao
as leituras feitas apos 7 dias de cultivo, foi possivel observar uma maior proliferacdo da levedura
no meio, com a presenca de blastoconidios em cachos e uma grande quantidade de
clamidoconidios terminais. Estes resultados foram registrados através de imagens que revelam os
aspectos macro e microscopicos da levedura em contato com cada polimero (ver Anexo 2).

Estes resultados foram verificados para todas as PEMs sem Ag", o que indica que os
mesmos nao apresentam nenhuma atividade inibitoria frente a espécie Candida albicans.

Recobrimentos contendo Ag" apresentaram resultados satisfatérios frente a cepa. Filmes
contendo alginato reduziram o crescimento do fungo apds 7 dias de contato e filmes de HA/CHI,
por apresentarem um maior teor de {ons de prata, inibiram o crescimento da Candida albicans.

O conjunto de resultados obtidos dos testes com Candida albicans estdo sumarizados na
Tabela 4.9.

O modo de acdo da prata envolve a inativagdo de proteinas ligadas a membrana celular

dos micro—organismos, a interferéncia com os sistemas de transporte de solutos e de eletrons e a

inibicdo de enzimas respiratérias que promovem a geracao de espécies reativas de oxigénio[109].

A penetracdo de Ag" em células pode também prejudicar o processo de replicagio das
mesmas. A ligacdo de Ag" a célula provoca o enrolamento de DNA numa estrutura condensada
que apresenta baixa capacidade de replicacdo, o que leva a inibicdo da funcdo de células

vitais[56, 110].

Filmes sem acetato de prata ndo apresentaram a funcionalidade antimicética desejada. O
efeito antimicrobiano da quitosana, na forma de solucao, filmes ou nanoparticulas [48, 67-69, 73,
77, 106, 111] é real, porém a disponibilidade de grupos funcionais livres capazes de interagir com
a membrana celular dos micro-organismos é um desafio na constru¢do de dispositivos
antimicrobianos. Soma-se a isso que a principal desvantagem dos recobrimentos antimicrobianos
utilizando polimeros naturais estd na presenca de residuos organicos, que formam

contraditoriamente ambiente propicio para a multiplicacdo de microrganismos [57]. Assim, os

54



filmes de biopolimeros ndo foram capazes de apresentar quantidade de quitosana suficiente para
interagir com a cepa de Candida albicans. No entanto, esses recobrimentos permitiram a
incorporacio de Ag" de uma forma simples e funcional, possibilitando a construcio de uma
superficie antimicrobiana que reduziu e, em alguns casos, inibiu completamente o crescimento do

micro-organismo de teste.

Tabela 4.9 — Resultados observados dos testes com Candida albicans frente aos recobrimentos
de polimeros naturais e influéncia da incorporacdo de metal sobre a acdo antifingica dos filmes.

Tipo de Amostra

Observacoes em 20 horas

Observacoes em 7 dias

— Vidro

— (PEL),

— (HA/CHI);0

— (HA/CHlIs)

— (ALG/CHIL3)0

— (ALG/CHlIs)

— (HA/CHIL);p NaCl

— (HA/CHIs);p NaCl

- (ALG/CHI3) 10 NaCl

— (ALG/CHIs) 9 NaCl

Observa—se na intersec¢do da
lamina a filamentacdo da cepa
de Candida albicans a partir
dos recobrimentos contendo
os polimeros naturais.

Filamentacdo da cepa de
Candida albicans a partir do
filme de biopolimeros,
demonstrando blastoconidios
em cachos e pseudohifas com
clamidoconidios terminais.

— (ALG/CHI3)1() Ag+

Observa—se na intersec¢do da
lamina a filamentacao da cepa
de Candida albicans a partir
dos recobrimentos contendo
os polimeros naturais.

Observa—se na intersec¢do da
lamina a  reducdo  do
crescimento e da filamentacao
da cepa de Candida albicans a
partir do filme.

— (HA/CHIz)j0 Ag"

Diminuicdo do crescimento e
da filamentacdo da cepa de
Candida albicans a partir do
filme.

Nao houve crescimento da
cepa de Candida albicans a
partir do filme.
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Capitulo 5 - Conclusdes

A técnica LbL ¢é largamente desenvolvida para fornecer dispositivos adequados para
necessidades precisas em diversos campos da ciéncia. Isso porque € possivel controlar com
grande precisdo as propriedades quimicas e estruturais dos filmes multicamadas formados. Neste
trabalho, avaliou-se a influéncia de varidveis operacionais (pH e forca idnica das solugdes de

polieletrdlitos) sobre filmes LbL de diferentes materiais.

v A forga i06nica atua como um agente capaz de fazer com que segmentos da cadeia
polimérica que se encontravam em arranjos lineares passem a apresentar conformacgdes
vermiculares, o que pode fazer com que os filmes fiquem mais espessos conforme essas cadeias
enoveladas sdo depositadas, como foi verificado para o sistema ALG/CHI. Porém, a forca idnica
também oferece um mecanismo de blindagem dos segmentos de polieletrdlitos em solucdo,
impedindo a sua adsorcdo pelo substrato. Além disso, pode ocorrer o fendomeno de
dessorcao/desconstrucdo dos filmes quando estes sdao submetidos em meios de elevada
concentracdo de NaCl. Esse fendomeno de redugdo de espessura com aumento da forga i0nica foi

observado para filmes de HA/CHI em pH 3.

v A auséncia de NaCl nas solu¢des faz com que ocorra mais repulsio entre os segmentos
das cadeias dos polieletrdlitos, adotando assim conformagdes mais lineares. A presenca de sal no
meio de deposi¢do faz com que essas cadeias apresentem conformagdes com mais loops € tails €

esse arranjo das cadeias em solucgdo € transmitido para os filmes, que se tornam mais rugosos.

v A forca motriz para a construcdo de recobrimentos LbL, quando as interacdes entre as
moléculas formadoras do filme € eletrostitica, ¢ a disponibilidade de grupos funcionais
carregados por parte dos polieletrélitos em solu¢@o, em concentragdo suficiente para que ocorra o
processo de inversao de cargas da superficie do recobrimento que estd sendo montado apds cada
etapa do processo de imersdo. Foi verificado que para condi¢cdes em que tanto o policition quanto
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o polidnion encontravam-se bastante carregados (% de grupos ionizados > 90%), foram obtidos
filmes menos espessos. Porém, dependendo do tamanho das cadeias dos polieletrélitos, mesmo
em condi¢des de alta densidade de cargas, pode haver o fendmeno de interpenetragdo de
camadas, e € possivel que isso tenha ocorrido para o filme de HA/CHI, como verificado para os

testes de angulo de contato.

v Pelas anélises de FTIR foi possivel verificar a inser¢cdo de grupos funcionais de interesse
sobre as laminas de vidro. Essa andlise é fundamental porque confirma, de fato, que o método de

layer-by-layer é uma técnica de modificacdo quimica de superficies.

v O azul de alciano se mostrou como um excelente indicador do processo de montagem e
crescimento dos filmes com relagdo ao grau de carga original da solucao polieletrolitica de ALG
ou HA. O corante rosa de bengala € util para o reconhecimento dos grupos catidnicos livres.
Esses grupos sdo capazes de interagir com células de micro-organismos, podendo destrui-las.
Esse conceito € particularmente util para o design de superficies antimicéticas ou antibacterianas,

por exemplo.

v Filmes de biopolimeros ndo foram capazes de apresentar quantidade de quitosana
suficiente para interagir com a cepa de Candida albicans o que permitiu o crescimento e
proliferacdo do fungo sobre as amostras. No entanto, recobrimentos contendo ions de prata
reduziram e, em alguns casos, inibiram completamente o crescimento do micro-organismo de

teste.
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Capitulo 6 — Sugestdes para trabalhos
futuros

Como sugestdo de trabalhos futuros, segue:

v Obter um revestimento, via layer-by-layer, com capacidades antibacterianas, testando
tipos de bactérias presentes nos alimentos (e.g. Escherichia coli (E. coli "gram-negativas) e
Staphylococcus aureus (S. aureus, gram-positivas)), € que podem causar intoxicagdo alimentar,

além de requererem diferentes mecanismos bactericidas.

v Uso do spray coating para montagem de recobrimentos LbL. O spray tem se mostrado um

método cerca de 40 vezes mais rdpido que o tradicional dip coating.

v Utilizar quitosanas com diferentes massas molares e grau de desacetilacio, visando obter

materiais com elevados niveis de grupamentos amino funcionais.

v Realizar testes de ades@o dos filmes de biopolimeros frente a cepa de Candida albicans.
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Anexo 1 - Grau de ionizacao dos polieletrolitos

Da dissociac¢do de acidos fracos temos:

HA & HTA™

A constante de dissociacao dos dcidos (K,) € dada por:

_[H]IAT]
fa = Ty
Rearranjando:
Ko _ 1471
[H*]  [HA]

Aplicando logaritmo na base 10:

o (7%7) = o8 gz
S\ ™ 8\
Das propriedades logaritmicas obtém-se:
log K, — log[H*] = log (—)
Como pK, = —logK, e pH = —log[H™], tem-se:
[A

—pK, + pH = log (H_)

Solucionando o logaritmo:

10~ PKatPH — —__—

Rearranjando:

% = 10PH-DPKa
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Da dissociagdo de bases fracas temos:

BOH < B* + OH™

A constante de dissociagdo das bases (K}, ) é dada por:
_ [B*][OH]
>~ [BOH]

Rearranjando:

Ky _ [B']

[0H-]  [BOH]

Aplicando o logartimo:

L [B]
log K}, —log[OH™] = log (BOH]

Como pK;, = —logK, e pPOH = —log[OH™], tem-se:

_ [B*]
—pK, + pOH = log [BOH]

Sendo pH + pOH = pK,,

_ [B*]
—pKp + pK,, — pH = log [BOH]

Sendo K, X K,, = K,, e pK, + pK, = pK,,, obtém-se:

pK, —pH = 10g< (7] )

[BOH]
Resolvendo o logaritmo:
[B”]

= 10PKa—PH
[BOH]

Referéncia: Skoog, D.A., and D.M. West. Fundamentals of Analytical Chemistry. Saunders College Pub.,
1982.
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Anexo 2 - Macro/Microscopia dos testes com Candida
albicans

As Figuras A.1 até A.11 mostram as macro/microscopias dos testes de atividade dos
filmes contendo polimeros naturais frente a Candida albicans. Houve um pronunciado
crescimento do micro-organismo quando em contato com o0s recobrimentos, ndo havendo
praticamente distin¢do entre as laminas testes (com polimeros) e as ladminas controle (apenas
vidro). Com 20 horas ja foi possivel visualizar o inicio do crescimento do fungo e com 7 dias
foram detectadas estruturas de clamoconidios em cachos e pseudohifas, que identificam a

instalagc@o da cepa no meio de cultura.

(HA/CHL),,

Filamenta¢do da cepa de Candida
albicans demonstrando blastoconidios
em cachos.

Filamentacdo da cepa de Candida
albicans demonstrando pseudohifas
com clamidoconidios terminais.

Figura A.1 — Microscopia do filme de (HA/CHI5)10 indicando o crescimento de Candida
albicans na amostra.
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Figura A.3 — PEI; NaCl. (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C) 7 dias.

NEgE-. §

-

Figura A.5 - (ALG/CHI3);9 NaCl. (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C)
dias.
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Figura A.7 - (ALG/CHIs);o NaCl. (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C) 7
dias.

Figura A.8 - (HA/CHI3)0. (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C) 7 dias.
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Figura A.9 - (HA/CHI3),0 NaCl. (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C) 7
dias.

Figura A.11 - (HA/CHIs),o NaCl. (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C) 7
dias.

As Figuras A.12 e A.13 mostram as macro/microscopias dos testes de atividade dos
filmes contendo fons de prata frente a Candida albicans. Filmes de (HA/CHI3);9 Ag" exibem
maior atividade de inibi¢io quando comparado aos de (ALG/CHI3);9 Ag". Como foi explicado na
secdo de resultados, a arquitetura dos filmes de 4cido hialur6nico permitiu maior incorporagdo de

ions de prata, que € o agente ativo responsavel pela fun¢do antimicética dos mesmos.
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Figura A.13 — (HA/CHI;)y9 Ag". (A) Macroscopia de 7 dias, Microscopia de (B) 20 horas e (C) 7
dias.

Nas Figuras A.14 e A.15, € possivel ver que o fungo ndo cresce na regido contendo o
filme LbL de (HA/CHI3),9 Ag", pois hé auséncia de pseudohifas com clamoconidios terminais e
blastoconidios em cachos na &rea recoberta. Em alguns casos foi possivel verificar na

macroscopia a auséncia da estria de Candida albicans aplicada inicialmente no agar.
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—— » Regido da 1amina

sem recobrimento

—, Estria de Candida albicans

— » Regido da lamina
com (HA/CHIz)10 Ag™

Figura A.14 — Estria no limite superior do filme de (HA/CHI3);o Ag". Campo acima: fora de
contato com o filme, observa-se focos de filamentacdo. Abaixo: contato com o filme, auséncia de
crescimento fungico. Microscopia de 96 horas de contato.

Regiio da lamina recoberta

com (HA/CHIz)o Ag™

J—”kga.r com-meal

Figura A.15 — Efeito do recobrimento sobre o fungo. Na regido abaixo da lamina ndo ha
crescimento do micro-organismo. Na regido do dgar, o crescimento € pronunciado.
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