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RESUMO

Os substitutos de pele, nos seus variados tipos, surgem como opc¢ao plausivel
no tratamento de feridas cutdneas. Se faz necessario que tais dispositivos tragam
consigo propriedades ideais comparaveis a pele humana. Os de dupla camada
apresentam vantagem por sua capacidade de mimetizacédo da derme e epiderme.
Os biomateriais desempenham papel importante no desenvolvimento dos
dispositivos, sendo a agarose, um biomaterial de grande valia por suas
caracteristicas de resisténcia e plasticidade. As nanoparticulas de prata (NPsAQ),
sdo eficazes contra as bactérias. As betaglucanas sao materiais bioativos que
modulam o sistema imunologico e a reparacéo tecidual. O objetivo da pesquisa foi
elaborar substitutos dermoepidérmicos biomiméticos a partir da betaglucana,
agarose e nanoparticulas de prata, com posterior caracterizacdo dos dispositivos.
Neste sentido, foram realizados de forma paralela os dispositivos Unicos, sendo o
epidérmico baseado em agarose e com NPsAg e os dérmicos baseados em
betaglucana. Em seguida foi elaborado o dispositivo de dupla camada, que consistiu
na juncdo de ambos. Apdés o processo, foram realizadas as caracterizacbes nos
filmes em relacédo a espessura, teor de umidade e grau de intumescimento, além de
analisar quanto a espectroscopia Ultravioleta (UV-Vis) e Infravermelho com
Transformada de Fourrier (FTIR). Em relacdo as caracterizacbes em espessura,
foram observadas significativas diferencas entre cada dispositivo. Do ponto de vista
de retencdo de agua e do grau de intumescimento, foi constatado que o0s
dispositivos dérmicos e dermoepidérmicos apresentaram um grau elevado de
absorcdo e retencdo de agua comportando-se como um gel superabsorvente,
podendo reter mais de 400 vezes o valor de peso em agua. A espectroscopia UV Vis
foi utilizada para a caracterizacdo da distribuicdo as NPsAg no filme epidérmico e
dermoepidérmico, a partir dos dados de absorbéancia pode-se observar que, ainda
gue as caracteristicas organolépticas indicassem uma uniformidade, as NPsSAg nao
distribuiram uniformemente no filme, como pode ser averiguado em analises de
histogramas e mapas de calor. Foram realizados ensaios de FTIR com modulo ATR
associadas a Analise de Componentes Principais (PCA) neste estudo observou-se
gue a componente principal PC1 continha 96,9% da variagéo observada. Em relagao
a formacdo de agrupamentos, tanto em graficos de disperséo PC1l xPC2,

agrupamentos hierarquicos e FreeViz, indicaram que a técnica pode discriminar



filmes que continham agarose, filmes dérmicos e filmes dermoepidérmicos, sendo
possivel neste ultimo caso distinguir qual a face do filme foi analisada pelo aparelho
de FTIR ATR.

Palavras-chave: engenharia de tecidos; cicatrizagdo; mimetismo biologico.



ABSTRACT

Skin substitutes, in their various types, appear as a plausible option in the
treatment of skin wounds. It is importante that the appropriate devices have ideal
Properties comparable to human skin. Double layer skin substitutes are advantaged
by their ability to mimic the dermis and epidermis. Biomaterials play an important role
in the development of skin substitutes, with agarose being a valuable biomaterial due
to its resistance and plasticity characteristics. Silver nanoparticles (NPsAg) are
effective in treating bacteria. Betaglucans are bioactive materials that modulate the
immune system and tissue repair. The objective of the research was to elaborate
biomimetic dermoepidermal substitutes from betaglucan, agarose and silver
nanoparticles, with subsequent characterization of the material produced. Thus, the
unique substitutes were performed in parallel, the epidermal based on agarose and
with NPsAg and the dermal based on betaglucana. Next, the double layer skin
substitute was elaborated, which consisted of overlapping both layers. After the
process, characterizations were performed on the films in relation to thickness,
moisture content and degree of swelling, in addition to analyzing for Ultraviolet (UV-
Vis) and Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy. Regarding thickness
characterizations, significant differences were observed between each device.
Regarding water retention and the degree of swelling, it was found that the dermal
and dermoepidermal skin substitutes showed a high degree of absorption and water
retention, behaving like a superabsorbent gel, being able to retain more than 400
times the weight value. in water. UV Vis spectroscopy was used to characterize the
distribution of NPsAg in the epidermal and dermoepidermal film, from the absorbance
data it can be observed that, although the organoleptic characteristics indicated
uniformity, the NPsAg did not distribute uniformly in the film, as can be seen
observed in histograms and heat map analyses. FTIR tests were performed with ATR
module associated with Principal Component Analysis (PCA). In this study, it was
observed that the principal component PC1 contained 96.9% of the observed
variation. Regarding the formation of clusters, both in PC1 xPC2 scatter plots,
hierarchical clusters and FreeViz, indicated that the technique can discriminate films
containing agarose, dermal films and dermoepidermal films, being possible in the
latter case to distinguish which face of the film was analyzed by the ATR FTIR

device.
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1 INTRODUCAO

A pele é o maior érgdo do corpo humano, sendo distribuida por toda a
superficie corporal. E dividida em trés distintas camadas: a epiderme, camada
externa, a derme, que se estende da epiderme a hipoderme, onde se encontra o
tecido subcutaneo, constituindo assim a camada interna da pele (BLANES, 2004). E
a primeira linha de defesa do organismo, sendo responséavel pela protecdo contra
traumas quimicos, fisicos, toxinas, micro-organismos patégenos, perda excessiva de
agua e proteinas, além de ter a funcéo de termorregulacdo corpérea e excrecdo de
eletrolitos (ONOFRE, 2014).

Portanto, uma interrupcdo da continuidade da pele leva a um desequilibrio
funcional dessa barreira de protecdo (FERREIRA, 2011). A eficacia do processo de
reparacao varia de acordo com a complexidade da ferida, sendo necesséaria uma
rapida intervencdo, com o objetivo de garantir essa reparacéo tecidual (BLANES,
2004).

Dentre as alternativas para a regeneracdo de feridas mais complexas, estao
0s substitutos de pele. Estes dispositivos precisam garantir a regeneracao adequada
do tecido, tanto estrutural quanto funcional e mimetizar uma variedade de
propriedades da pele: fisicas, morfolégicas, mecanicas, permeabilidade adequada,
biocompatibilidade, ndo toxicidade, entre outras, em diferentes camadas (SAVOJI,
2018; HALDAR, 2019)

Desde que o primeiro substituto de pele foi criado, muitas pesquisas
avancaram na busca pelo dispositivo ideal. Porém, mesmo diante do grande
crescimento de pesquisas nesta area, a procura do substituto que carregue consigo
a possibilidade de aperfeicoamento no que diz respeito a melhor cobertura da lesao
e a veracidade das funcbes de ambas camadas ainda é carente de novas
descobertas (FERREIRA, 2011).

Os substitutos dermoepidérmicos compdem uma das classes desses
materiais. S80 materiais que substituem a camada dérmica e epidérmica da pele
(VENUGOPAL, 2012). Mediante a profundidade e complexidade das lesdes, se torna
preferivel que a pele artificial possua uma estrutura de duas camadas que

biomimetize a pele natural, em que a camada superior funcione como uma epiderme
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permeavel a umidade e ndo a agua e uma camada inferior que atue como um
modelo de regeneracao da pele. (PRYA, 2008).

A composicao desses substitutos € de vital importancia. Os biomateriais
guando possuem caracteristicas de biodegradacdo, ndo toxicidade, reparacdo, ndo
inflamatdrios e com baixo risco de transmissdo de doencas, se torna um material
adequado para a formacgao desses dispositivos (VIG, 2017).

Dentre os biomateriais, a agarose vem se mostrando muito promissora neste
campo. Trata um polimero de polissacarideo natural com caracteristicas Unicas que
dao motivos para considera-lo um bom constituinte no processo de reparacao
(ZARRINTAJ, 2018). A prata, mais especificamente as nanoparticulas carregam
consigo multiplas funcdes e entre elas, uma crucial no processo de cicatrizagdo: a
acao antimicrobiana (ABBASI, 2014). Onofre-Cordeiro et al. (2018) combina estas
caracteristicas em um unico dispositivo que apresentou boa resisténcia mecanica e
antomicrobiana.

Os gréaos de kefir sdo compostos por exopolissacarideos (EPS) microbianos,
possuindo propriedades importantes, como estimulante do sistema imunoldgico e
atividade antimutagénica (CORDEIRO, 2018). Constituem assim uma opc¢ao
plausivel como biomaterial. Neste sentido, Cordeiro (2018) caracterizou um dos EPS
de consoércio microbiano derivado de kefir (BIONAT 1) como sendo uma beta-
glucana, Berenguer (2018) demonstra a potencialidade de tal polimero como
substituto de pele pois o mesmo acelerou o processo de cicatrizacdo quando
comparado ao padrao de mercado.

Os crescentes avancos em busca do aperfeicoamento de técnicas para
otimizacdo dos produtos j4 existentes e formulacdo de novos dispositivos,
proporcionam a obtencdo de variados volumes de resultados, sendo assim
necessario a incluséo de técnicas de tratamento desses resultados, dando espaco a
analise multivariada de dados (Panero 2009).

As analises multivariadas consideram as amostras e as variaveis em seu
conjunto, permitindo assim a obtencdo de informacdes complementares que as
analises univariadas ndo conseguem identificar. Um dos objetivos principais na
utilizacdo desse tipo de analise é reduzir a representacdo dimensional dos dados de
forma a organiza-los em estrutura tal que facilite a visualizacdo de todo o conjunto
de dados (MORAIS 2018).
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A andlise de Componentes Principais (PCA) e o Agrupamento Hierarquico
(HCA) sao duas técnicas de analise multivariada mais conhecidas e consistem em
metodologias exploratérias que propdem evidenciar semelhancas ou diferencas
entre amostras em um determinado conjunto de dados (MORAIS 2018).

Desta forma, este trabalho prop6s a elaboragcdo de um substituto
dermoepidérmico que combinem as propriedades mecanicas e antimicrobianas de
filmes de agarose e nanoparticulas de prata e bioatividade de filmes de beta-glucana
e que possa mimetizar de forma similar & ambas camadas da pele, caracterizando-
as por meio de espectroscopias e analises multivariadas, contribuindo assim para o

arsenal terapéutico existente.

1.1. OBJETIVO GERAL

Elaborar e caracterizar substitutos de pele na forma de filmes de dupla
camada sendo a primeira de agarose e NPsAg e a segunda constituida de beta-
glucana extraido do consércio BIONAT 1, além de desenvolver ferramentas para

caracterizacao e controle de qualidade dos substitutos de pele.

1.1.1 Objetivos Especificos

a) Desenvolver e caracterizar a mono camada epidérmica baseada em
agarose e AgNPs;

b) Desenvolver e caracterizar a mono camada dérmica baseada em beta-
glucana;

c) Estruturar o dispositivo de dupla camada com posterior caracterizacao
morfologica, fisica e espectofotométrica

d) Desenvolver e analisar ferramentas analiticas para a avaliagdo dos

dispositivos elaborados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Manto de todo o organismo, isolante dos componentes exteriores e
indispensavel a vida, a pele € uma complexa estrutura de tecidos de naturezas
diversas, apta a adequar-se e adaptar-se de forma orquestrada as suas funcdes.
(SAMPAIO 2008). Representa o mais extenso 6rgdo do corpo humano (DE
ANGELIS et al. 2019, SAMPAIO 2008), cobrindo cerca de 1,9m? com o peso de
cerca de 1/6 de todo o corpo . Serve como interface entre 0 corpo e o ambiente ao
redor. (DE ANGELIS et al., 2019).

A importancia desse 6rgao ao corpo € proporcional ao seu tamanho. Exerce
varias funcdes no geral: protege contra impactos mecéanicos ou fisicos, contra
microbios e outros patdogenos externos, perda de fluidos corporais (SAMPAIO 2008;
DE ANGELIS et al., 2019 ; JAMES e LUCAS, 2017) além de proteger contra os
xenobidticos, de origem microbiana ou quimica, que resultam da atividade humana
(MENON 2009)

2.1 COMPOSICAO

E composta por trés camadas distintas, epiderme, derme e hipoderme (Figura
1) (SAMPAIO 2008; MENON 2009; JAMES 2017; SAVOJI 2018), sendo esta Ultima
tema de discusséo entre autores, em posiciona-la ou ndo como membro da pele, ja
gue alguns a consideram apenas um meio de unido aos Orgdos subjacentes
(JUNQUEIRA e CARNEIRO 2013;). Opta-se neste referencial manté-la participante
deste 6rgdo. Unhas, pélos, glandulas sebaceas, foliculos pilossebaceos, glandulas
apocrinas e écrinas, nervos, vasos e muasculos também compdem a pele (SAMPAIO
2008).

Embriologicamente, a pele comeca a se desenvolver apés a gastrulacdo, que
compreende um dos primeiros estagios do desenvolvimento do embrido por volta da
terceira semana apoés a fertilizacdo. Nesse estagio, ha invaginacdo do epiblasto ao
longo da faixa primitiva, ocorrendo a proliferacdo das células epiblastas para baixo.
O resultado da gastrulacdo é a formacdo de trés camadas germinativas com
distintas linhagens celulares, que sao o ectoderma, mesoderma e endoderme (HU,
et al 2018).
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As estruturas epiteliais - epiderme, foliculos pilossebaceos, glandulas
apocrinas e écrinas e unhas derivam do ectoderma. Os nervos, do neuroectoderma.
Os masculos, tecido adiposo, vasos, fibras colagenas e elasticas advém do
mesoderma (SAMPAIO 2008).

Figura 1 - Estrutura da pele saudavel com suas camadas, estratos e apéndices

Poros Camada
sudoriparos cornea

; Glandula
Melanzécntos & sebicea

....

Tecido
Nervo conjuntivo

Glandulas
sudoriparas

Fonte: randalL et al. (2018)
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3 EPIDERME

A epiderme, camada mais superficial da pele, tem como principais
componentes celulares os queratinécitos, células de Langerhans, células de Merkel
e melandcitos (ROBIN e PRESTON 2014). Pode ser subdividida em estrato cérneo,
estrato licido (em apenas algumas partes), estrato granuloso, estrato espinososo e
estrato germinativo (PRESTON 2014; VANPUTTE 2016; SAVOJI 2018). Suas
respectivas caracteristicas e funcfes estdo resumidas na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 - Estratos que compdem a camada dérmica e suas respectivas estruturas e fungdes.

Estrato Estrutura Funcéo

Cérneo Cerca de 25 Resisténcia estrutural favorecida pela presenca
camadas de células| de queratina presente nas células, previne perda
escamosas mortas | de agua, por conta dos lipideos e a descamacao

das células resistem aos atritos.

Lucido 3 a 5 camadas de Dispersa querato-hialina ao redor das fibras de
células mortas. queratina
Translucida.
Presente em apenas
algumas
regioes.

Granulos o | 2 a5 camadas de Produz granulos de querato-hialina, corpos
células poligonais lamelares liberam lipideos nas células.
achatadas

Espinhos 0 | 8 a 10 camadas de | Produz fibras de queratina, corpos lamelares se
células formam dentro dos gueratindcitos.
multifacetadas

Basal Mais profundo da Protege a pele contra radiacdo UV. Produzem e
epiderme, Unica fornecem melanina, produz as células da maioria
camada de células dos estratos superficiais.
cuboides ou
colunares.

Fonte: A Autora (2023)

No geral, a epiderme atua como barreira de protecdo em quatro principais
aspectos: protecdo fisica, fotoprotecdo, resisténcia a agua e protecao
antimicrobiana, sendo esta Ultima fornecida pelas camadas superficiais
gueratinizadas, que criam uma barreira fisica contra os microbios. Se porventura
essa barreira for quebrada, os componentes do sistema imune junto com as células

de Langerhans promovem uma resposta rdpida a invasdo, evitando a infecgéo
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(PRESTON 2014). A epiderme esta conectada a uma camada adjacente, a derme.
(SAVOJI 2018)

3.1 DERME

A derme possui cerca de 1-2mm de espessura. Nao funciona de forma direta
como barreira, semelhante a epiderme, porém ¢é atribuida a derme forca e
elasticidade. Contém células do sistema imunoldgico que reagem a micrébios que
possam ter passado pela barreira através de alguma lesdo (PRESTON 2016;
SAVOJI 2018). Do ponto de vista estrutural, a derme é formada por uma malha de
tecido conectivo. Fibras de colageno tipo | sdo responsaveis pelo suporte estrutural,
e as fibras de elastina, pela elasticidade. Possuem raizes nervosas, receptores,
vasos e outras células especializadas da pele.

Dentre os componentes principais da derme estdo os mastécitos, que estao
envolvidos nas respostas imunoldgicas e inflamatorias, liberando prostaglandinas,
leucotrienos, citocinas e quimiocinas, macrofagos, células dendriticas dérmicas e os
fibroblastos (PRESTON 2014).

Estes agentes atuam no aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade
capilar. Além dos mastoécitos, os macrofagos e as ceélulas dendriticas dérmicas
também estdo presentes, sendo os macréfagos responsaveis pela fagocitose e por
auxiliarem na resposta imunologica. Ja as células dendriticas dérmicas sdo as
apresentadoras de antigeno, que desempenham papel semelhante as células de
Langerhans na epiderme. Os fibroblastos atuam na sintese e degradacdo das
proteinas fibrosas e néo fibrosas do tecido. Tem grande importancia na cicatrizacéo
das feridas. (PRESTON 2014)

A derme possui duas camadas: a papilar se encontra em contato com a
epiderme, aproximando 0s vasos sanguineos a ela. As papilas dérmicas formam as
impressdes digitais e as pegadas. A camada reticular possui uma rede de fibras
elasticas e colagenas, sendo a principal camada fibrosa da derme, resistente em
vérias direcoes (VANPUTTE 2017).
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3.2 HIPODERME

A hipoderme esta localizada logo abaixo da derme (SAVOJI 2018). E a
subcamada final e atua como reserva de energia e termorregulagdo (KABASHIMA
2019). E composto principalmente por fibroblastos e adip6citos. As adipécitos s&o
separadas entre si por paredes semelhantes as de fibras dos vasos sanguineos e
colageno. Além dessas fun¢bes, a hipoderme atua também como barreira de
amortecimento dentre os 0ssos e 0 ambiente externo e auxilia na ancoragem e
0Ss0s, musculos e tenddes. (JOURIA 2018)

A pele, suas camadas e apéndices estao ilustrados abaixo.

Como maior 6rgdo do corpo, a pele também € a linha de frente de protecao
contra danos de mecanismos diversos, sejam microorganismos, radiacédo, produtos
quimicos. (KIN 2018).

3.3 FERIDAS CUTANEAS

A lesdo ou trauma existe quando ocorre a descontinuidade da integridade da
pele, (FERREIRA 2011) causadas por procedimentos cirdrgicos, irregularidades
genéticas e traumas fisicos e quimicos (SAVOJI 2018). A palavra "trauma” deriva do
grego e significa “buraco”, dando sentido a extensa perda de elementos sdlidos ou
liquidos, de temperaturas e propicio a infeccbes (STURLA 2018).

Essas lesdes, ou feridas, podem ser divididas por categorias de acordo com a
profundidade do dano: lesbes a nivel epidermal, as de espessura parcial, espessura
parcial profunda e espessura total. As epidermais e as de espessura parcial
normalmente se solucionam através de suas proprias funcbes regenerativas.
(SAVOJI 2018)

3.4 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo de feridas é definida como uma cadéncia de eventos
fisiol6gicos e naturais que compreendem quatro etapas sucessivas e orquestradas:
hemostasia, inflamacé&o, proliferagédo e maturagéo ou remodelamento (DE ANGELIS
2018; MOHAMADINEJAD 2020). E um processo biolégico que ocorre no tecido

cutédneo apos lesdo, seja trauma, queimadura ou ulceracdes. (Yang 2021) Pode se
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considerar complexo, estagio por estagio, incluindo a interacdo de uma variedade de
células, proteinas, citocinas, fatores de crescimento e angiogénese. (MAAROF
2016) Apenas havera uma cicatrizagcdo satisfatoria, se essas etapas ocorrerem na
ordem exata e em tempo apropriado (MOHAMADINEJAD 2020).

3.5 FASES DO PROCESSO DE CICATRIZACAO

Na hemostasia, primeira fase da cicatrizacdo, o sangramento é minimizado
por vasoconstricdo através do sistema simpético e pela coagulacdo intrinseca do
sangue, pelo acumulo de plaquetas (ZOMER 2017). O tecido libera sinais de alarme
como os padrdes moleculares associados ao perigo (DAMPS), quimiocinas, fatores
de crescimento e derivados de plaquetas. Esses sinais de alarme recrutam uma
grande variacdo de células imunes da circulagdo, resultando em acumulo de
neutrofilos, monaocitos, macrofagos, linfécitos T entre outras, o que consiste na fase
de inflamagéo (PHILLIPSON 2019).

3.5.1 Fase Proliferativa

Na fase de proliferacdo, tem a formacdo do tecido de granulagdo, vasos
sanguineos recém formados, e a presenca dos fibroblastos que permitem a
migracdo de células da epiderme na superficie apical do tecido para que haja a
reepitelizacdo da ferida (GURTNER 2008; PHILLIPSON 2019).

3.5.2 Fase de Remodelacéo e Reparacéo

Na fase de remodelacdo, ha uma reparacdo e fortalecimento da lesdo. Os
fibroblastos depositam na derme e a epiderme novas proteinas da matriz
extracelular, depositando principalmente colageno formando assim o tecido
cicatricial (PHILLIPSON 2019).
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3.6 FATORES QUE INTEFEREM NA CICATRIZACAO

Quando esse trauma é pequeno, 0 processo de auto reparacdo da pele é
suficiente nas pessoas saudaveis (MAAROF 2016) pois a contracao da ferida e o
crescimento das células resultam no fechamento da lesdo (NYAME 2015). Porém,
guando as lesdes sdo mais severas, 0s mecanismos de autodefesa de pele por si s6
nao sao suficientes causando tempos de cicatrizacéo prolongados, complicacdo por
infeccdes ou até mesmo a ndo cicatrizacdao (NYAME 2015; MAAROF 2016, DE
ANGELIS 2019; MEULI 2019), colocando em risco a vida do paciente (STURLA
2018).

A perda total ou parcial da derme € uma caracteristica comum das feridas
cronicas, como Uulceras por pressdo ou diabéticas e das queimaduras profundas
(KOTLER 2017) Essas feridas sdo muito comuns, e acarretam grande e pesado
fardo ao acometido, a sociedade e a saude em geral. (WENG 2020). Sao lesdes
devastadoras e precisam de intervencédo mais rapida possivel (KOTLER 2017)

Entre as lesdes traumaticas, as queimaduras sdo o principal fator de
mortalidade que causa deficiéncias tanto estruturais como funcionais, em varios
orgaos. (SHARIATI 2020). A OMS define queimaduras como lesbes na pele ou
outros tecidos organicos causadas principalmente pelo calor ou devido a radiagéo,
radioatividade, eletricidade, friccAo ou contato com produtos quimicos. A
organizacao ainda estima cerca de 265.000 mortes por ano apenas por incéndios,
fora os dados das queimaduras de etiologias diferentes quais ndo existem dados
globais disponiveis no momento (OMS 2019).

As queimaduras sdo um grave problema de saude publica de forma global.
Cerca de 96% das mortes causadas por queimaduras ocorrem em paises de baixa e
média renda. As que ndo sdo fatais, causam hospitalizacdo prolongada,
desfiguracéo e incapacidade, estigma e rejeicdo. (JUNIOR 2020). Além disso, 60%
das mortes sdo causadas por conta de infeccbes (SHIARATI 2020). Segundo a
Sociedade Brasileira de Queimaduras- SBQ- ocorrem no Brasil cerca de 1.000.000

gueimaduras.
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3.7 SUBSTITUTOS DE PELE

No caso dessas feridas de maior extensdo e profundidade, o tratamento mais
comum € o uso dos enxertos de pele. Os enxertos de epitélio autélogo sédo bastante
utilizados nas feridas graves por queimadura. Esse tipo de enxerto consiste no
transplante de uma area de pele melhor adequada para a area receptora do mesmo
individuo. Os autoenxertos podem ser de espessura total, onde uma se¢do da
derme e epiderme é transplantada ou de espessura dividida, onde se usa apenas a
camada da derme. (VARKEY 2015)

Porém, existe uma certa dificuldade neste tipo de tratamento, como por
exemplo a disponibilidade limitada de locais doadores, dor, além do aumento da
morbidade a longo prazo. Além do autoenxerto, outros procedimentos séo inclusos:
0S enxertos singénicos, alogénicos e xenogénicos. (FERREIRA 2011). O enxerto
singénico é realizado entre individuos idénticos geneticamente, como 0s gémeos
monozigotos. Os alogénicos sdo transplantes de pele entre individuos da mesma
espécie ndo idénticos geneticamente ou de pele cadaver. JA 0s xenoenxertos
envolve o transplante da pele entre espécies (FERREIRA, 2011; VARKEY 2015).

Apesar da importancia desses enxertos e da grande utilizacdo dos mesmos,
existem muitas limitacdes associadas ao uso dos diferentes tipos de enxertos, sendo
um dos vieses, a rejeicdo. Por isso, grande necessidade de desenvolver opcoes
terapéuticas alternativas surgiram, o que resulta no constante melhoramento dos
substitutos de pele. (VARKEY 2015).

3.8 BIOMATERIAIS E BIOCOMPATIBILIDADE

Os biomateriais desempenham papel crucial na elaboracéo dos substitutos de
pele. O material deve ser capaz de manter sua estrutura e integridade por periodos
pré-determinados de duracdo para garantir a formacdo e maturacdo de novos
tecidos, mesmo em meio a circunstancias adversas. (CHEN, 2016).

O substituto bioldgico dito ideal necessita suprir algumas necessidades, como
mimetizar a funcdo da pele, ser econbémico, ser amplamente disponivel e possuir
certa facilidade em sua aplicacdo (GORDON, 2019).
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Materiais naturais tém sido amplamente estudados na engenharia de tecidos
da pele e os substitutos biologicos da pele tém sido de particular interesse por seu

potencial de cicatrizacéo de feridas.

3.9 AGAROSE

Como biomaterial, a agarose vem sendo utilizada de forma extensa, como na
producdo de gel para eletroforese, gel para colunas cromatogréaficas e como meio de
cultura para o crescimento de micro-organismos. E um polissacarideo
termossensivel que ndo possui citotoxidade, biopolimero linear extraido de algas
vermelhas, constituidos por alteracfes repetitivas de unidades de 1,3-d-galactose e
3,6-anidro-1-galactose (Figura 2), e pelas caracteristicas mecanicas dos filmes, que
possuem resisténcia a tracdo e plasticidade, € um bom candidato a substituto de
epiderme. (SANTANA, 2015)

Figura 2 - Estrutura molecular da agarose
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Fonte Ichinose (2020)

3.10 NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas metalicas sdo materiais eficazes no combate as bactérias.
Dentre as nanoparticulas com funcéo bactericida podem ser citadas as NPsAg, que
consistem em nano estruturas formadas a partir de ions de prata. A prata é

conhecida por sua propriedade antimicrobiana potente, sendo assim um
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componente importante na engenharia de tecidos ja que uma das caracteristicas
fundamentais de um adequado substituto de pele é a sua atividade antimicrobiana.
Desde o século 18 que se tem registros da aplicacdo da prata para tratamento de
feridas (TELLES, 2017). Nanomateriais encontram-se na escala de 1 a 100 nm (1
nm = 10-9 m) e podem variar quanto ao seu tamanho, forma, area superficial e

composicao quimica.

3.11 BETAS-GLUCANAS

Os graos do consoricio microbiano BIONAT-1 séo constituidos principalmente
por beta-glucanas microbianas (Figura 3) e tem sido cada vez mais utilizados na
industria de alimentos, sendo pouco solluvel na agua em temperatura ambiente. Este
polissacarideo possui propriedades importantes, como estimulante do sistema
imunologico e atividade antimutagénica (SILVA, 2015). Algumas fracdes das beta-
glucanas de kefir tém comportamento de gel superabsorvente, caracteristica

semelhante a alguns biopolimeros da derme.

Figura 3 - Estrutura da beta-glucana obtida a partir do complexo microbiano (BIONAT 1),
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Fonte: Picasso (2017)

Legenda: (1) trata-se de uma molécula de glicose com ramificacdo no carbono
(C) 1;(IN) trata-se de uma molécula de glicose com ramificacdo nos C 1 e3; (Ill) trata-

se uma molécula de glicose com ramificacdo nos C 6 e 1; (IV) trata-se de uma
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molécula de glicose com ramificacdo nos C 1,4 e 6; (V) trata-se de uma molecula de
glicose com ramificagdo nos C 1, 3, 4 e 6.

Os substitutos compostos por camadas duplas ou bicamadas sao utilizados
para feridas de espessura e amplitudes variadas, queimaduras e Ulceras crénicas
(NATHOO, 2014). A camada de substituicdo epidérmica, dentre tantas funcdes,
serve para controle de perda de umidade da ferida e fornecer protecdo contra
infeccdo. A camada de substituicdo dérmica atua como stimulador do processo de
cicatrizagdo (LIMOVA, 2010). Ainda que alguns trabalhos venham sendo
desenvolvidos em busca de substitutos de pele ideais, a pesquisa ainda € escassa e

se faz necessario novos estudos acerca do tema.
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4 METODOLOGIA

A partir da producdo, sintese e estoque das matérias primas principais, foram
realizados os dispositivos epidérmicos (EP), dérmicos (DE) e dermoepidérmicos
(DP), com posterior caracterizacdo das matérias e dos produtos finais, como ilustra o

fluxograma abaixo (Figua 4):

Figura 4 - Fluxograma dos experimentos desenvolvidos neste trabalho
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Fonte: A Autora (2023)
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4.1 SUBSTITUTO EPIDERMICO

As nanoparticulas de prata- NPsAg, foram sintetizadas quimicamente
seguindo o protocolo de Onofre (2014) e Ferreira (2018), através da reducdo de ions
de prata, utilizando Nitrato de Prata P.A. —A.C.S AgNO3 (Alphatec) como agente
precursor, Borohidreto de sédio P.S. —NaBH4 (Vetec) como agente redutor e
Agarose (L W Biotec) como agente estabilizante (Figura 5).

Foram realizadas previamente solu¢des do agente precursor, agente redutor
e de agarose para a sintese. Foram realizadas trés solu¢gdes em concentracdes
diferentes de AgNOS3, sendo a primeira (Sintese 1) na concentracdo de 0,0050
mol.L-1, a segunda (Sintese 2) 0,0010 mol.L-1 e a terceira (Sintese 3), 0,00025
mol.L-1, diluindo-as em agua MilliQ e mantendo-as em frascos de vidro ambar para
fotoprotecdo. A solucdo do agente redutor, NaBH4 foi realizada a 0,01 mol.L-1 e a
de agarose, a 0,05 mol.L-1.

A sintese quimica das NPsAg consistiu inicialmente na adicdo de 250 pL da
solucdo de agarose em 5mL de agua Tipo |. Logo em seguida, 300 pL da solucao
aquosa de NaBH4 foi adicionada. Finalizando a sintese, introduziu-se lentamente e
sob suave agitacdo manual, 5mL de solucdo aquosa de AgNO3. O sistema reacional
foi deixado em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz
em frascos de vidro de penicilina envoltos em folhas de aluminio.

Apés a sintese, as nanoparticulas foram analisadas sob absorcéo eletronica
na regido do UV-Visivel, avaliadas através de curvas analiticas de Absorbancia
versus concentracao da suspensao de NpsAg. Foi utilizado o espectrofotbmetro de
absorcao UV-Vis modelo UV 1800 (SHIMADZU- Japéo) operado pelo software UV
Probe. As amostras foram submetidas no processo de rotacdo na centrifuga
Eppendorf MiniSpin e logo apo6s foram inseridas em cubetas especificas para

insercao no equipamento.
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Figura 5 - Esquema de sintese de NPsAg
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Fonte: A Autora (2023)

4.2 PRODUCAO DOS FILMES DE AGAROSE + NPASAG (SUBSTITUTOS EP)

Os filmes foram elaborados a partir de uma solucao de agarose dissolvida em
agua destilada e aquecida em micro-ondas até completa solubilizacdo, por
aproximadamente 2 minutos. Em seguida, acrescentou-se glicerol P.A.- A.C.S.
(Alphatec) como agente plastificante. Foram utilizados 0,006 g.cm-2 de agarose,
0,006 g.cm-2 de glicerol e 0,500 mL.cm-2 de agua destilada. Foi adicionado 0,320
mL.cm-2 da suspensao de NPsAg previamente sintetizadas e posto a secagem em
estufa de circulacdo e renovacao de ar modelo TE-394/3 (TECNAL- Brasil) a 45 °C
(Figura 6). Foi realizada a producdo de um filme de agarose (Filme A) sem a adicéo
das NPsAg para posterior comparagcao em analises.
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Figura 6 - Producéo de filmes de EP

L

Fonte: A Autora (2023)

4.3 SUBSTITUTO DERMICO (DE)

O consorcio microbiano derivado do kefir utilizado na pesquisa foi BIONAT-1
desenvolvido no Laboratério de Biofisica Quimica da UFPE (Figura 7). Este o
consorcio foi cultivado em uma solucéo de acgucar mascavo a 50% (m/v), sendo sua
massa mensurada a cada 48 horas. O peso Umido da massa microbiana foi
considerado para determinar o volume de solucéo de acgucar. Neste mesmo periodo,
foram realizadas repicagens, com troca de solucdo e retirada de excesso de
metabolitos suspensos no cultivo.

Apés crescimento desejado, a massa passou por um processo de
clareamento que consistiu ha imersao em agua destilada na propor¢céao de 1:6 (m/v)
até atingir a coloracao desejavel, indicio da diminuicéo significativa de impurezas, tal
protocolo foi baseado em estudos previamente elaborados no distinto laboratério.
Um processo paralelo visando aceleracdo do processo do clareamento foi realizado
utilizando hipoclorito de calcio Ca(ClO)2 na concentracdo de 1%. Os graos
clareados foram pesados estocados em embalagens especificas no freezer para
manutencdo da integridade do produto, sendo retirada apenas a quantidade

suficiente da extracdo do momento.
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Figura 7 - Esquema de producgéo do consorcio BIONAT-1

Fonte: A Autora (2023)

4.4 EXTRACAO BETAGLUCANA

O método de extracdo do exopolissacarideo do consorcio Bionat-1 seguiu o
protocolo descrito por Picasso (2017), onde a massa ja clareada foi triturada com
agua MilliQ em um miniprocessador Philips Wallita modelo RI7761/00, até atingir
consisténcia gelatinosa (Figura 6).

Alternativamente amostras da biomassa do consorcio Bionat-1 foram
clareadas com solucédo de hipoclorito de céalcio a 1% por 2h utilizando agua potavel
da rede publica.

O material resultante foi posto em um béquer de vidro 1000 mL e adicionada
uma solucéo de Hidroxido de Sédio (NaOH) a 1,0 mol.L-1 previamente preparada.

A solucédo da massa com o solvente foi posta sob agitacdo magnética a 80°C
até atingir a homogenia. Apés este processo, todo o material foi posto na centrifuga
Hettich Zentrifugen, modelo Universal 320R sob 7500 este valor mesmo? rpm, em
temperatura ambiente (25°C) por 5 minutos. As impurezas precipitadas foram
descartadas e o sobrenadante foi posto em um béquer de aproximadamente 3000
mL e imergido em etanol absoluto. Adiante, esta solucdo foi colocada em
Temperatura de 4-10 oC por 24 horas.

Passado o periodo, o alcool sobrenadante foi separado e posto ao devido
descarte e as etapas de adicdo de NaOH, agitacédo, centrifugacdo e imerséo de

alcool se repetiram por mais duas vezes sob a massa precipitada. Findando as
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repeticdes, deu-se inicio a um processo de neutralizacdo do pH da solugédo
resultante, utilizando &cido cloridrico (HCI) a 1,0 mol.L-1 O processo foi realizado
com auxilio do pHmetro de bancada PHS3BW Bel Engineering até atingir a faixa de
7,0a7,2.

A solucdo final foi posta no desumidificador Arsec modelo 160 por 48 horas e,
apos completa secagem, foi triturada, adquirindo assim, o EPS do kefir. Notou-se a
presenca abundante de cristais de sal apés secagem, optando assim por incluir mais
uma etapa apés a neutralizacdo, onde foi adicionado 400ml de agua destilada na
massa e mantida sob agitacdo magnética a 80°C até completa solubilizagéo,

colocando no desumidificador para a etapa de secagem.

Figura 8 - Esquema de extragdo de beta-glucana

BIDMAT-1 "

BIONAT-1

BIONAT-1 T_ - —
+NaOH ; (o)
| I | Sy
:> A :> 0
Fonte: A Autora (2023)

Ao término do processo de secagem, a betaglucana foi avaliada por
espectroscopia de absorcdo vibracional no infravermelho - FTIR, no equipamento
Spectrum 400 FT-IR/ FT- NIR Spectrometer. Adicionalmente analise de FTIR
também foi realizada para a betaglucana branqueada em hipoclorito de calcio e

aquela branqueada com agua potavel.
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4.5 PRODUCAO DOS FILMES DE BETAGLUCANA (SUBSTITUTOS DE)

Os filmes de betaglucana foram realizados com base no protocolo de
Berenguer (2018), adaptado a circunferéncia da placa de Petri utilizada, 60 x 10 mm.
Inicialmente, 0,260 g de polissacarideo em 16,6 mL de NaOH a 0,2 mol.L-1) foram
postos a aquecimento no micro-ondas em um Erlenmeyer até dissolucdo do
polissacarideo (Figura 7). Em seguida, foi adicionado o conteudo dissolvido a um
béquer com 1 g de glicerol previamente pesado e posto em agitagcao no (modelo) por
2 minutos até homogeneizacao da solucéo.

Com auxilio do pHmetro de bancada realizou-se a neutralizacdo da solucéo
com a administracao da solucdo de HCl a 1 mol.L-1 até atingir a faixa de 7,0 a 7,2.
pH. Findando esta etapa, quantificou o total da solucéo e adicionou a ela o dobro da
guantidade de alcool etilico gelado. O resultante foi levado a centrifuga em tubos
plasticos de 15 mL (Falcon) sob 9000 rpm, a 25°C por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi recolhido, posto em um Erlenmeyer, hidratado com
agua destilada e posto em micro-ondas por 3 minutos. Para concluir a dissolucéo, a
solucéo hidratada foi posta sobre agitador magnético a 80 °C aproximadamente, até
dissolver completamente.

O béquer utilizado nesta etapa foi coberto com plastico PVC para que nao
houvesse grande perda de material no processo de evaporacdo. Dissolvido,
acrescentou-se mais 0,042 g de dglicerol sob lenta agitacdo com intuito de
homogeneizar a solucéo final. Finalizando a producéo do filme, a solucao foi vertida
em placa de Petri e posta na estufa de circulacédo forcada a 45 °C para completo

“casting”.



Figura 9 - Esquema de produgéo de filmes DE

Bglucana +
NaOH

Fonte: A Autora (2023)

4.6 PRODUCAO DOS FILMES DE DUPLA CAMADA

Apoés a producédo de filmes de betaglucana e posterior secagem em estufa de
circulacdo forcada a 45°C por 48h, os filmes foram retirados e mantidos em
temperatura ambiente. Paralelamente a este processo, foi elaborado solucéo
filmogénica de agarose com NPsAg sendo temperatura da solucéo reduzida até 40°
graus (Figura 8). ApoOs temperatura desejada, a solucéo foi vertida em placa de Petri
contendo o filme de betaglucana ja em completo casting. As placas de Petri
contendo o filme de betaglucana em secagem completa submergido em solucao
filmogénica de agarose e NPsAg retornaram a estufa de circulacdo forcada para

novo processo de secagem, por mais 48h.

Figura 10 - Esquema de producéo de filmes DP

Lo

Adicdo da solugdo filmogénica de Secagem por 48h
betaglucana ao filme seco de
Agarose + NpsAg

Filme de Agarose + NpsAg
apds completa secagem

Fonte: A Autora (2023)
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4.7 CARACTERIZACOES DOS DISPOSITIVOS

Os substitutos dérmicos (DE), epidérmicos (EP), dermoepidérmicos (DP) e de
agarose (A), este ultimo como controle quando necessario, foram caracterizados e
analisados em espessura, grau de intumescimento, absorcdo de &gua e

espectroscopia no UV Vis e FTIR.

4.8 ESPESSURA

A espessura dos filmes DE, EP, DP e A foi obtida com auxilio de um
micrometro (Great Wall, modelo 428840), de precisdao 0,01 mm. O delineamento
experimental foi em estrutura hierarquica (ou aninhada). Foram realizadas medidas
de cada tratamento, em quintuplicata, utilizando 3 filmes para cada tratamento,
totalizando 15 medidas de cada tratamento (Figura 9). A analise estatistica de

variancia (ANOVA) hierarquica foi aplicada utilizando o aplicativo Statistics Kingdom.

Figura 11 - Esquema experimental realizado para a anélise de espessura dos filmes

# Fator 1
TIPO DE
FILME
Fonte: A Autora (2023)

Nota: Elaborado no  enderecgo (https://www.statskingdom.com/two-way-anova-
calculator.ntml em 19 fev 2023).

# Fator 2
LOTES
(dentro ou
aninhado ao
Fator 1)

4.9 TEOR DE UMIDADE

Para determinar o teor de umidade dos filmes, foram realizadas pesagens

iniciais das amostras dos filmes de cada tratamento e logo apés postas em estufa de


http://www.statskingdom.com/two-way-anova-calculator.html
http://www.statskingdom.com/two-way-anova-calculator.html
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secagem a 105°C. Em intervalos pré-definidos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15h) amostras foram retiradas da estufa, inseridas em dessecador sob repouso
até temperatura ambiente. ApOs temperatura desejada, novas pesagens foram
realizadas, repetindo tal processo até o alcance de peso constante. As
determinacdes foram feitas em triplicata e o teor de umidade de cada amostra no

tempo foi calculada pele seguinte Equacao 1.

M,-M,
U%=—x100
M, (Equacdo 1)

Onde:

%U = Teor de Umidade Mi= Massa inicial

Mf= Massa final

Os dados foram analisados por ANOVA utilizando o software JAMOVI.

4.10 GRAU DE INSTUMESCIMENTO

A anadlise de absorcdo de agua foi realizada para os filmes DE, EP, DP,
através da avaliacao do grau de intumescimento (%Gl), conforme descrito por Lima,
Andreani e Soldi (2007). Para tanto, amostras de cada tratamento dos filmes foram
inicialmente pesadas em balanca analitica de quatro casas decimais a fim de se
obter a massa inicial (Mi). As amostras de massa conhecida foram imersas em 5 mL
de agua deionizada a temperatura ambiente, sob agitacdo controlada em mesa
agitadora orbital (GyroMini, Nutating Mixer, Labnet). Em tempos pré-determinados,
os filmes foram retirados da agua, o excesso de agua foi removido superficialmente
com auxilio de papel filtro e a massa final foi novamente mensurada. O processo foi

repetido até peso constante. A %Gl foi determinada a partir da Equacéo 2.

%Gl = M,—M; x 100
My (Equacéao 2)

Onde:



38

%GIl= Grau de Intumescimento
M; = Massa da amostra intumescida
Mo = Massa da amostra seca

4.11 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO ELETRONICA NO UV VIS

As andlises de espectroscopia de absorcao eletrbnica na regido do UV-vis
dos filmes produzidos na faixa de comprimento de onda A = 300 a 700 nm, foram
realizadas para avaliagcdo da presenca de NPsAg. Os filmes analisados por UV-vis
foram DE, EP, DP, além do filme controle de agarose (A).

Andlise da uniformidade de distribuicdo das NpsAg nos filmes.

Para a analise da distribuicdo das NpsAg nos filmes EP e DP foram
produzidos filmes de 6 cm de diametro em sistema de casting. As placas foram
divididas em setores devidamente registrados conforme a ilustracdo abaixo (Figura
11). Para cada setor foram realizadas uma leitura por espectroscopia UVVis no

comprimento de onda de 410 nm tipicas para deteccédo das NpsAg.

Figura 12 - Gabarito produzido para delimitar setores de filmes para analise por UV Vis

sib
<
9

N
)

g
/

[
(3] 4
\78

N
Nl

T2

Fonte: A Autora (2023)

Foram realizadas duas abordagens, a primeira foi produzida histogramas,
este formato de representacdo é utilizado nos controles estatisticos de qualidade
para verificar alguma forma de anomalia nos processos produtivos, sendo, portanto,
uma ferramenta que auxilia na deteccdo e andlise de problemas (Rocha, 2019). A

segunda ferramenta foi realizada a partir do referenciamento espacial das amostras
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e dos valores de absorbéncias a partir destes dados foram elaborados mapas de

calor utilizando o software Excel®.

4.12 ESPECTROSCOPIA NO FTIR

As amostras foram analisadas por espectroscopia FTIR, utlizando o
dispositivo Agilent Technologies Cary 630FITR modulo ATR, utilizando um intervalo
de ndamero de onda de 4000-500 cm-1, a fim de se identificar os grupos funcionais

presentes nas amostras.

4.13 ANALISE COMPUTACIONAIS COMPARATIVAS DOS FILMES POR FTIR
ASSOCIADA A PCA

As analises computacionais foram realizadas com os dados espectrais
obtidos a partir dos dispositivos epidérmicos (EP), dérmicos (DE) e
dermoepidérmicos (DP), e o filme controle de agarose (A), sendo as faces do
dispositivo DP analisadas separadamente tendo a face dérmica (DP-FD) e face
epidérmica (DP-FE).

O método empregado para a andlise foi aquele desenvolvido por Corina
(2022). Inicialmente foram realizados em cada ponto do espectro de leitura uma
avaliacdo do desvio padrdo. Todos os pontos com desvio maiores que dez foram
retirados da analise multivariada para fins de comparacdo. Além deste tratamento
foram aplicados pré-processamento dos dados a fim de padronizar e reduzir ruidos,
permitindo que a informacdo espectral pudesse ser submetida a analises
multivariadas.

Foram aplicados, filtro de Savitzky-Golay, remocdo das regides espectrais
com desvios maiores de dez, Gaussin Smoothing e corre¢édo da linha de base. Em
seguida, os dados processados foram analisados por Andalise dos Componentes
Principais (PCA), Analise Hierarquicas de Cluster (HCA) e pela ferramenta Freeviz.
A determinacdo dos desvios foi auxiliada pelo software Excel Microsoft e as demais
analises exploratérias de dados e o pré-processamento, foram desenvolvidas

utilizando a ferramenta Orange Data Mining.
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5 ANALISE E DISCUSSAO DOS DADOS

Os produtos de sintese das NPsAg da sintese 3 (0,00025 mol.L-1 AgNO3)
apresentaram coloracdo amarelada clara tipica de NPsAg descritas pela literatura
(Figura 3B) (ONOFRE et al 2018 ACCIOLY, 2018), as demais reacdes

apresentaram-se de tonalidades amarronzadas (Figura 3A).

Figura 13 - (A)- Suspensdes de NPsAg em diferentes sinteses, algumas apresentando

precipitados. (B) Sintese 3 de NPsAg com coloragéo especifica para nanoparticulas.

Fonte: A Autora (2023)

Em andlise por espectroscopia UV-Vis, a Sintese 3 com menor concentracao
de nitrato de prata apresentou maior producdo de nanoparticulas como observado
no ensaio de absorbancia UV-Vis (Figura 4). A menor eficiéncia das Sinteses 1 e 2
aparentemente esta associada a formacédo de agregados de tamanho micrométricos,

esta percepcéao é corroborada pela coloracdo amarronzada das sinteses.

Figura 14 - Espectros de absor¢éo na regido UV-Vis das NpsAg sintetizadas a partir

de diferentes concentragbes de AgNO3
1,2

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Wavelength nm

—— Sintese 1 e Sintese 2 — Sintese 3

Fonte: A Autora (2023)
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5.1 Producdao de filmes de Agarose + NPSAG

As propriedades organolépticas dos filmes com incorporacdo de NPsAg
apresentou flexibilidade com boa aderéncia, apresentando tonalidades de amarelo
indicando a presenca de nanoparticulas de prata, todavia, os tratamentos com
maiores concentragcdes apresentaram precipitados visiveis sem o auxilio de lentes
ou instrumentos Oopticos, indicando formacdo de particulas maiores que as

desejaveis ao estudo (Figura 13).

Figura 15 - A) Filme de agarose sem NPsAg. (B) Filme com incorporacdo de NPsAg
sintese 1, com coloracdo especifica. (C) Filme com NPsAg sintese 2 (D) Filme com
NPsAg sintese 3.

A B

Fonte: A Autora (2023)

Para a continuidade do projeto optou-se pela utilizacdo de filmes com NPsAg
da Sintese 3, por comparacdo a artigos anteriores e por se aproximar do resultado
das nanoparticulas de tamanho desejavel ao trabalho e este foi denominado

substituto epidérmico EP.
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5.2 SUBSTITUTO DERMICO

A producdo de biomassa do consorcio BIONAT-1 (Figura 14) ocorreu de
acordo com os padrbes estabelecidos por Onofre-Carneiro et al. (2018) e
transcorreu em um periodo de 12 meses tendo se obtido uma biomassa Umida total

de cerca de 3 kg de consoércio.

Figura 16 - Cultura do consorcio microbiano BIONAT-1

Fonte: A Autora (2023)

5.2.1 Extracado e Caracterizacédo da Betaglucana

O processo de extracao de beta glucana (Figura 15A) ocorreu de acordo com
os padrbes estabelecidos por Berenguer (2018). Adicionalmente, foram realizados
procedimentos de extracdo de beta glucana com clareamento acelerado utilizando
hipoclorito de célcio a 1%. (Figura 15 B). Além desses, foi procedido o tratamento e

clareamento da betaglucana com agua potavel, clorada sem purificacao.
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Figura 17 - Resultado da extracédo da betaglucana do Consorcio BIONAT-1. (A) Baseada no protocolo
sugerido por Berenguer (2018) (B) Betaglucana obtida apds pré-tratamento por hipoclorito de célcio

Fonte: A Autora (2023)

A andlise indicou que, tanto a betaglucana extraida pelo protocolo tradicional
como a extraida com hipoclorito de célcio e com agua potavel ndo apresentaram
diferencas por espectroscopia vibracional FTIR significativas (Figura 16). Entretanto,
optou-se utilizar beta glucanas branqueadas no protocolo desenvolvido por
Berenguer (2018).

Figura 18 - FTIR das betaglucanas em diferentes protocolos produzidas neste trabalho, sendo
tratamento com hipoclorito (azul), Agua da torneira- lavada (amarelo) e betaglucana padrao (laranja).
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Fonte: A Autora (2023)
O espectro de infravermelho das betas-glucanas (Figura 17) apresentou uma
banda larga e arredondada entre 3500 e 3000 cm-1 para todos os filmes, indicativo

de grupos hidroxila com pontes de hidrogénio, caracteristica comum em associacdes
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poliméricas de carboidratos. As bandas de frequéncia entre 3000 e 2800 cm-1 séo
correspondentes a ligagbes C-H comuns em grupos metilados. Bandas entre 1740 e
1720 cm -1 é caracteristico de aldeido (C=0) (PAVIA el al, 2012).

Espectros proximos a 1450 cm -1 caracteriza deformacao angular de ligacbes
CO (BOTELHO, 2014). A regiao de impresséo digital para carboidratos estd na
regido entre 1200-900 cm-1, que se associam aos anéis (ciclicos) e grupos laterais
(C-O-C, COH e C-H). O estiramento a 1100 cm-1 é caracteristico a todos o0s
carboidratos (PICASSO, 2017). Os filmes DE e DP face dérmica apresentaram
bandas entre 950-750 cm-1, correspondentes a vibracdes esqueléticas da glicose,

caracteristico das glucanas.

5.3 PRODUCAO DE FILMES DE BETAGLUCANA

A producdo de filmes de beta glucana seguiu o protocolo descrito por
Berenguer (2018), entretanto, foram necessarios ajustes devido ao excesso de
(Figura 17 A) e gquantidade de beta glucana depositada por cm? da placa (Figura 17
B), ao final desse processo, foi verificada por avaliagcdo organoléptica que os filmes
se apresentavam uniformes e resistentes, porém com menor resisténcia comparado
ao de agarose (Figura 17 C).

Figura 19 - Filmes de beta glucana realizados em diferentes momentos: (A)Filmes com grande

guantidade de cristais de sal e sem maleabilidade. (B) Realizado em concentragdo menor. (3)
Filme maleavel e com boa aderéncia.

Fonte: A Autora (2023)
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Apds os ajustes e a escolha do processo de producdo da matéria-prima dos

filmes foi eleito um protocolo final para produc¢éo do filme denominado DE.

5.4 SUBSTITUTO DERMOEPIDERMICO

A producao de filmes de dupla camada foi realizada com a sobreposi¢cao dos
filmes, sendo o primeiro ja seco e o segundo em solucéo filmogénica. Inicialmente o
dispositivo epidérmico foi construido, levado a secagem, sendo vertido
posteriormente a solucao filmogénica do filme dérmico, porém ocasionou grande
aderéncia a placa de Petri apés secagem final, sendo entéo revertido o processo: 0s
dérmicos foram os primeiros a serem elaborados e, apds secagem, foi vertida a
solucédo dos filmes dérmicos. Finalizado o processo de secagem, os filmes de dupla
camada se apresentaram integros, com boa soltura da placa, apresentando bordas
levemente enrugadas, com boa plasticidade e aderéncia a pele (Figura 18).

Figura 20 - Filmes de dupla camada dermoepidérmico (DP)

Fonte: A Autora (2023)
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5.5 CARACTERIZACAO DOS DISPOSITIVOS

Os filmes desenvolvidos apresentaram variacdes de espessura entre 63,3 e e
175 micrometros. Os filmes EP (89 ym + 6,6 pm) se mostraram mais espessos em
relagdo aos DE (63,3 um = 15,66) e semelhantes as mensurag¢des do A (84,7 um =
6,4). Cianca (2020) corrobora com os achados de menor espessura dos filmes de
beta glucana quando comparados aos filmes de quitosana e xantana. Este
comportamento se da provavelmente pela diminuicdo dos numeros de ligacdes
eletrostaticas entre os grupos amino da quitosana e os grupos carboxil da xantana,
uma vez que 0OS grupos pertencentes ao polimero xantana estdo em menor
proporgdo nas amostras que continham beta glucanas.

Além disso, Wan (2007) afirma que os biomateriais com aplicacdo como
substitutos dérmicos precisam ser idealmente mais finos que a derme humana, onde
a espessura varia entre 0,5 e 2 mm, dependendo da idade, sexo e regido do corpo.

Ja os filmes DP se apresentaram mais espessos que todos os outros (0,1750
mm * 0,01180), fato este justificado pela sobreposicdo dos dois dispositivos,
mantendo integra a ideia de incremento nos filmes sem perda de materiais durante o
processo de unificacéo.

A andlise da espessura de um biomaterial € de extrema importancia
principalmente quando o seu papel como curativo bioativo € posto em questao, pois
atividades como absorcdo de solucbes aquosas, capacidade de liberacdo e
impregnacao de farmacos e a capacidade de trocas gasosas pelas membranas -
gue sdo qualidades essenciais em um curativo ideal, sdo diretamente influenciaveis
pela espessura do dispositivo (CIANCA 2020).

O teste estatistico hierarquico ou aninhado pode ser utilizado para controle de
gualidade de matérias-primas analisando diversos lotes de diversos fornecedores.
Deste modo, o teste pode analisar diferencas estatisticas entre fornecedores e se ha
variacdes significativas dentro dos lotes de cada fornecedor.

A Tabela 2, aponta um p < 0,05 (p=1,955.10-13), entre os tipos do filme (DE,
EP, DP e A), demonstrando que houveram diferencas significativas de espessura
entre alguns tipos de dispositivos entre si. Para a determinacdo de quais tratamentos
diferenciam entre si, foi realizado um teste post-hoc de Tukey, os resultados obtidos

estdo expressos em grafico de barras (Figura 13).
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Tabela 2 - ANOVA hierarquica, analisando a espessura de 3 lotes dos filmes DE, EP, DP e A,

experimento com 5 repeti¢cdes/lote. Sendo: g.l. graus de liberdade

Fonte al Soma do Quadrado Médio F p
Quadrado (SS) (MS)

Entre tipo de filmes 19 0,1118

Tipo de filme 3 0,1093 0,03645 234,8313  1,955.10°%

Residuo 16 0,002483 0,0001552

Dentro Tipos de fimes 40 0,004083

Lote dentro de tipo de 2 0,0006825 0,0003413 4,288 0,02239

filme

Interagao tipo de 6 0,0008542 0,0001424 1,7888 0,1329

filme*lote

Residuo 32 0,002547 0,00007958

Total 59 0,1159 0,001965

Fonte: A Autora (2023)

Figura 21 - Teste post-hoc de Tukey, os resultados obtidos estdo representados em grafico de barras,

letras diferentes = significativo a 0,001
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Legenda: DP- Dermoepidérmicos, EP- Epidérmicos, DE — Dérmicos.

No grafico foi possivel identificar que os filmes EP e A sdo equivalentes, ndo

possuindo diferenca estatistica significativa. Por outro lado, os filmes DP diferiam

significativamente dos demais sendo mais espessos, adicionalmente o dispositivo

DE.
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Figura 22 - Médias de lotes (=Filmes) analisados por espessura (mm)

0.20
v
0.15
&
I
o N
005 W
0.00
DE A EF DF
-#— Filme 1 -#— Filme 2 Filme 3

Fonte: A Autora (2023)

Para confirmar esta constatacao visual foi elaborado um novo teste post Hoc
de Tukey, desta vez para analisar as diferencas entre lotes dentro dos tipos de
dispositivos, estes dados foram dispostos em quadro seguinte (Figura 21). A analise
post Hoc, indica que as diferencas dos filmes DE dos lotes 1 e 2 foram
significativamente diferentes (0,01700) o mesmo ocorreu para os lotes 1 e 2 dos
filmes DP (0,01700).

Figura 23 - Quadro de comparacédo de médias por lote dentro de tipo de filme, todos os valores de
medida estdo em mm. Os valores acima do A calculado (0,013923) sédo em destague em
vermelho.

A= 0,013923

Média DE lote 2 3 1 Média DP lote 2 3 1

0,072 2 0,184 2

0.063 3 0.00900 0,174 3| 0,01000

! 2 0,167 1| 0,01700, 0,00700

0,055 1| 0,01700| 0,00800
Média EP lote 2 1 3 Média A lote 1 3 2

0,091 2 0,086 1

0,088 1 0,00300 0,086 3| 0,00000

0,088 3| 0,00300( 0,00000 0,082 2| 0,00400] 0,00400

Fonte: A Autora (2023)
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5.6 TEOR DE UMIDADE

Os filmes alcancaram estabilidade de massa seca em tempos diferentes
durante o teste (Figura 22). O processo de secagem total dos filmes DE se deu de
forma rapida, atingindo peso constante 7h ap6s o inicio do processo, com cerca de
20% de evaporacdo de agua do total da massa. O ensaio para esses filmes foi
interrompido por alteracdo na consisténcia dos filmes que se apresentavam secos e
guebradicos, que levava a perda de material por dificuldade de recolhimento da
amostra.

Os filmes DP e EP apresentaram-se integros até finalizacdo do processo,
ambos atingindo massa constante apés 14h de secagem, porém os EP
apresentaram maiores propriedades de perda de umidade em relacdo a todos os
tratamentos, atingindo 50% de evaporacao, enquanto os DP chegaram a 30%, fato
esse que pode ser justificado pela composicao deste filme que possui betaglucana,
gue por sua vez possui menor teor de agua inicial. Os resultados também indicam
gue filmes EP retém mais agua apos o processo de fabricacdo, o que pode em tese,

viabilizar o desenvolvimento de microrganismos em sua superficie
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Figura 24 - Secagem de filmes DE, EP e EP a 105°C
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Fonte: A Autora (2023)

A analise de ANOVA levou em conta apenas os teores finais de umidade
independente dos tempos necessarios. O valor de p < 0,001 indicou que existem
diferencas significativas entre os tratamentos DE, EP e DP. Para verificar quais as
diferencas significativas entre os filmes foram elaborado um teste post Hoc
representado em graficos de barras (Figura 23).

No teste foi possivel observar que os trés dispositivos se diferenciaram entre
si de forma significante, por ordem de teor de umidade apds sua confeccédo EP > DP
> DE.
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Figura 25 - Absorgdo de agua dos dispositivos DE, EP e DP

0,1800

0,1600
—DE
0,1400
—FEP
0,1200

0,1000 — P

Peso (g)

0,0800
0,0600
0,0400
0,0200

0,0000
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Tempo (s)

Fonte: A Autora (2023)

Dados de ONOFRE (2014) corroboram neste sentido, pois a autora relata que
em seus ensaios de intumescimento de filmes de beta glucana, estes desintegraram
nos primeiros minutos do teste, ndo sendo possivel estimar a razdo de
intumescimento.

Cianca (2020) relata em seu experimento que a adicdo crescente da beta
glucana interfere de maneira significativa nos resultados, pois séo filmes mais finos,
menos absorventes em relacdo a agua e a solucéo salina, porém, segundo o autor,
esse fato ndo impossibilita 0 uso da beta glucana como curativo dermoepidérmico, ja
gue demonstrou adequada capacidade de drenagem e Otima absorcdo de fluido
corpéreo simulado, além de caracteristicas de baixa espessura e excelente
alongamento quando umidas. Nao obstante, ressalta-se que as beta-glucanas séo
polimeros muito diversos no que tange suas propriedades fiisco-quimicas e
biologicas, podendo variar sua resposta de acordo com lote, grau de ramificacéo,
tamanho de cadeia entre outros.

Constatou-se, em relacdo ao grau de intumescimento, curvas semelhantes
aquelas observadas na absorcdo de agua, entretanto, se em termos de valores
absolutos de absorcdo de agua, os dispositivos DE e DP tinham desempenho
semelhantes (Figura 24), em termos relativos (taxa de intumescimento) os

dispositivos DP e EP passam a se assemelhar (Figura 25).
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Figura 26 - Grau de intumescimento dos fimes DE, EP e DP
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Fonte: A Autora (2023)

Em relacdo a menor absorcdo dos filmes EP, Jillani e colaboradores (2022)
identificaram uma correlagdo inversa entre o grau de intumescimento e a
concentracdo de agarose. Em seu estudo, quanto mais a porcentagem de agarose
no filme se elevava, a absorcédo de agua se tornava mais limitada. Tal resultado se
justifica pela formacéo de uma matriz de filme mais compacta, de forma que o indice
de expanséo diminuiu de 340% para 90%.

Apesar da precoce desintegracdo dos filmes, os DE apresentaram-se mais
intumescidos, com pico de intumescimento aos 180 s, ultrapassando 1200 % de seu
peso inicial, podendo assim ser classificado como polimero super-absorvente
segundos os critérios de Santos (2016)

Os filmes EP e DP apresentaram comportamento semelhante, com ascenséao
gradual e continua até atingir peso constante, préximo aos 400s. Em relacdo aos
dois tratamentos, a razdo de intumescimento variou entre 100 a 350% (EP e DP,
respectivamente). Em relacdo aos filmes DP, a caracteristica de maior absorcéo e
taxa de intumescimento pode ser explicada pelo fato do mesmo conter beta
glucanas na composicao na face dérmica.

Observou-se ainda a manutencdo da integridade dos filmes EP e DP, que

pode ser observada pelos filmes de agarose servirem como estabilizadores e
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aderentes da beta glucana, mantendo as interagbes entre cadeia mais firmes

durante toda presenca de agua.

5.7 ESPECTROSCOPIA UV VIS

Ensaios preliminares com espectroscopia UV-Vis empregada em dispositivos
contendo ou ndo NPsAg indicaram que os filmes que continham somente agarose,
beta-glucana ou a combinacao delas (A+ DE), ndo possuiam absorbancia na faixa
préxima a 400 nm (Figura 24). Nesta faixa pode-se constatar a presenca destas
nanoparticulas utilizando-se esta técnica (Figura 12). Observou-se ainda, que 0s
filmes EP e DP apresentaram maximos referentes a presenca das NPsAg (Figura

24) mas com maximos diferentes (410 e 424 nm respectivamente).

Figura 27 - Perfil UV Vis dos filmes A, EP, DP, DE e A+DE

2,5

=Y
(5]

—A
—EP
DP

—DE
—A +DE

190 240 200 340 300 410%% 440 490 540

Absorbancia

o
(2}

Comprimento de onda (nm)

Fonte: A Autora (2023)

A inspecdo organoléptica visual dos filmes EPs contendo NpsAg apontava
gue a distribuicdo das nanoparticulas se mostrava uniforme ao longo do filme
produzido. Tal inspecdo foi de carater qualitativo, buscou-se neste trabalho,

desenvolver uma ferramenta de qualificacdo quantitativa dos filmes produzidos.
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Para tanto, utilizou-se como parametro a absorbancia por espectroscopia
UVVis na faixa de 410 nm de filmes EP e DP, tal maximo é tipico das NPsAg e
possui correlagéo direta com a quantidade de NPsAg.

De acordo com os resultados obtidos no UV Vis a média dos valores de
absorbancia em 410 nm do filme EP foi de 0,740 + 0,061 sendo realizas 36 leituras
com valor madximo de 0,901 e minimo de 0,623, j& para os filmes DP apresentaram
média de 0,667 + 0,173 de absorbancia, tendo sido observadas 34 amostras com
valor maximo de 0,922 e minimo de 0,169.

Segundo Rocha (2019) o histograma é uma das ferramentas mais frequentes
para a andlise controle de qualidade de processos, através destes € possivel inferir
problemas na linha de producéo e propor solucdes e controles para eles. A partir dos
dados descritos no paragrafo anterior foi possivel elaborar dois histogramas de cinco

classes, um referente ao dispositivo EP (Figura 18A) e outro para DP (Figura 18B).

Figura 28 - Histograma gerados a partir dos dados de absorbéancia dos dispositivos EP e DP
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Fonte: A Autora (2023)

Rocha (2019) afirma que os histogramas de um processo de producédo devem
ser simétricos no formato de “sino” com o valor médio desejado localizado em seu
centro, desta forma o processo produtivo estaria sob controle. O mesmo autor
discute diversas apresentacfes graficas atipicas de histogramas e quais seriam as
possiveis causas para esta apresentacao.

Dentro da perspectiva de Rocha (2019) os filmes obtidos de DP e EP
apresentaram histogramas atipicos. No caso dos filmes EP a atipicidade presente
seria do tipo truncada, Rocha (2019) atribui o truncamento (a esquerda ou a direita)

a presencga de fatores nao estatisticos que “truncam” a distribuicdo normal. Por outro
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lado, Leite (2012), considera que histogramas do tipo truncados podem ser
agregados ao de distribuicdo normal e serem classificados como processos
padronizados, estaveis, em que a caracteristica de qualidade € continua e néo
apresenta nenhuma restricao teorica.

Os dispositivos DP foram analisados, e estariam representando histogramas
assimeétricos, onde o valor médio esté localizado fora do centro, e a frequéncia
diminui gradativamente de um dos lados e de forma abrupta do outro (Rocha, 2019).
Ocorre quando a variavel possui apenas um limite de especificacdo, segundo Leite
(2012), histogramas assimétricos no controle de qualidade podem indicar a presenca
de um desvio em relagéo a distribuicado normal dos dados, o que pode ser um sinal
de problemas com o processo de producédo ou de medicao.

De acordo com Montgomery (2013), para identificar e corrigir os problemas de
gualidade associados a um histograma assimétrico, € necessario investigar as
possiveis causas raiz do desvio em relagdo a distribuicdo normal dos dados. Isso
pode envolver a realizacdo de andlises estatisticas mais avangadas, como a analise
de regressao ou a andlise de correlacdo, bem como a inspecdo do processo de
producéo e dos equipamentos de medicao.

Adicionalmente aos histogramas, os dados dos filmes EP e DP foram
organizados em mapas de calor (Figuras 28 e 29 respectivamente), sendo assim
possivel visualizar a heterogeneidade na distribuicdo de NPsAg nos filmes ao longo

das placas.
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Figura 29 - Mapas de calor obtido a partir de leituras de absorbancia 410 nm de dispositivos EP,
cada filme circular é representado por um conjunto continuo, as cores mais escuras sao

absorbéancias maiores e claras as menores
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Fonte: A Autora (2023)

Os mapas de calor elaborados foram do tipo espacial, ndo havendo nenhum
reordenamento da posicdo dos elementos quantitativos. Ainda que do ponto
organoléptico (visual) os filmes se apresentaram homogéneos, observou-se que nos
dispositivos EP e DP houve distribuicdo desigual nos filmes e entre filmes.

Os dispositivos EP aparentemente apresentam distribuicdo heterogénea entre
placas, o que pode indicar problemas de sedimentacdo ou homogeneizacdo no
momento de acréscimo das NPsAg na solucéo filmogénica (Figura 28).

Nos dispositivos EP por exemplo, o Filme 1 teve em média maior absorbancia
e consequentemente maior quantidade de nanoparticulas que o Filme 3. O Filme 2
aparentemente apresentou quantidades intermediarias.

Apesar do conteudo por placa aparentemente ser diferente a distribuicdo das
NPsAg aparentemente foi uniforme, podendo ser inferido tanta pela visualiza¢do do
mapa de calor, como pelos valores de desvio-padrao relativamente uniforme entre
placas. Os mapas de calor sdo relatérios, com indicacdes em cores que podem ser
usados para facilitar a visualizacdo de determinado conjunto de dados e que auxilia

na interpretacao deles.
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Figura 30 - Mapas de calor obtido a partir de leituras de absorbancia 410 nm de dispositivos DP,
cada filme circular é representado por um conjunto continuo, as cores mais escuras sao
absorbancias maiores e claras as menores. ND significa ndo mensuradas

Dispositivos
DP
FILME 1 FILME 2 FILME 3

o
o -
B - -

0,884 | 0,766

0,689

oyss m
0,552 | 0,732 | 0,696 m

desvio 0,19962 desvio 0,11507 desvio 0,05762
média 0,5735 média 0,8152 média 0,63775
mediana 0,6455 mediana 0,8385 mediana 0,6495

Fonte: A Autora (2023)

Os mapas de calor observados para os dispositivos DP (Figura 29) indicam
uma maior heterogeneidade de valores de absorbancia, que pode indicar tanto uma
ma distribuicdo como um artefato de técnica, visto que no estudo de espessura
foram detectadas maiores variacfes nas espessuras dos filmes com beta glucana.
Além deste ponto, o fato de o filme DP ser duplo, este pode superestimar a
absorbancia pela alteracéo da linha de base, como pode ser observado no controle
A+DE (Figura 26).

Observou-se ainda que, os dispositivos DP dos filmes 1 e 2 se mostraram
mais desuniformes (desvio padr6es maiores) e ha maiores variacfes de cores para o
Filme 1, por outro lado o Filme 3 foi mais uniforme (desvio padrdo menor)
apresentando cores mais uniformes.

Estes dados s&o indicativos que novas ferramentas de amostragem e novos
desenhos experimentais devem ser desenvolvidos para gerenciar melhor a
uniformidade de filmes produzidos. Paralelamente novas formas de producdo devem
ser desenvolvidas, como em trabalho realizado por Kishida et al., (1998), onde foi
constatado que a forma de secagem e armazenagem do filme pode interferir na

distribuicdo dos principios ativos no filme.
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5.8 FTIR

A andlise vibracional no infravermelho com transformada de Fourier, € uma
ferramenta poderosa pois gera rapidamente uma grande quantidade de dados que
podem caracterizar fenbmenos relevantes com vibragdes moleculares especificas e
mais recentemente determinar agrupamentos de interesses, neste trabalho foi
realizado um esfor¢o adicional para a caracterizacdo de grupos a partir de dados de
FTIR associados a estatistica descritiva e analise de componentes principais PCA.

5.9 ANALISE DOS ESPECTROS FTIR DOS DISPOSITIVOS

A anadlise dos espectros de infravermelho dos dispositivos (Figura 30) ficou
identica aos que foram observados para a matéria-prima beta-glucana,
resumidamente: apresentou uma banda larga e arredondada entre 3500 e 3000 cm-
1 para todos os filmes, indicativo de grupos hidroxila com pontes de hidrogénio,
caracteristica comum em associacdes poliméricas de carboidratos.

As bandas de frequéncia entre 3000 e 2800 cm-1 sdo correspondentes a
ligacbes C-H comuns em grupos metilados. Bandas entre 1740 e 1720 cm -1 é
caracteristico de aldeido (C=0) (PAVIA el al, 2012). Espectros proximos a 1450 cm -
1 caracteriza deformacéo angular de ligagcbes CO (BOTELHO, 2014).

A regido de impressao digital para carboidratos esta na regidao entre 1200-900
cm-1, que se associam aos anéis (ciclicos) e grupos laterais (C-O-C, COH e C-H). O
estiramento a 1100 cm-1 é caracteristico a todos os carboidratos (PICASSO, 2017).
Os filmes DE e DP face dérmica apresentaram bandas entre 950-750 cm-1,

correspondentes a vibracfes esqueléticas da glicose, caracteristico das glucanas.
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Figura 31 - Figura 30 Perfis FTIR médio dos filmes A, EP, DE, DP-FE e DP-FD.
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Fonte: A Autora (2023)

5.10 ANALISES COMPUTACIONAIS

Os ensaios computacionais utilizando analise multivariada, seguiu o roteiro
proposto por Corina (2022) que consiste em analisar inicialmente por estatistica
descritiva 1798 agrupamentos de dados. Cada agrupamento consiste em um
numero de onda especifico gerado pelo FTIR/ATR.

Neste experimento, estes agrupamentos sao formados pelas amostras dos
dispositivos EP, DE, A, DP FD e DP FE, cada dispositivo foi avaliado em trés filmes
diferentes e para cada filme foram tomadas trés repeticdes, totalizando assim nove
medidas por tipo de dispositivo. A partir destes dados foram calculados os desvios
padrdes e as médias de todos 0os agrupamentos gerados, em seguida estes dados

foram plotados em um grafico (Figura 20).
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Figura 32 - Média e Variancias gerais englobando todos os filmes analisados por FTIR. Em verde
areas excluidas da analise
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Fonte: A Autora (2023)

Observa-se que os valores de média e desvio-padrao varia ao longo do
numero de ondas (eixo x). A partir de simula¢gdes e observagdes empiricas, Corina
(2022) determinou que regides com valores de desvio-padrdao maiores que dez,
prejudicavam a andlise de PCA, seguindo esta regra empirica foram excluidos

durante o processo de filtragem as regides 974 a 1008 e 1064 a 1071.

5.11 PRE-TRATAMENTO DOS DADOS

Apoés a delimitacbes de regides excluidas da analise os dados foram tratados
no software Orange, aplicando-se os seguintes filtros:
e Emprego do filtro Savitzky-Golay
e Remocéao de dados de 974 a 1008
e Remocéao de dados de 1064 a 1071
e Suavizacao Gaussiana

e Correcao de linha de bases nas regifes 974 a 1008 e 1064 a 1071.

Cada aplicacéo de filtro foi documentada (Anexo 1), o aspecto final dos dados
representado em gréfico, lembra linhas convergentes e diferem sensivelmente dos

dados originais (Figura 32)
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Figura 33 - Aspecto final apds pré-tratamentos dos espectros FTIR
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Fonte: A Autora (2023)

5.12 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS — PCA

Segundo Silva (2005) a analise de componentes principais (PCA) pode ser
uma ferramenta quimiomeétrica importante, pois reduz o numero de variaveis
envolvidas no modelamento, de dados analisados. Neste sentido, os componentes
principais possuem um papel importante pois idealmente tem o proposito de reter,
em ordem de estimacdo, o maximo de informacdo, em termos da variacdo total
contida nos dados.

Neste trabalho a PC1 representa 96,90% da variacdo total dos dados no
geral. Os demais componentes principais PC2 (1,70%), PC3 (0,80%), PC4 (0,30%),
PC5 (0,10%), PC6 (0,10%) e PC7 (0,10%) nao ultrapassam individualmente 2 % da
variacdo global (Figura 22). Valores altos de PC1 indicam que a maior parte da
variabilidade nos dados pode ser explicada por uma combinacéo linear de variaveis
gue esta fortemente relacionada a essa componente principal. Isso pode indicar, por
exemplo, a presenca de um fator importante que influencia a composi¢ao quimica de

uma amostra.

5.13 ANALISE HIERARQUICA DE CLUSTER — HCA

Segundo Santos (2005), a analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) é

uma técnica aglomerativa ndo supervisionada que examina as distancias
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interpontuais entre todas as amostras do conjunto de dados e representa essa
informacéo na forma de um gréafico bidimensional chamado dendograma.

Essas representacdes agrupam amostras semelhantes e separa amostras
mais dissimilares, neste trabalho observa-se trés grandes grupos (Figura 33), o
primeiro grupo consiste na juncédo dos dispositivos A e EP que sdo baseados em
agarose e que se diferenciam essencialmente pela presengca de NPsAg. Um
segundo grupo é formado pelos dispositivos DE e DP FD, a principal caracteristica
deste grupo € a presenca da beta glucana nas faces analisadas, e o terceiro grupo é
formado basicamente pelos dispositivos DP FE onde a face analisada do filme de

dupla camada € a face da agarose com NPsAg.

Figura 34 - HCA gerado a partir dos dados pré-tratados
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Fonte: A Autora (2023)

Foi possivel identificar por meio do grafico de disperséo, certa predisposicéo a
formacdo de agrupamentos entre classes similares, indicados por cores, que
correspondem a amostras do mesmo tratamento, sendo A (azul), EP (amarelo), DE
(vermelho), DP FD (verde) e DP FE (laranja).

Ademais a analise pelo grafico de disperséo, indica que, assim como ocorreu

na andlise por HCA, os agrupamentos dos dispositivos A e EP ndo séo distinguiveis,
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esta constatacdo deve estar relacionada as limitagdes do FTIR/ATR em analisar
ligacbes metdlicas presentes nas NPsAg e que fundamentalmente distingui os
grupos A e EP.

Anadlise de dispersdo utilizando o Scatter Plot revela ainda que se pode
observar 3 grupos distintos DE, DP-FD e FP-FE, possibilitando assim a separacéo
de agrupamentos por face analisada de um Unico dispositivo de dupla camada.
Entretanto as delimitacdes das bordas nos gréaficos entre os dispositivos parecem
difusas, podendo acarretar eventuais erros de classificagao.

5.14 FERRAMENTA FREEVIZ

A ferramenta Scatter Plot possibilita somente a analise de dois componentes
principais por vez, o que limita a ferramenta ja que outros PCs poderiam contribuir
de alguma forma na delimitacdo dos agrupamentos e das bordas.

Por conta dessas limitagGes foram realizadas também simulacdes no FreeViz
ferramenta que possibilita a insercdo de novos eixos de componentes principais na
mesma representacdo grafica e adicionalmente possui duas funcionalidades. A
primeira otimiza os eixos selecionados (Figura 34) e a segunda permite a

movimentacao (angulacéo) e dimensionalidade deles (Figura 35).

Figura 35 - Grafico do FreeViz considerando 4 PCs e utilizando a ferramenta para
otimizac&o de dados
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Observa-se que a utilizacdo de Ferramenta FreeVis possibilitou a formacéo
dos mesmos agrupamentos observados no Scatter Plot, entretanto aparentemente
as amostras dos dispositivos DP-FE estdo mais agrupadas (Figura 34).

Corina (2022) prop6s a utilizacdo da Ferramenta FreeViz para gerar graficos
utilizando a seguinte regra: A) Utiliza-se 4 PCs dispostos ortogonalmente entre si; B)
Os eixos sao proporcionais aos valores estimados dos PCA. Neste caso, em uma
escala de 0 a 10 cm, teriam graficamente PC1 9,69 cm, PC2 1,7 cm, PC3 0,8 cm e
PC4 0,3 (Figura 35).

Figura 36 - Grafico Free Viz com quatro PCs gerados a partir da regra empica proposta por

Corina (2022)
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Fonte: A Autora (2023)

Esta disposicdo possibilitou visualizar além dos grupos, uma distribuicao
linear dos dispositivos que curiosamente foram dispostos de acordo com a
contribuicdo da matéria prima utilizada. A esquerda ficou os dispositivos baseados
em agarose (EP, A), a direita dispositivos baseados em beta glucana (DE), a centro-
esquerda dispositivos dupla camada que foram analisados em sua face de agarose
(DP-FE) e a centro-direita, dispositivos de dupla camada que foram analisados em
sua face de beta glucana (DP-FD).

Adicionalmente foram realizadas simulacées com os componentes principais
PC2, PC3, PC4, PC5, PC6 e PC7 no Free Viz utilizando o recurso de otimizacéo.
Observou-se que a medida que sao inseridas as PCs, em uma certa medida houve

melhor definicdo das bordas dos grupos, e adensamento das repeticdes no grafico.
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Figura 37 - Efeitos da adicdo de componentes principais nos graficos otimizados gerados pelo

programa FreeViz
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Fonte: A Autora (2023)
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6 CONCLUSOES

Dispositivos dupla-camada mimetizando a pele humana foram viabilizados
utilizando uma combinacdo de polimeros bioinertes, polimeros bioativos e ativos
antimicrobianos. Este dispositivo combina as caracteristicas dos polimeros como
resisténcia a agua e capacidade de retencao de liquidos.

Paralelamente desenvolveu-se também novas técnicas de avaliacdo de filmes
poliméricos combinando-se técnicas de espectroscopia, ferramentas de controle de

gualidade e analise multivariada.
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