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INTRODUCAO:

A pandemia causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2) atingiu repentinamente pessoas no
mundo todo, provocando fortes impactos nos sistemas de saude, na economia e até mesmo nos habitos
cotidianos, levando pesquisadores do mundo todo a encontrar diferentes formas para impedir a
contaminacgdo e proteger o maior numero de pessoas. Com o intuito de evitar o uso de compostos
potencialmente toxicos ao meio ambiente e aos seres humanos, foram realizados muitos esforgos a fim
de encontrar biopolimeros que possuem caracteristicas antimicrobianas e que podem ter diversas
aplicacdes na area farmacéutica, cosmética e biomédica.

Neste contexto, polissacarideos atdxicos como a k-carragenina e o agar sdo amplamente conhecidos
pelas suas propriedades gelificantes e de formacao de filmes. Sendo assim, é possivel intercalar o uso
destes biopolimeros para producdo de um revestimento em equipamentos de protecdo individual, como
as mascaras, através da técnica de layer-by-layer (LbL). A técnica LbL € amplamente aplicada para
formacdo de nanofilmes com multicamadas (HERNANDEZ-MONTELONGO et al., 2020). Esta técnica
se baseia na imersdo de um substrato em solucbes poliméricas com cargas opostas, a fim de criar
multicamadas por meio da interacéo eletrostatica. A técnica LbL recebe grande destaque em razdo da
ampla variedade de substratos em que pode ser empregada, do controle que oferece da espessura do
filme formado, além de utilizar a propria interacao eletrostatica das moléculas na formacgéo dos filmes, o
gue faz com que o investimento em energia para 0 processo seja muito menor do que das outras técnicas
(LIPTON et al., 2020).

Neste trabalho foi desenvolvido um recobrimento polimérico no tecido de algodao, visando mimetizar
as superficies de mascaras, utilizando os polissacarideos k-carragenina e agar. A principal motivagédo
do projeto é a formag&o de uma superficie bioativa em méascaras de prote¢éo utilizando polissacarideos
atoxicos e a técnica layer-by-layer, a fim de inativar o SARS-CoV-2 e substituir o0 uso de componentes
toxicos.

METODOLOGIA:

Inicialmente, realizou-se uma etapa de funcionalizagdo do &gar para que 0 mesmo apresentasse
carga positiva e pudesse ser depositado junto a k-carragenina comercial, que intrinsicamente possui
carga negativa devido a presenca dos grupos OSOs". A funcionalizagdo do agar foi feita com o reagente
cationizante cloreto de glicidiltrimetilaménio em solucéo alcalina.

Em seguida, foi necessario preparar todas as solu¢gfes a serem utilizadas (NaOH e HCI 1 mol/L e de
NaCl 0,1 mol/L). Também se preparou uma solucdo de PEI (polietilenoimina) 1 g/L, utilizando-se a
solucéo de NaCl como solvente, e seu pH foi ajustado para 4. Neste pH, o PEI encontra-se protonado e
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a adesao dos biopolimeros é facilitada. Além disso, também vale ressaltar que o PEI tem como fungéo
homogeneizar a distribuicdo de cargas elétricas no substrato (HERNANDEZ-MONTELONGO et al.,
2020). Por fim, foram preparadas as solugées polieletroliticas de 0,1% m/V utilizando-se os biopolimeros
e agua Milli-Q.

Para o preparo do substrato foram utilizados tecidos 100% algodao, cortados em tiras de 2,5 x 15 cm.
Para higienizacéo, uma etapa de lavagem de 16 minutos em banho ultrassdénico com agua Milli-Q foi
realizada, seguida de trés enxagues de 5 minutos com agua Milli-Q. Os tecidos foram deixados para
secagem por 12 h utilizando temperatura ambiente antes da aplicacdo da técnica LbL. Além disso,
também foi necessario o uso de laminas de vidro, nas quais os tecidos foram fixados. As laminas também
passaram por trés lavagens, cada uma com 16 minutos em banho ultrassénico com solucdes de
detergente (3% V/V), NaOH (1 mol/L) e agua Milli-Q. As laminas também foram deixadas para secar por
12 h em temperatura ambiente.

Apos todas as etapas de preparo, partiu-se para aplicacdo da técnica. Primeiramente, os tecidos
secos passaram por uma etapa de oxidacado com plasma de oxigénio (100 mTorr) por 15 minutos, a fim
de aumentar a presenca de cargas positivas no substrato e facilitar a adesao do filme. Em seguida, os
tecidos foram fixados nas laminas de vidro e imersos na solucéo de PEI por 15 minutos. Para aplicacéao
da técnica LbL foi utilizado o equipamento LbL Nanostructure Pro. A Figura 1 representa o ciclo de
imersao nas solucdes polieletroliticas, seguida das lavagens, sendo que a solu¢ao anidnica corresponde
a k-carragenina e a solucgéo catidnica corresponde ao agar funcionalizado. O procedimento foi repetido
dez vezes, sendo que o tempo de imersdo em cada solucdo polimérica foi de 10 minutos. Apos
concluido, os tecidos foram deixados para secar em temperatura ambiente.

Solucéo
Anidnica
)
Agua Agua
Deionizada Deionizada
1 min 2min
Agua Agua
Deionizada Deionizada
1 min 1 min
Agua Agua
Deionizada solugio Deionizada

2min EeEEE 1 min

(+)

Figura 1: Esquema da aplicagéo da técnica layer-by-layer no recobrimento.

As andlises de caracterizagdo FTIR e MEV foram realizadas no Laboratério de Caracterizagédo de
Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC) da FEQ/Unicamp. Para a espectroscopia FTIR,
os tecidos recobertos foram analisados pelo método de ATR na faixa 4000-675 cm™ no equipamento
Nicolet 6700 (Thermo Scientific, EUA). J& na andlise de MEV, as amostras foram revestidas com uma
fina camada de ouro (200 A°) para obtencédo das imagens no equipamento Sputter Coater (EMITECH,
UK).

Para que a atividade antimicrobiana do tecido fosse ampliada para um maior espectro de patdégenos,
os tecidos recobertos foram imersos em uma solucdo de AgNOs (0,01 M) durante 10 minutos e deixadas
para secagem a temperatura ambiente. Esta etapa foi realizada previamente aos ensaios biolégicos com
0 coronavirus.
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Os ensaios de atividade virucida foram realizados em Laboratério de Biosseguranca Nivel 2,
utilizando-se o virus Coronavirus MHV-3 do Laboratorio de Virologia, Instituto de Biologia da Unicamp,
GenBank (MW620427). Células da linhagem L929 foram cultivadas com concentragéo inicial de 1,5x10°
células/mL em Meio Essencial Minimo de Dulbecco (DMEM) Gibco® livre de antibiéticos e suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Apds, realizou-se a titulacdo do virus com diluigbes sequenciais, em
quadruplicata. A seguir, adicionou-se as células com concentracéo de 2 x 10° células/orificio. Passadas
48 horas de incubagdo a 37 °C, analisou-se a citotoxicidade nas células e a atividade antiviral atraves
de microscopio 6ptico invertido, em comparacao com a amostra de controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para analise dos filmes obtidos, os tecidos foram enviados ao Laboratério de Caracterizacao de
Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibracao (LRAC), onde foram feitas as analises de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e FTIR, e para o Instituto de Biologia (IB), onde foram feitos testes para
avaliar a atividade virucida do tecido revestido.

Os espectros obtidos pelo FTIR estdo ilustrados na Figura 2. A presenca de um pico em torno de
3300 cm™ esta relacionada aos grupos hidroxila, presentes nos dois polissacarideos utilizados. Também
se observa um pico em aproximadamente 2800-2900 cm, que é atribuido as ligagcdes C-H (FAHMY et
al, 2021). Além disso, foi observado um pico em aproximadamente 1400 cm™, relacionado a ligacdo C-
N, que aparece devido a cationizacéo do agar. Outro pico observado é em torno de 1200 cm™, referente
aos grupos éster sulfato, presentes na carragenina (SANTINON et al, 2023). Por fim, os ultimos picos
observados foram em torno de 1010 cm™, que se refere a ligacdo C-O-C, contida em éteres ciclicos, e
em torno de 1600 cm™, relacionado a flexdo e ao alongamento da ligacdo -OH (DUMAN et al, 2020). Os
picos evidentes em torno de 2350 cm™ foram desconsiderados, pois referem-se a variagcdo de CO- do
ambiente.

Transmittance (%)

| Agar cationizado + carragenina |

400 300 3000 2500 2000 1800 1000 500

Wavelenght (cm™)

Figura 2: Espectro de FTIR dos tecidos recobertos com agar cationizado/carragenina e carragenina
cationizada/alginato de sédio.

As imagens obtidas a partir do MEV estéo ilustradas pela Figura 3. Sabe-se que as fibras do tecido
de algoddo sem tratamento algum se apresentam de forma lisa, cilindrica e achatada (GIACOMINI,
2019). A partir da Figura 3, observa-se que existem reticula¢cdes nas fibras do tecido, indicando a
deposicdo dos biopolimeros. Além disso, pode-se notar que a deposi¢do ndo foi uniforme, havendo
regibes em que a aderéncia foi maior. Tal situagcdo se deve ao fato de que as fibras de algodao
configuram um substrato nao regular (MATSUSHITA, 2014).
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Figura 3: Microscopias do tecido de algodao recobertos por nanocamadas de agar cationizado e
carragenina.

A atividade virucida da amostra desenvolvida esta apresentada na Tabela 1. De acordo com o
resultado, é possivel confirmar que o revestimento polimérico com ions prata na camada superior (Ag*),
foi capaz de inativar 99,99% do patdgeno testado em relacdo a amostra de controle. O resultado esta
de acordo com outros trabalhos da literatura que aplicam nanoparticulas metalicas para a inativacédo do
virus causador da COVID-19. Como a concentracdo de prata é relativamente baixa, o tecido revestido
nao apresentou toxicidade frente as células testadas.

Amostra Tempo de Acéo Dose Maxima Néo Inativacgao Viral (%)
Toxica
Tecido de algodéo 5 minutos Né&o téxico 99,99%
revestido

Tabela 1: Atividade virucida da amostra contra o coronavirus (MHV-3).

CONCLUSOES:

Diante do exposto no presente trabalho, concluiu-se que a deposicdo dos filmes e a atividade virucida
foram obtidas de forma satisfatoria. A partir das andlises de caracterizacéo, observou-se a presenca dos
principais grupos funcionais dos biopolimeros utilizados e as imagens espectroscopicas confirmam que
as camadas de agar funcionalizado e k-carragenina foram depositadas no substrato. Através da analise
da atividade virucida, concluiu-se gque o material desenvolvido € bastante promissor, com alta inativacéo
viral e atéxico, o que viabiliza sua aplicacdo em revestimentos de mascaras de tecido futuramente.
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