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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) é um nanomaterial que pode ser obtido a partir de
bactérias do género Gluconacetobacter. O material é formado por uma rede de fios
nanometricos que Ihe confere enorme area superficial, surpreendente capacidade de
absorcdo e retencdo de agua, boa elasticidade e facil moldabilidade. O material
também é biodegradavel, biocompativel, atoxico e ndo alergénico. A CB pode ser
sintetizada a partir de uma variedade de fontes de carbono, através de bactérias que
sao capazes de converter glicose a celulose como parte de seu metabolismo. Assim,
a glicose atua ndo somente como fonte de energia para 0 microrganismo, mas
também como precursora da biossintese de CB. A CB produzida na superficie do meio
de cultura pela bactéria Gluconacetobacter xylinus foi utilizada para a producdo in situ
de nanocompdédsitos com propriedades quimicas e fisicas modificadas devido a
presenca de laponita (LPN) que possui composi¢cdo bem definida e livre de impurezas
insoluveis, como particulas de silica e 6xidos de ferro. As dimensfes nanométricas
dessas argilas, aliadas ao seu formato circular e capacidade de produzir materiais
transparentes, como filmes e dispersdes, auxiliam na obtencdo de nanocompdsitos
de alta homogeneidade. Neste trabalho foi realizada a preparacéo e caracterizacao
de nanocompositos de CB, por meio da incorporacdo ‘“in situ” de LPN. Os filmes
CB/LPN foram caracterizados morfologicamente, por microscopia eletronica de
varredura com EDS e microscopia de forca atbmica. Estruturalmente, por difracéo de
raios X, analise termogravimétrica acoplado a espectrbmetro de massas,
espectroscopia de infravermelho e espectroscopia raman. Foram realizados ensaios
de citotoxicidade frente a queratindcitos, inibicdo do crescimento bacteriano para P.
aeruginosas e S. Aureus e dissolugcéo in vitro de cafeina. O ensaio de inibicéo
bacteriana ndo apresentou a morte das bactérias. Os nanocompdésitos produzidos
apresentaram uma maior estabilidade térmica e elevada viabilidade celular frente aos
queratinécitos. No estudo preliminar de dissolucdo realizado, os nanocompdsitos
secos apresentaram perfil de liberacdo semelhante a CB pura seca. Foi observado
uma alteracéo do perfil de liberagdo da CB pura Umida.

Palavras-chave: nanocompaositos, celulose bacteriana, laponita,

desenvolvimento ‘in situ”, biocurativo topico.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (CB) is a nanomaterial that can be obtained from bacteria of
the genus Gluconacetobacter. The material is formed by a network of nanometric wires
that gives it enormous surface area, surprising capacity of water absorption and
retention, good elasticity and easy moldability. The material is also biodegradable,
biocompatible, non-toxic and non-allergenic. CB can be synthesized from a variety of
carbon sources, through bacteria that are able to convert glucose to cellulose as part
of their metabolism. Thus, glucose acts not only as a source of energy for the
microorganism, but also as a precursor of CB biosynthesis. The CB produced on the
surface of the culture medium trough the bacterium Gluconacetobacter xylinus was
used for the in situ production of nanocomposites with chemical and physical properties
modified due to the presence of laponite (LPN) that has a well defined composition and
free of insoluble impurities, as particles of silica and iron oxides. The nanometric
dimensions of these clays, combined with their circular shape and the ability to produce
transparent materials, such as films and dispersions, help to obtain nanocomposites
of high homogeneity. In this work the preparation and characterization of CB
nanocomposites was carried out by the in situ incorporation of LPN. The CB/LPN films
were characterized morphologically by scanning electron microscopy with EDS and
atomic force microscopy. Structurally, by X-ray diffraction, thermogravimetric analysis
coupled to mass spectrometer, infrared spectroscopy and raman spectroscopy.
Cytotoxicity tests against keratinocytes, inhibition of bacterial growth for P. aeruginosa
and S. aureus and in vitro dissolution of caffeine were performed. The bacterial
inhibition assay did not show bacterial killing. The nanocomposites produced showed
a higher thermal stability, high cell viability against keratinocytes. In the pre-dissolution
study performed, the dry nanocomposites presented a similar profile of dry pure CB. A

change in the release profile of pure wet CB was observed.

Keywords: nanocomposites, bacterial cellulose, laponite, in situ development,

topical bio curative
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1 Introducéo

1.1 Leséao cutanea

No decorrer da vida, a pele sofre inmeras injarias que podem ser classificadas
como traumaticas (escoria¢des, perfuragdes, cortes, queimaduras), cirdrgicas (incisdées
realizadas por material cortante hospitalar) e patolégicas (diabetes, dislipidemias,
infeccdes).

Cerca de um milhdo de pessoas sofrem queimaduras no Brasil a cada ano
segundo dados do Ministério da Saude.!

Quando uma dessas feridas demoram, ou ndo se cicatrizam por motivos
intrinsecos, tém-se as feridas crénicas.

As feridas cronicas sdo consideradas um dos principais problemas de saude
publica da atualidade. Estimativas do Ministério da Saude apontam que este problema
afeta a rotina de aproximadamente 5 milhdes de brasileiros todos os anos. Dados
estatisticos do Instituto Nacional do Seguro Social (INSS), indicam que esta doenca,
desenvolvida por diversos motivos, esta entre as dez principais causas de afastamento
do trabalho no Brasil.

O tratamento das feridas cronicas é um desafio para o Sistema Unico de Sautde
(SUS), pois requer a criacdo de politicas publicas com investimentos que assegurem a

incorporacdo de novas tecnologias e produtos para cuidar desse pacientes.?

1.2 Celulose bacteriana

A celulose bacteriana (CB), pode ser produzida por bactérias pertencentes aos
géneros Gluconacetobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter,
Azotobacter, Sarcina e Salmonella. A diferenca significativa entre elas € a capacidade de
massa de celulose produzida em cultura. As bactérias do género Gluconacetobacter sao
as que mais vém chamando a atencdo dos pesquisadores, pois elas sdo capazes de
sintetizar celulose em quantidades comerciais. Este género € composto de bactérias
Gram negativas aerObias estritas. A producdo de celulose pela Gluconacetobacter

xylinus (Acetobacter xylinum ou Komagaeibater xylinum) foi descoberta em 1886 por A.
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J. Brown, o qual observou que o microrganismo produzia celulose na presenca de glicose
e oxigénio.3

A fibra de celulose tipica é formada de cadeias poliméricas longas compostas de
D-glicose, sendo que os monémeros de acgulcar de cada cadeia sdo unidos por ligacdes
B-1,4 glicosidicas. As ligacdes inter e intra-cadeias sao feitas por cadeias adjacentes de
B-1,4-glucano. As dimensdes das fibras variam de 1 a 9 um de comprimento (2 mil a 18
mil residuos de glicose) e de 1 a 25 nm de largura (10 a 250 cadeias).* A estrutura
cristalina e a largura das fibras de CB sintetizadas por espécies de Gluconacetobacter
sdo semelhantes a celulose de muitas plantas e algas. Entretanto, a CB é quimicamente
pura, livre de lignina, hemicelulose e pectinas. Além disso, ela apresenta cadeias de
celulose nanométricas (3 a 8 nm) organizadas em um arranjo estrutural tridimensional, o
qgual gera um sistema altamente cristalino (60- 80%), com excelente forca mecéanica. A
celulose vegetal, por sua vez, ndo apresenta a estrutura tridimensional supracitada.>®
Outras vantagens da CB incluem a sua enorme area superficial conferida pela rede de
fios nanométricos, surpreendente capacidade de absorcdo e retencdo de agua, boa
elasticidade, além de ser biodegradavel, biocompativel, atoxica, ndo alergénica e
facilmente moldavel.” Devido as diversas vantagens da CB, ela é utilizada para
diferentes propositos, como nas industrias alimenticia (fibras dietéticas, “nata de c6co”)
e téxtil; na producéo de dispositivos opto-eletrénicos; na medicina (tubos para cirurgia,
substitutos temporarios da pele, lentes de contato), entre outros.1°

Na literatura j4 é evidenciado o uso da CB para o tratamento de feridas, assim

como ja existem produtos comercias de CB para o tratamento de feridas.611:12.13, 14

1.3 Compdésitos

A combinagdo quimica e estrutural de diferentes materiais levou a producdo de
uma nova classe de materiais denominados de compdésitos. O uso de compadsitos foi
descrito primeiramente no século XX, utilizados inicialmente em aplicacdes elétricas
como dielétricos, devido as suas propriedades eletromagnéticas consideraveis. Ja nas
décadas de 80 e 90, o uso de compdsitos tornou-se muito comum nas industrias em
geral, com destaque no segmento aeronautico e aeroespacial.t®

Os compositos sdo materiais com pelo menos dois componentes (fases), com
propriedades fisicas e quimicas distintas, que juntos formam um novo material com

propriedades adicionais e somente vistas quando existe essa possivel combinacéo. 16
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Os materiais que podem compor um material compoésito podem ser classificados
em dois tipos: matriz e reforco. A matriz € o que ir4 conferir estrutura ao material, como
por exemplo, as matrizes poliméricas. Enquanto o refor¢o é caracterizado como materiais
que irdo reforcar as propriedades mecanicas, eletromagnéticas ou quimicas do material
composito como um todo, tais como as fibras organicas, fibras de carbono, fibras
metalicas, entre outras.!’ Na figura 1, tem-se o exemplo de uma matriz sendo reforcada

e gerando um compasito com propriedades diferentes dos materiais de partida.

Figura 1. Modelo de producdo de um compdsito onde tem-se uma matriz e um reforgco gerando um produto
com propriedades diferentes dos materiais de partida.

[l
A\

Reforgo
Matriz

Nanocompédsito

Fonte: Modificado de Peixoto, 2012.

Diferentes termoplasticos biodegradaveis sollveis em agua, também tém sido
utilizados para a producéo de nanocompdésitos a base de CB, que podem ser utilizados
em uma gama de aplicacdes, entre eles estdo, poli (6xido de etileno)*®, poli (alcool
vinilico) 1% e polimeros naturais como quitosana?® gelatina®! e aloe vera.??

Dessa maneira, pode-se constatar que a producéo de biocompdsitos com diversas
matrizes poliméricas podem originar importantes sistemas de liberacdo de farmacos,
suprindo as barreiras existentes no que se refere a liberacdo de farmaco em diferentes

érgéos e/ou tecidos alvo, além da melhoria da solubilidade e de sua estabilidade.??
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O uso de biocompoésitos pode apresentar uma vantagem quando comparado a
outros sistemas de liberacdo devido a atoxicidade, biocompatibilidade, e caracteristicas
especificas de cada biomaterial, como no caso da CB.'*

1.4 Laponita

A utilizacao de argilas sintéticas como a Laponita (estrutura cristalina monoclinica,
hectorita), possui diversas vantagens sobre as argilas naturais, por possuirem
composicdes bem definidas e livres de impurezas insolUveis, como particulas de silica e
oxidos de ferro. Na figura 2, tem-se um exemplo ilustrando a LPN.

As dimensfes nanométricas dessas argilas (cerca de 25 nm de diametro), aliadas
ao seu formato circular e capacidade de produzir materiais transparentes, como filmes e

dispersdes, auxiliam na obtencédo de nanocompdsitos de alta homogeneidade.?+-28

Figura 2. Esquema detalhado da estrutura lamelar da Laponita.

- €& Folha Tetraédrica
€— Folha Octaédrica

€— Folha Tetraédrica

O=.\'a
ré\—.\lg,l.i *—Si @-oH
=0

I‘Espa(;amento Basal)l

Fonte: Modificado de Perotti, 2013.

1.5 Filmes poliméricos para liberacdo de farmacos

Tornou-se crescente, nas ultimas décadas, o uso da tecnologia associada a
modificacdo da liberacédo de farmacos, no que se refere a utilizacdo de novas formulagbes
farmacéuticas, por meio de sistemas matriciais poliméricos que auxiliem no transporte

eficaz dessas substancias e possam garantir a resposta terapéutica.?®
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Assim, pode-se dizer que os sistemas matriciais poliméricos sdo de grande
interesse pela industria farmacéutica, pois apresentam grande versatilidade, eficacia e
baixo custo.®® Na figura 3, tem-se um esquema de filme polimérico que por meio de
difusdo, promove a liberagdo de um farmaco.

A difusdo consiste na passagem das moléculas do soluto, do local de maior
concentracdo para o de menor concentracdo até estabelecer um equilibrio. O agente
bioativo encontra-se envolvido por um filme ou membrana polimérica (sistema
reservatorio), ou disperso uniformemente em uma matriz (sistema matricial). Em ambos
0S casos, a difusédo ocorre por meio de gradiente de concentracao.

O controle quimico pode ocorrer também por meio da degradacdo da matriz

(eroséo), sendo a taxa de liberacdo, nesse caso, dependente da escolha do polimero.

Figura 3. llustracdo de um sistema de liberagao de farmaco por difuséo, através de uma matriz.

Farmaco
A A A A A
A A A A
A A A R A A A N A
A
A &, 4 A
L A 4 A, N ——> A A A
A Aty A A A A A
o A N
‘ Matriz de CB com o Farmaco A A A A A
‘ Matriz de CB liberando o Farmaco ‘

Fonte: Autor, 2018.

Neste contexto podemos definir esses sistemas de filmes poliméricos, como
agueles que controlam substancias bioativas, molecularmente dispersas ou dissolvidas
num suporte resistente a desintegracdo, ressaltando que os mesmos podem ser
formados por cadeias de uma ou mais substancias quimicas polimerizadas, que juntos
funcionam como agentes moduladores da liberacéo.*°

A busca desses sistemas esta fortemente ligada ao uso de biomateriais, pois estes
apresentam propriedades desejaveis, tais como, biocompatibilidade, atoxicidade, entre
outros.3! De acordo com Park (1984) um biomaterial deve apresentar as seguintes
caracteristicas gerais para ser usado como matriz de liberagdo de farmaco: ser
biocompativel, atéxico, quimicamente projetado para suas funcdes de uso, estabilidade

mecanica, peso e densidade adequados, baixo custo, reprodutivel e de facil fabricacéo.%?
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Dessa forma, polimeros, tais como a CB e derivados da celulose, em geral séo
muito difundidos na literatura, no que se refere ao estudo destes compostos aplicaveis
na industria farmacéutica, sendo que os derivados da celulose em geral ja sao utilizados
como aglutinantes, no revestimento de comprimidos, como suportes para 0 uso de
antimicrobianos sintéticos e naturais que possam garantir o tratamento de feridas e
Ulceras de pele de dificil cicatrizagdo.?9:30:3334.35

Sabe-se que os sistemas poliméricos podem levar ao controle e prolongamento
das taxas de liberacdo dependendo da selecdo de um polimero apropriado, o qual pode
manter sua estrutura constante durante o contato com 0 meio aguoso, ou ainda,
possibilitar sua expanséo (intumescimento) em razao do relaxamento das cadeias
poliméricas, seguido, ou ndo, de eroséo.3 Esses mecanismos (intumescimento, eroséo
e difusdo) permitem que as moléculas de farmaco se difundam através da matriz
polimérica de maneira lenta e gradual.*

A CB apresenta liberacao por difusdo do farmaco incorporado, porém estudos da
literatura mostram que a liberacao do farmaco € muito rapida. Nos ensaios de dissolucéo,
80% do farmaco incorporado na matriz de CB pura é liberado nos primeiros 15

minutos.23:36

1.6 Desenvolvimento de nanocompdsito de CB pela modificacdo “in situ” e “ex

situ”

Existe, de maneira geral, duas formas mais usuais de produzir nanocompésitos a
partir da CB.

A primeira delas, como ilustrado na figura 4 é a mais comumente utilizada € a
producdo “ex situ”, onde acontece primeiramente a produgdo da manta de celulose
bacteriana e, em seguida, com essa manta Umida ou seca, um segundo composto €
adicionado para que ocorra alguma modificacéo, através de métodos quimicos ou fisicos,

de acordo com o que se deseja.?’
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Figura 4 Processo de esfoliagdo da laponita e adigdo para desenvolvimento do nanocompdsito "Ex situ".

Adicao "ex situ”
—

Laponita

Laponita esfoliada

CB+LPN nanocompésito

Fonte: Modificada de Perotti, 2011.
A outra maneira, ilustrada na figura 5, € a producdo de um nanocompdésito através
da incorporacédo de algum composto, durante o processo de producdo da CB, ou seja,
da modificacdo do meio de cultura, através da adicdo de algum material. Esse tipo de

producéo € chamado de desenvolvimento “in situ”.

Figura 5. A producdo de CB em meio de cultura modificado incorporacgéo “in situ”. B - CB formada submetida
a presenca de um material (“ex situ”).

A @Adig&o de material

biocompésito
<«— formado por
k modificagdo "in situ”

Meio de cultura Meio de cultura modificado
sem modificacdo

CB sem modificagido \

‘:‘&:‘ / :
%.} o CB/Material compésito
Preparacgéo da CB + Material "ex situ”

Adigédo de material

Fonte: Modificado de Stumpf, 2016.
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A vantagem do ‘in situ” € a forma com que ocorre a formacdo do novo
biocompdsito obtido, através do desenvolvimento dentro do meio de cultivo, de um
nanocomposito que terd a deposicdo do material nas fibras de CB que vao sendo
formadas pelas bactérias conforme o nanocompésito é formado.383°

Em 2015, Tercjak et al elucidaram esse modelo (ilustrado na figura 6) de producéo
de um nanocompdésito pelo desenvolvimento “in situ”, que serviu de ideia para este
trabalho, porém utilizando a LPN.

O objetivo de gerar um nanocompadsito utilizando a CB e a LPN veio através das
caracteristicas desses materiais, que possuem uma alta capacidade de adsorcédo (CB
materiais hidrofilicos e a LPN devido a sua estrutura lamelar que pode incorporar
substancias), além de serem biocompativeis e capazes de serem utilizados na area
meédica. Imagina-se que 0s nanocompdsitos obtidos aumentardo a capacidade de
liberacdo de farmacos devido a alta porosidade e capacidade de adsorcdo da CB e da
LPN, fazendo com que os nanocompdésitos obtidos sejam utilizados como uma nova

matriz na liberacéo topica de farmacos.

Figura 6. Producéo de CB através do cultivo de microrganismos em meio de culturaformando uma matriz
polimérica (esquerda). Producdo de nanocompdsito através da modificagdo do meio de cultura

(modificacdo “in situ”, através da adi¢do de copolimero de block) formando nanocompadsito (direita).

Biosintese Biosintese
- - z N‘. "‘,.;'-‘f .
meio de cultura 3 D LITEERSIKOA PEO - PEO meio de cultura
\ L SEBASTIAN

o SECINCERR TR | M. Biocompdsito

riez }’ PRI i rueirol

Fonte: Modificada de Tercjak et al, 2015.

1.7 Cafeina

A cafeina pode ser utilizada topicamente para atenuar a celulite, melhorar a
circulagédo local através de seu efeito vasodilatador, além de ter grande potencial para o
tratamento de psoriase.*04

E um farmaco facilmente soliivel em agua, de estabilidade razoavel e que possui

um baixo custo de aquisi¢ao.
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A espectroscopia UV-Vis é uma ferramenta analitica consolidada, de aplicagédo
simples, custo baixo e boa sensibilidade para determinacéo de cafeina.

A absorcdo de radiacdo eletromagnética na regidao do ultravioleta (UV) pela
cafeina foi descrita no inicio do século 20 por Hartley (1905). Posteriormente, Holiday
(1930) descreveu que a cafeina apresentava um limite maximo de absorcao no UV entre

os comprimentos de onda de 271 e 275 nm.*?
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5 Conclusao

Uma nova rota de sintese, através do desenvolvimento ‘“in situ”, com modificacdo
do meio de cultura, levou a producéo de nanocompadsitos contendo CB e LPN.

A morfologia realizada pelas microscopias, nos mostrou que de fato ocorreu a
deposicao de material sobre a superficie das nanofibras de CB. Material que se depositou
na forma de particulas, granulos, pequenos aglomerados e placas, conforme as
microscopias obtidas.

O EDS identificou a presenca de Si, Mg e Na, materiais presentes na constituicao
da LPN. A caracterizacéo estrutural por TGA-MS, através da comparacdo da perda de
massa da CB pura, LPN pura e dos nhanocompdsitos, permitiu confirmar e quantificar a
presenca de LPN (material inorganico) em cada nanocompésito produzido. Em atmosfera
oxidativa a CB sofre combustéo total até 480°C, dessa forma a massa residual presente
em 650°C pertence a LPN. A curva DTG também elucidou o aumento da estabilidade
térmica dos nanocompaositos devido a presenca de LPN.

As caracterizacdes estruturais, através das andlises de espectroscopia de
infravermelho e Raman, e os difratogramas de raios X, corroboraram que nos
nanocompositos havia a presenca de LPN devido aos picos caracteristicos de Si. As
caracteristicas modificadas nos espectros dos nanocompdsitos, apresentou o
achatamento e diminui¢do da intensidade dos picos, comparando os espectros com a CB
pura, e entre eles (conforme se aumenta a concentragédo de LPN). Caracterizando assim
uma alteracéo na estrutura da CB pela presenca de LPN.

No ensaio de citotoxicidade, obteve-se uma alta viabilidade celular dos
queratinécitos que foram submetidos a concentragcbes do eluato de contato.
Apresentando assim uma aplicagdo dos nanocompasitos sintetizados como biocurativos
de uso topico ou como material para engenharia de tecidos.

O ensaio de inibicdo bacteriana frente a duas importantes bactérias responsaveis
por infeccbes cutaneas (S. Aureus e P. Aeruginosa), ndo apresentou alteracéo
significativa quando comparado com o farmaco controle.

O ensaio de dissolucao delineado preliminar utilizando cafeina em tampéao fosfato
0,1 M, pH 5,8, de acordo com a farmacopeia americana, mostrou que ocorreu uma
pequena alteracdo do perfil de liberacdo da CFN, quando comparada com o
nanocompaosito controle (CB pura). Nesse mesmo ensaio, foi possivel observar que a CB

pura Umida apresenta uma liberacdo diferente, quando comparado com 0s outros
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materiais do ensaio (CB seca, CB-LPN 1,0% seca e CB-LPN 1,0% umida), sendo esse
um dado novo, ndo encontrado por hora na literatura.

Apesar, da pequena alteracdo observada no ensaio de dissolucdo, mais testes
precisam ser feitos alterando pH, farmaco, condi¢des de incorporacao do farmaco, para
que ocorra uma conclusdo mais apurada sobre a capacidade do nanocompdsito
promover a liberacdo controlada de farmaco.

A LPN possui uma estrutura lamelar com um espaco basal consideravel,
aproximadamente 1,73 nm, sendo ja consolidado na literatura que quando pura sua
estrutura apresenta potencial para carrear farmacos e promover alteracdo da liberacao
dos compostos, além de ter propriedades muito interessantes para 0 uso na engenharia
de tecidos e na area médica.%®

Dessa forma, a combinacdo da CB com a LPN nos remete a ter grandes

perspectivas para esse novo biocompaésito.
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