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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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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Esse trabalho teve como objetivo a preparagdo in situ e caracterizacdo de

nanocompaositos de CB contendo LPN.

2.2 Objetivos especificos

- Preparagao “in situ” de nanocompadsitos de CB variando a concentragao de
LPN;

- Caracterizagcdo dos nanocompositos obtidos através de analise
morfolégica, térmica e estrutural,

- Determinacao da citotoxicidade celular frente a linhagem de queratinécitos
humanos normais (Hacat);

- Determinacdo da inibicdo bacteriana pelo método REMA (resazurin
microtiter assay) frente a P. aeruginosa e S. Aureus;

- Determinacéo in vitro do perfil de liberacéo do farmaco cafeina.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Ativacao do microrganismo, producédo de CB e purificacdo das

biomembranas

Inicialmente, procedeu-se a ativacao da Gluconacetobacter xylinus (ATCC 23760),
microrganismo utilizado neste trabalho para a producéo de celulose.

A bactéria armazenada em placas de Petri (como na figura 7) com meio Hestrin &
Schramm (HS), foi inicialmente repicada para placas recém preparadas com o meio HS
e armazenadas em estufa com circulagéo de ar com controle de temperatura a 28 °C por

72 horas.*3

Figura 7. Placa com meio HS sélido apés o processo de ativagdo, observa-se uma camada de microrganismos
na superficie.

Fonte: Autor, 2018.

ApOs o0 crescimento das bactérias na superficie da placa com o HS, o
microrganismo foi raspado da superficie da placa com uma al¢a de cultivo e transferido
para um meio liquido de producéo contendo 50 gramas de glicose anidra, 4 gramas de
extrato de levedura, 2 gramas de fosfato de potassio bibasico anidro, 0,72 gramas de
sulfato de magnésio heptahidratado e 20 mililitros de Alcool Etilico, para o
desenvolvimento e multiplicagdo das bactérias. O meio de cultura liquido com o
microrganismo foi colocado na estufa com circulacéo de ar e controle de temperatura a
28 °C por 72 horas. Passado esse tempo, um filme de CB (como ilustrado na figura 8) foi
formado na superficie do meio de cultura, indicando que o0 microrganismo esta pronto

para producao.
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A partir desse ponto, foi escolhido o recipiente e volume para producéo da CB,
sendo que foi utilizado um volume de aproximadamente 90% de meio liquido, para
aproximadamente 10% de meio com 0 microrganismo, em um frasco com uma relagao

de uma parte de liquido para quatro partes de ar.

Figura 8. CB formada ap6s 3 dias de repique do microrganismo da placa para o meio liquido de cultivo.

J

Fonte: Autor, 2018.

E importante salientar que, ap6s a pesagem e preparo dos meios, todo material
foi esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm por 20 minutos, e toda a manipulacéo de
meio, placas e vidrarias foi feita dentro de fluxo laminar previamente limpo com solucéo
alcodlica 70% e submetido a iluminagéo UV.

Um meio liquido com a aliquota de microrganismo foi feito e incubado a 28 °C por
24 horas, entdo a aliquota de 10 % desse meio foi adicionada em 90% de meio de cultura,
e esse frasco ficou por 72 horas a 28 °C para formacgéo da biomembrana de CB.

Em 3 dias, a biomembrana foi formada e entdo retirada do meio de cultura e
adicionado a agua deionizada para comecar a retirada do meio de cultura e limpeza da
biomembrana. Foram realizadas aproximadamente 5 trocas de dgua a cada 2 horas,
durante 4 dias, até um clareamento visivel da biomembrana e eliminacdo do cheiro
caracteristico de meio de cultivo (producao de acido acético durante a formacao da CB).

A biomembrana foi adicionado a um Becker com 1 litro de 4gua deionizada e
aguecido por 20 minutos a 80 °C. Em seguida, foi adicionada uma quantidade de solugao
de hidréxido de sédio (NaOH) 1M, suficiente para que esta solu¢do do Becker ficasse

com uma concentracdo 0,1M de NaOH. A biomembrana entéo ficou nessa solucéo por
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40 minutos a 80 °C, em seguida foi removida da solugéo e adicionada a um frasco plastico
contendo agua deionizada. Foram realizadas trocas de agua desse frasco até a agua
atingir o pH 7. Na figura 9, tem-se uma foto de uma manta de CB com 3 dias de
crescimento, ap0s o processo de purificacdo e neutralizacdo, a espessura quando Umida
€ de 6 milimetros, massa Umida 240 gramas e espessura seca 0,07 milimetros, massa
seca 2,15 gramas.

Depois desse processo, a biomembrana pode ser utilizada Umida para
incorporacdes ou outras atividades, ou seca, o material € seco em um molde que
mantenha a biomembrana esticada enquanto seca. A secagem é feita em estufa de
circulacédo de ar a 50 °C.38

Figura 9. Manta de CB com 3 dias de crescimento, apés o processo de purificagdo e neutralizagéo.

Fonte: Autor, 2018.

3.2 Preparacdo dos nanocompoésitos de CB-LPN

Para o ensaio, foi utilizado uma laponita sintética XLG da BYK-Chemie (Nao,7|
(Mgs,sLio0,3) SisO20(OH)4]) e foram determinadas concentra¢gdes de 0,1%, 0,25%, 0,50%,
0, 75% e 1,0% de LPN massa/volume total de meio, com base no desenvolvimento ‘in
situ” realizado no trabalho com Tercjak et al, em 2015, e devido a geleificacdo que a LPN
gera quando esfoliada e solubilizada em agua.

Foi adicionada uma massa de LPN ao meio de cultura em funcdo do volume total
de meio de cultura (50 ml), utilizado no ensaio. Massas de LPN 50mg (0,1%), 125mg
(0,25%), 250mg (0,50%), 375mg (0,75%) e 500mg (1,00%)foram pesadas e submetidas
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a um sonicador de bancada por 15 minutos, para que ocorresse a esfoliagdo e
solubilizacdo do material, em seguida foi esterilizada juntamente com o restante do
material, em autoclave.

Né&o foi possivel adicionar uma maior quantidade de LPN ao meio de cultura, pois
apos autoclavacao, o meio acabou ficando com a consisténcia muito alta (rigido, como
se fosse meio solido), ndo permitindo assim a inoculagédo do microrganismo ao meio de
cultura modificado.

Os meios de cultura modificados e autoclavados foram levados para o fluxo
laminar, juntamente com o meio de cultura com os microrganismos. As solu¢cbes com
diferentes concentracdes foram adicionadas a frascos Erlenmeyer contendo o meio de
cultura liquido e a aliquota de 10% do meio liquido com o microrganismo foi adicionado
a cada Erlenmeyer. Os frascos foram levados a estufa de circulacéo de ar a 28 °C por 72
horas, juntamente com um frasco sem adicdo de LPN para producdo da biomembrana
de CB pura (controle).

Apos 72 horas, formaram-se biomembranas em todos os frascos com diferentes
concentracfes de LPN, os mesmos foram retirados do meio de cultura para o processo

de lavagem, purificacdo e secagem, e entédo foram caracterizados.**

3.3 Técnicas de Caracterizacao

3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atobmica (MFA)

As imagens de MEV foram obtidas em um Microscopio Eletrénico de Varredura
(MEV-FEG) modelo JEOL JSM 7500F acoplado com um equipamento de EDS Noran
System 7/Thermo scientific instalado no Instituto de Quimica de Araraquara. As amostras
foram colocadas sobre um suporte de cobre, recobertas com uma camada de carbono
com espessura de 1-10 nm, operando na faixa de tensédo de 2 kV. Analise realizada no
instituto de quimica da Unesp, Araraquara.

As imagens de MFA correspondentes foram obtidas operando em modo de
captura com um microscoépio de sonda de varredura Dimension ICON da Bruker equipado
com uma ponta de silicio integrada/“cantilever” com uma frequéncia de ressonancia de
300 kHz. As taxas de varredura variaram de 0,7 a 1,2 Hz. Andlise realizada por Agnieszka
Tercjak, do grupo de materiais e tecnologias (GMT), do departamento de engenharia
guimica e ambiental da escola politécnica da Universidade do Pais Basco (UPV/EHU),

em San Sebastian, Espanha
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3.3.2 Difracdo de Raios-X (DRX)

Os padrdes de difracao de raios X (DRX) das amostras foram registrados em um
difractdmetro Rigaku, modelo Miniflex, utilizando radiagdo CuKa (1,541 A, 30 kV, 15 mA,
passo de digitalizacdo de 0,03°) e filtro de Ni. Andlise realizada no Laboratério de solidos
lamelares do instituto de quimica da USP S&o Paulo-SP.

E uma técnica que permite realizar estudos estruturais em materiais, determinando
sua estrutura cristalina e sua fracdo percentual cristalina. Possibilita a determinacao da
célula unitaria de um dado elemento, e ainda no caso da LPN a medida da Distancia
Basal da LPN.

3.3.3 Analise Termogravimétrica acoplada a espectrometria de massas (TGA-MS)

As andlises térmicas acopladas em massa (andlise termogravimétrica e
espectrometria de massa, TGA-MS) foram registradas em um modelo de termoandlise
Netzsch TGA / DSC (Differential Scanning Calorimetry) 490 PC Luxx acoplado a um
espectrobmetro de massa Aéolos 403 C, usando um cadinho de aluminio, sob ar sintético
Fluxo de 50 ml/min e uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Analise realizada no

Laboratério de sélidos lamelares do instituto de quimica da USP Sé&o Paulo-SP.

3.3.4 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os filmes obtidos e a LPN foram identificados no espectrofotbmetro de
infravermelho com transformada de Fourier da marca Thermo Scientific, modelo Nicolet
IS5, através do moédulo de transmissdo ID1, com varredura de 4000-400 cm,
background realizado com 32 escaneamentos e amostras submetidas a 32
escaneamentos por analise, com uma resolucdo de 2 cm, realizado no Laboratério de
Quimica Geral e Inorgénica do instituto de quimica da Unesp, Araraquara.

E uma ferramenta poderosa na identificacdo de determinados grupos funcionais e

nos estudos de conformacéo e estrutura de moléculas.

3.3.5 Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier

Os espectros de Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) foram

registrados num espectrometro FT-Raman Bruker FRS-100/S usando radiacdo de
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excitacado de 1064 nm (Nd: YAG laser Coherent Compass 1064-500 N) e um detector
Ge. Escala espectral de 3500-50 cm?, resolucdo de 4 cm, 1024 varreduras e
intensidade de 15 mW. Andlise realizada no Laboratério de sdlidos lamelares do instituto
de quimica da USP S&o Paulo-SP.

A espectroscopia Raman € uma técnica fotbnica de alta resolugdo que pode
proporcionar, em poucos segundos, informacao quimica e estrutural de muitos materiais,

organicos ou inorganicos permitindo assim sua identificacao.

3.4 Ensaio de citotoxicidade celular

O ensaio de citotoxicidade celular foi realizado na faculdade de ciéncias
farmacéuticas, Unesp Araraquara, no laborat6rio de microbiologia do Prof. Dr. Fernando

Pavan. Ensaio realizado pela pos-doutoranda Isabel Silva.

3.4.1 Extracdo das amostras

As amostras foram extraidas em ambientes estéreis, quimicamente inertes
utilizando técnicas de assepsia de acordo com as normas da ISO 10993-12. Os materiais
com area de superficie de 6 cm?/mL, foram submetidos a extracdo com meio de cultura
LB (bactérias) e DMEM (células) por 24 horas a 37 °C.

3.4.2 Culturade células

As células HaCat (BCRJ:0341), queratin6citos humanos normais
espontaneamente imortalizados, foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro
e cultivadas em meio DMEM (Sigma®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v)
(Vitrocell®), solucdo de antibiético/antimicético (Sigma®, 100 U de penicilina, 100 yg/mL
de sulfato de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B) e sulfato de kanamicina

(Sigma ®, 100 ug/mL). As culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de COx.

3.4.3 Avaliacao da Citotoxicidade

Este ensaio foi realizado com o intuito de determinar o indice de citotoxicidade
(ICs0: @ maior concentragcdo em que o composto permite 50% de viabilidade celular). O
teste foi realizado segundo as diretrizes da ISO 10993-5 que regula sobre testes de

citotoxicidade para dispositivos médicos.
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A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada a partir do ensaio REMA (resazurin
microtiter assay), onde a resazurina (Sigma ®), corante de cor azul ndo fluorescente, é
reduzida por células metabolicamente ativas, ao corante resofurina, de cor rosa e
fluorescente.*®

Inicialmente, células na concentracéo de 2,5x10° células/mL foram semeadas em
placas de 96 pogos com volume de 100 uL/pogo de meio de cultura e incubadas até a
aderéncia das células (24 horas) a 37 °C. Em seguida, o meio foi removido e as células
foram tratadas com os eluatos extraidos, conforme descrito acima, em concentracfes
que variaram de 0,8 a 100% com volume final de 100 pL/pocgo, durante um periodo de 24
horas. Apos o tratamento o meio foi removido e uma solugdo de 50 pL de resazurina
(0,01%, dissolvida em meio de cultura) foi adicionada e incubada a 37 °C. por trés
horas.*6

Como controles foram utilizados: A) branco (apenas meio de cultura, sem células);
B) controle negativo (com células e sem tratamento); C) controle positivo (com células
tratadas com doxorrubicina na concentracdo de 100 nmol/mL); D). Foram realizados no
minimo 3 experimentos independentes.

As placas foram lidas em leitor de fluorescéncia (Synergy H1, BioteK®) utilizando-
se 0s comprimentos de onda de 530 nm (excitagcéo) e 590 nm (emissao).

A porcentagem de viabilidade celular foi determinada aplicando-se a formula a
seguir, considerando a igual & média da leitura dos orificios controle negativo (orificios
apenas com células e meio de cultura) e b o resultado de cada orificio com a respectiva
diluicdo do composto analisado.

100 x b

% de Viabilidade Celular =

3.5 Ensaio de inibic&o bacteriana

O ensaio de inibicdo bacteriana foi realizado na faculdade de ciéncias
farmacéuticas, Unesp Araraquara, no laboratorio de microbiologia do Prof. Dr. Fernando

Pavan. Ensaio realizado pela pos-doutoranda Isabel Silva.
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3.5.1 Linhagens bacterianas e condicdes de crescimento

As linhagens Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) foram fornecidas pela Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e cultivadas a 37

°C em meio Luria Bertani (LB) sdlido.

3.5.2 Teste deinibicdo de crescimento bacteriano (REMA)

Avaliacao de inibicdo de crescimento bacteriano foi realizado utilizando o ensaio
REMA com algumas modificagées.*’

As bactérias foram inoculadas em meio solido LB e cultivadas em estufa & 37°C
por 24h. Apoés este periodo foram inoculadas em 3 mL meio liquido (4 a 5 coldnias) por
18h a 37 °C. A concentracao do inéculo foi corrigida para 2,5x10° células/pogo em volume
final de 100 yL de meio de cultura. Foram adicionados 100 uL do eluato obtido apds a
extracdo em concentracfes que variaram de 0,8 a 100%.

Os controles: negativo e positivo foram constituidos de 100 uL de meio de cultura
e solucao de antibidtico (kanamicina 15.6 pg/mL) diluida em LB, respectivamente. Em
seguida submetidas a incubacéo a 37°C, por 24h. Apés esse periodo foi adicionada uma
solucdo de resazurina por trés horas na concentracdo de 0,01% em &gua destilada
estéril. As placas foram lidas em leitor de fluorescéncia (Synergy H1, BioteK®) utilizando-
se 0s comprimentos de onda de 530 nm (excitacéo) e 590 nm (emissao).

Trés experimentos independentes foram realizados, e os dados obtidos foram
utilizados para determinacdo dos valores de Cimoo a partir da reta de regressao
logaritmica.

O potencial inibitorio de cada tratamento foi expresso pela porcentagem de morte

bacteriana, calculada em relacéo ao controle negativo segundo a formula:

UAF do controle negativo —UAF do teste
UAF do controle negativo

% Bactérias mortas= *100

UAF = Unidade arbitraria de fluorescéncia

3.6 Ensaio de dissolucao de farmaco

Para o ensaio de dissolucéo foi escolhido a cafeina como farmaco, devido a sua

alta solubilidade em agua, baixo custo, e por ser um material de relativa simplicidade para
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validacdo e quantificagdo por espectrofotometria de UV/Vis. A cafeina ainda possui
potencial para ser utilizado no tratamento de psoriase, celulite, além de agir aumentando
a vasodilatacdo dos vasos sanguineos, melhorando assim a vascularizacéo
Iocal.42'48'4°'41

Foram obtidas curvas analiticas da cafeina (CFN) em solucéo de tampéo fosfato
0,1M, pH 5,8, que simula o pH da pele. Partindo de uma solucéo estoque, foram tomadas
aliquotas para o preparo de diluicdes na faixa de concentracao entre 5 ug/mL e 45 pg/mL.

As leituras da cafeina foram realizadas em um espectrofotometro de UV/Vis
(Thermo Fisher Scientific's Evolution Array UV-Visible) com comprimento de onda fixo de
272 nm. Os valores médios da triplicata das leituras de cada concentracdo foram
utilizados para a obtencéo das curvas analiticas para o calculo da equacéo da reta.*°

Foi realizado uma validiagcdo do método através da linearidade, precisdo, exatidao,
limite de deteccgéo (LD) e limite de quantificacédo (LQ).

A linearidade do método foi determinada através da obten¢do da curva analitica
da cafeina em tampéo fosfato (0,1 mol/L; pH 5,8). A partir de solu¢des estoque contendo
1000 pg/mL do farmaco, foram preparadas diluigdes com concentragdes variando de 5 a
45 ug/mL, em triplicata. Uma curva analitica da concentracdo de cafeina versus
absorbancia foi obtida.®*

A precisdo foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (intradia) e precisao
intermediéaria (interdias) em dias consecutivos. A exatidao foi determinada através da
porcentagem de recuperagcdo das amostras em relacdo ao padrao correspondente. Os
limites foram estimados por: LQ = DP x 10/IC e LD = DP x 3/IC. (DP= desvio padrao do
intercepto com o eixo y de trés curvas de calibracdo e IC= média dos coeficientes

angulares das respectivas curvas).*?

3.6.1 Determinacao “in vitro” do perfil de liberacao da cafeina

Os ensaios de dissolugéo para a determinagéo “in vitro” do perfil de liberagéo da
cafeina foram realizados para as amostras de CB pura umida, CB pura seca, CB-LPN
1,0% Umida e CB-LPN 1,0% seca. Foram escolhidos esses nanocompdsitos devido a
maior quantidade de LPN detectada através da andlise de TGA-MS.

O processo de incorporacao da cafeina se deu através da solubilizacdo de 50 mg
de cafeina em 5 mL tampéao fosfato 0,1 M pH 5,8. Os nanocompadsitos umidos foram

pesados e tiveram sua massa reduzida em 1/3 (desidratacéo).
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Ap0s, esse processo, a solugdo de cafeina solubilizada foi adicionada dentro de
uma placa de Petri juntamente com o nanocompdsito e através do intumescimento
(caracteristica do material) o farmaco foi incorporado.

O material entéo foi seco e separado para o experimento de dissolugéo. Para as
amostras umidas apds intumescimento os nanocompositos ja foram separados para o
teste.36.23

As determinacdes foram realizadas no dissolutor de 3 cubas (Ethiktechnology
modelo 299/3) com meio de dissolucédo preparados de acordo com a United States
Pharmacopeia USP 31 (2008), realizados em tampé&o fosfato (0,1M, pH 5,8), durante 5 h
a 37 °C £ 0,5 °C, utilizando aparato V (pas sobre discos), sob velocidade de agitacao de
50 rpm com as amostras incorporadas com 50 mg de CFN.

Durante o ensaio, aliquotas de 2 mL foram coletadas em intervalos de tempo pré-
estabelecidos, filtradas em membrana de acetato de celulose (0,22 um), e em seguida
repostos com o mesmo volume de meio a fim de manter as condi¢des sink (condicéo de
infinita solubilidade).?33¢ A andlise quantitativa de cafeina liberada foi realizada em
espectrofotometro UV-visivel, A= 272 nm (Thermo Fisher Scientific's Evolution Array UV-
Visible).



32

4 Resultados e discussao

Nesse trabalho foi proposta uma rota alternativa de sintese de nanocompasitos de
CB contendo LPN, por meio do processo de producao‘in situ”.

A figura 10, apresenta as imagens dos nanocompositos obtidos, através do
desenvolvimento “n situ” e a imagem de uma membrana de CB pura que serviu como
controle.

Em A, tem-se a CB pura, apresentando um filme rugoso e com um certo grau de
opacidade. Observa-se que conforme aumentou-se a concentracdo de LPN na amostra
(B-F), os filmes obtidos apresentam cada vez mais transparéncia. Pode-se concluir isso
ao fato da LPN gerar tal caracteristica ao nanocompdésito, como descrito em Perotti
2011.%” Conforme aumentou-se a concentracdo de LPN nos filmes obtidos foi possivel
observar uma reducdo da massa tanto Umida quanto seca dos nanocompgsitos,

comparados com a CB pura.
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Figura 10. Filmes obtidos. CB pura (A), CB + 0,1% LP (B), CB + 0,25% LP (C), CB + 0,50% LP (D), CB + 0,75%
LP (E), CB + 1,0% LP (F).

Fonte: Autor, 2018.

4.1 Anédlises Morfoldgicas

Foram realizadas imagens de Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia
de Forca Atbmica com a finalidade de avaliar parametros como a morfologia apresentada
nos filmes obtidos, assim como o tamanho e a dispersdo das particulas de LPN na matriz
de CB.

Observa-se que independentemente da concentracao de LPN adicionada no meio,
a membrana de CB atuou como matriz no controle, estabilizacdo e dispersédo da LPN.
Resultados similares a esses tém sido observados para outros sistemas que usam a CB
como matriz na estabilizacdo de nanoparticulas de prata e silica, porém através do

desenvolvimento “pos situ”.50,51



34

4.1.1 Microscopia Eletrbnica de Varredura

As figuras 11 e 12 apresentam imagens da microscopia eletronica de varredura
(MEV). Na figura 13, tem-se a medida de espetroscopia de fotoelétrons de raios x (EDS)
do nanocompasito CB-LPN 0,75%.

Na Imagem A, tem-se a CB pura seca, apresentando morfologia com um
emaranhado de fibras, colapsados, formando uma grande rede, facilmente visivel na
imagem A'. Nas imagens (B-F e B!-F!), é possivel observar que a estrutura de fibras da
CB continua intacta, apresentando um emaranhado de nanofibras formando uma rede,
porém depositadas nessas nanofibras aparecem particulas, aglomerados e placas,
diferentemente da CB pura, indicando assim uma possivel deposi¢céo da LPN no material.

As imagens de MEV, de B!-F! mostram que a estrutura fibrosa da celulose
bacteriana se manteve inalterada. Observa-se ainda a presenca de muitos sitios com a
deposicao de aglomerados de diversos tamanhos, dispersos sobre as nanofibras dos
nanocompaositos produzidos.

As medidas de EDS confirmam que os cristais sdao formados por atomos

caracteristicos da LPN inserida no desenvolvimento da membrana (Na, Mg e Si)3"52,



Figura 11. Andlise de Microscopia Eletrénica de Varredura — A) CB pura, B) CB-LPN 0,1 %, C) CB-LPN 0,25%.
Ao lado tem-se as imagens com aumento A1) CB pura, B1) CB-LPN 0,1 %, C1) CB-LPN 0,25%.
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Fonte: Autor, 2018.




Figura 12. Anélise de Microscopia Eletrénica de Varredura - D) CB-LPN 0,5%, E) CB-LPN 0,75% e F) CB-LPN
1,0%. Ao lado imagens com aumento, D) CB-LPN 0,5%, E') CB-LPN 0,75% e F) CB-LPN 1,0%.
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Fonte: Autor, 2018.

Na imagem da figura 13, através da analise de EDS, foi possivel identificar a
presenca de Na, Mg, Si, os principais ions presentes na estrutura da LPN. No EDS

através do Microscopio do MEV é selecionado uma area especifica, e sobre essa area

raios-X sao irradiados, cada atomo emite um sinal determinado para essa radiacao,
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assim pode se ter uma ideia da constituicdo qualitativa da amostra. Também através da
imagem do EDS, pode-se medir com a ajuda da escala, a presenca de aglomerados e
placas com um pouco menos de 25 nm. A LPN se apresenta na forma de granulos
micrométricos com diametro médio de 20 - 30 nm.?®

Na superficie da CB (figura 3) é possivel observar a presenca de pequenos

agregados dos granulos individuais e também pequenas placas, sendo esse dado mais

um para enfatizar a presenca da LPN nas fibras da CB.5%3
Figura 13. EDS, Amostrade CB - LPN 0,75%.
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Fonte: Autor, 2018.
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4.1.2 Microscopiade Forca Atdbmica

As figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19 elucidam os MFA da CB pura e dos
Nanocompasitos, respectivamente.

A figura 14 revela uma superficie formada por uma rede de nanofibras, num
arranjo desordenado, caracteristico da CB.*4 J& nas figuras 15, 16, 17, 18 e 19, observa-
se a presenca das nanofibras de forma desordenada, porém sobre elas aparecem
depositadas particulas e pequenos aglomerados, ao que tudo indica ser o material
incorporado. E possivel observar também que a incorporacido do material ndo alterou a
estrutura e organizacdo das nanofibras da CB, mantendo assim suas caracteristicas

visuais.

Figura 14. Analise MFA, CB pura com escala de 5;3;2 e 1 micrometro.
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0.0 3: Phase 50um 00 3: Phase 30um

f 1
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CIB pura

Fonte: Autor, 2018.



Figura 15 - Anélise MFA, CB-LPN 0,1% com escala de 5;3;2 e 1 micrometro.

30 3: Phase 50um 00 3: Phase 30um

00 3: Phase 20 unl 00 3: Phase 1.0
CB-LPN 0,1%

Fonte: Autor, 2018.
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Figura 16 Anélise MFA, CB-LPN 0,25% com escala de 5;3;2 e 1 micrometro.
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Fonte: Autor, 2018.
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Figura 17 Anélise MFA, CB-LPN 0,50% com escala de 5;3;2 e 1 micrometro.
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Fonte: Autor, 2018.
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Figura 18 Anélise MFA, CB-LPN 0,75% com escala de 5;3;2 e 1 micrometro.
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Fonte: Autor, 2018.
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Figura 19 - Anélise MFA, CB-LPN 1,0% com escala de 5;3;2 e 1 micrometro.
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Fonte: Autor, 2018.
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4.2 Analises Estruturais

4.2.1 Analise de Difracdo de Raios X

Devido a natureza hidrofilica das argilas intercaladas com ions de metais alcalinos,
o difratograma de argilas puras, geralmente, apresenta um pico largo acima do pico do
espacamento basal, relacionado apenas a presenca de ions Na* (2e/graus= 6,75°; doo1

=13,1A). Esse fendmeno é ocasionado pela presenca de uma pseudo-camada de
moléculas de agua (valor proximo a 2,5 A de espessura)® que rodeiam os cations
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presentes no dominio interlamelar, acarretando em um aumento no espagamento basal
detectado.>

Os difratogramas (figura 20), normalizados (0,100) apresentam a presenca de
picos muito caracteristicos da CB em, aproximadamente, 15° e 22° referentes as
contribuicdes das fases cristalinas la e IB presentes na CB 6.

O padrédo XRD de LPN na forma de Na* tem um pico amplo, em cerca de 6,75°
(2e) associado ao espacamento basal (doo1) de cerca de 1,73 nm.

Essa distancia entre as lamelas é suficiente para incorporacdo da cafeina nos
nanocompasitos, considerando o tamanho de aproximadamente de 1 nm do farmaco.

As medidas do espacamento basal da LPN pura e dos nanocompd@sitos, mostra
que ocorre uma reducdo desse espacamento basal, apds a incorporacao ‘“in situ”. Este
fenbmeno pode estar acontecendo devido a uma aglomeracdo da LPN presente na
amostra, ou devido a uma maior desorganizacdo da estrutura da LPN quando
incorporada.

Também € possivel observar um achatamento dos picos em 15° e 22°, o que
sugere que com o aumento da concentracdo de LPN na estrutura do nanocompasito vai
ocorrendo uma reducgéo da cristalinidade, alterando a organizacéo estrutural original da
LPN e da CB levando assim a uma reducéo do espacamento basal.
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Figura 20. Anélise de difracédo de raios X.
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Fonte: Autor, 2018.

4.2.2 Analise Termogravimétrica acoplado a espectrometria de massas (TGA-MS)

Os dados de TG-MS e DTG da CB, LPN e nanocompdésitos CB-LPN séo
mostrados na figura 21. O aumento do teor de argila nos nanocompasitos, resulta em um
aumento da massa residual (constituida praticamente de Argila térmica).

Todos os nanocompadsitos produzidos, apresentam o primeiro evento de perda de
massa (~5%) associado a perda de agua (processo de desidrata¢do que ocorre até cerca
de 150°C), observado nas curvas TG, mas melhor visualizado na figura 22.

O segundo evento (faixa de 228-350°C) de perda de massa, mostra um pequeno
deslocamento para maiores temperaturas, quando o teor de argila € aumentado,
comecando em 228°C para celulose bacteriana e a 260° C para a amostra BC-LP 1%,
de acordo com os dados na figura 22. A presenca de argila na matriz polimérica deve
atuar como uma barreira protetora contra a decomposicdo da cadeia de carbono,
deslocando o inicio do processo de decomposicdo. As particulas de argila podem

dificultar o contato do nanocompdsito com o oxigénio molecular®’.
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O estabelecimento de ligagbes de hidrogénio entre partes organicas e inorganicas
também pode causar dificuldades a liberacdo de moléculas de agua produzidas pela
condensacéao de grupos hidroxila da CB, considerando que a agua é a principal espécie
volatil lancada no segundo evento (como observado na figura 22)%".

O terceiro evento envolvendo perda de massa esta relacionado a fase organica, e
é observado acima de 350°C. A LPN é termicamente estavel até cerca de 650°C,
observado nas figuras 21 e 22. O processo de desidroxilacdo das camadas da LPN, é
observado acima desta temperatura.

A LPN exibe um evento de perda de massa, que ocorre desde a temperatura
ambiente, até aproximadamente 200°C, relacionado com a liberacdo de moléculas de
agua presentes no dominio interlamelar e adsorvidas na superficie externa das lamelas.%8

Um segundo evento ocorre na regido dos 750°C, relacionado a desidroxilacédo das

camadas da argila.®’

Figura 21. Analises de TGA, a imagem apresenta as curvas da LPN, CB pura e dos nanocompadsitos obtidos,
identificados na figura.
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Fonte: Autor, 2018.
Assim, considerando que a perda de massa até 600°C, é apenas associada a

liberacdo de 4gua adsorvida e a decomposicdo de CB, é possivel estimar a massa de
argila incorporada nos nanocompdésitos obtidos. Em 650°C toda matéria organica (CB)
foi pirolisada, ndo restando mais massa de residuo significante. Assim, a massa obtida
em 650°C é a LPN presente nos nanocompasitos. Tém-se na tabela 1 as concentracdes

de LPN incorporadas nos hanocompositos.
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Tabela 1 Massa real de laponita dos nanocompadsitos.

Amostra Massa inicial TG | % Massa 650 2C Massa de LPN
CB Pura 6,43 mg 1,11 )
CB LPN 0,10% 4,04 mg 8,75 0,35 mg
CB LPN 0,25% 4,90 mg 6,04 0,30 mg
CB LPN 0,50% 4,26 mg 16,9 0,72 mg
CB LPN 0,75% 3,44 mg 17,51 0,60 mg
CB LPN 1,00% 5,80 mg 24,36 1,41 mg

Fonte: Autor, 2018.
Este aumento percentual no teor de LPN, no nanocompdsito CB-LPN, ocorre

devido ao processo de secagem final para obter os materiais hibridos, o que eleva
consideravelmente a porcentagem da fase inorganica no produto seco. Antes do
processo de secagem, 0S nanocompdsitos contém um grande teor de 4gua e uma
pequena quantidade de CB e LPN.

As curvas MS associadas aos fragmentos m/z % 18 em/z Y4 44 (atribuido a
libertacdo de moléculas de agua e didéxido de carbono, respectivamente) sdo mostrados
na figura 22 e estéo sendo analisados juntamente com a curva DTG.

O segundo evento de perda de massa € principalmente composto por perda de
agua associada a decomposicao de cadeia, associada a uma pequena liberacédo de CO2
(devido ao inicio da oxidagéo da cadeia organica da CB). Vé-se também a decomposicao
de carbono primario por volta de 320°C, esse segundo evento é sensivel a atmosfera.
Esses dados corroboram a natureza, oxidativa parcial, do processo.

Na figura 22, vemos também que a CB pura produz mais CO2 do que agua, no
terceiro evento de perda de massa, mas a intensidade relativa da liberacéo de dois gases
parece mudar sensivelmente quando o teor de LPN é aumentado nos nanocompositos.
O terceiro passo de perda de massa comeca em 358°C para CB pura e em
aproximadamente 400 °C para o hanocompdésito 1%. Maiores quantidades de LPN nos
nanocompodsitos também tornam mais amplo o terceiro evento de perda de massa.
Nenhum outro fragmento gasoso foi detectado em quantidades apreciaveis nas
condicdes experimentais utilizadas no presente trabalho.3’

A CB possui perfil térmico dependente da atmosfera. Em atmosfera oxidante
temos dois eventos de degradagdo mais relevantes (quebra da cadeia e posterior

degradacédo em CO:2 e H20).



Figura 22. TGA acoplado a espectrdmetro de massas.
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4.2.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho com Transformada de
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Fonte: Autor, 2018.
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A figura 23 apresenta os espectros de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho para a CB pura (a), a LPN pura (g) e os nanocompasitos obtidos (b-f). No

espectro CB pura (a), as principais atribuicées que caracterizam o polimero de celulose

estéo representados na tabela 2.52:56:59

Tabela 2 Atribuicdes dos espectros de FTIR.

Atribuicdo

-1

cm
estiramento OH 3500

estiramento assimétrico CH 2900
deformacdo OH 1600
deformacgao CH, 1400
deformacao CH; 1370
deformacgdo CO 1320-1030

Fonte: Autor, 2018.
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Os espectros LPN pura (g) e no dos nanocompésitos (d-f) apresentam um forte

sinal referentes aos modos vibracionais da silica. Estdo representados na tabela 3.
Tabela 3 Atribui¢des FTIR LPN.

Atribuicdo cm™?

estiramento Si-O-Si 460
deformacao Si-O-Si 785
deformacao Si-OH 940

vibracao Si-O-Si 1085

Fonte: Autor, 2018.

Esse aumento esta relacionando ao acréscimo de LPN.0

A banda na regido do estiramento O-H em 3000-3500 cm, caracteristico da CB
pura (a) vai ficando mais fina a medida que a quantidade de LPN aumenta nos
compasitos (fF>e>d>c>b). Isso pode significar que a laponita esta alterando as interaces
de ligacdes de hidrogénio intra ou inter cadeias da CB.52,%7

VibragGes originarias da absorcdo de moléculas de agua na regido de 3500 cm
v (OH) também foram observadas em todos o0s espectros, 0 que caracteriza capacidade
de absorver agua dos materiais. Os resultados obtidos a partir da espectroscopia na
regido do infravermelho apresentaram contribuicdes da CB e da LPN mais intenso nos
espectros dos nanocompaositos d-f.

Para a celulose, em geral, observa-se a presenca e a diminuicdo de algumas
bandas, em 900 cm (v C-O), em 1370 cm™ (ligagdo C-H), 1430 cm™ (ligacdo CH>), e
em 2900 cm? (v CH2). Esta diminuicdo esta relacionada a presenca dos grupos

inorganicos na superficie da CB.
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Figura 23. Espectros de Infravermelho, LPN pura, CB pura e nanocompdésitos obtidos, legenda na figura.
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Fonte: Autor, 2018.

4.2.4 Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier

Como observado na figura 24, as principais bandas que caracterizam a CB estéo
na regido de 600-150 cm™, regido em que as vibracdes predominantes se referem aos
modos vibracionais & (CCC), 6 (CCO) & (COC), & (CO), T (COH); aregiao de 1.150 cm -
1 -1.120 cm ! sdo as principais vibracdes se referem aos modos vibracionais (CH2), d
(HCC), & (HOC), & (COH)v (CC), v (CO)®°,

A presenca de uma banda em 680 cm™ no Raman é relativa ao estiramento
simétrico da ligacdo Si-O da argila.>®

Fazendo uma leitura dos maximos das bandas e um comparativo entre 0s
espectros, € perceptivel que elas ndo sofrem deslocamento. De um modo geral, a
presenca da LPN parece diminuir a cristalinidade dos nanocompdsitos quando
comparados com a CB pura, porque a largura das bandas aumenta e também vemos
uma reducédo da intensidade dos picos. Acredita-se que a laponita esta entre as cadeias
da CB, alterando de alguma maneira as ligacbes de H intracadeias, e desse modo
alterando a cristalinidade através da sua presenca. A LPN na superficie dos
nanocompaositos também pode ser a responsavel por essa alteracédo da intensidade dos

picos do espectro de FT Raman, corroborando assim com os dados obtidos de DRX. 5861
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Figura 24. Espectros de Raman, LPN e CB puras, e nanocompositos obtidos. Legendas na figura.
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Fonte: Autor, 2018.

4.3 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de citotoxicidade com células de queratinécitos foram feitos com
concentracdes crescentes do eluato de contato direto com o material segundo norma da
ISO 10993-5. Tal linhagem foi escolhida visando que o nanocomposito produzido tém
como objetivo 0 uso como um biocurativo topico. Os dados da tabela 4 e figura 25,
indicam que independentemente da concentracdo do eluato obtido as células
apresentaram uma elevada viabilidade, indicando que 0s nanocompoésitos néo
apresentam toxicidade frente aos queratinocitos, como mencionado por Haraguchi e

colaboradores.83 64
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Tabela 4 - Média da viabilidade celular dos queratinécitos frente aos nanocompaésitos.

CB Pura
Concentragao(%)| 100 50 25 12,5 6,2 3,1 1,6 0,8
Média 100,00|100,00(100,00|100,00(100,00( 96,05 | 99,61 |100,00
DP 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,84 0,67 | 0,00

CB-LPN 1,0%
Concentragdo (%)| 100 50 25 (12,50 | 6,2 3,1 1,6 0,8
Média 94,00 | 96,29 [100,00| 98,86 | 99,87 | 96,45 | 99,04 | 95,54
DP 5,31 6,43 0,00 1,97 0,23 6,16 1,66 7,73

Fonte: Autor, 2018.

Figura 25 Graficos Viabilidade Celular dos nanocompdsitos.
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Fonte: Autor, 2018.

4.4 Ensaio de Inibicdo bacteriana

Considerando a composi¢do da LPN (Laponita XLG (Buntech) (Nao7[(Mgss
Lio,3)Sis O20 (OH)4]), e o fato de que durante o processo de formagéo dos nanocompoésitos
ocorreu uma reducao do desenvolvimento normal da biocelulose, como observado na
tabela 6. Foi realizado os ensaios de inibicdo bacteriana frente a duas bactérias que
causam muitas infec¢cbes cutaneas, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388, Gram -) e

Sthaphylococcus aureus (ATCC 6538, Gram +). Como ilustrado nas figuras 26 e 27.



Figura 26 - Teste de inibicdo do crescimento bacteriano, P. aeruginosa.
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Figura 27 - Teste de inibi¢c&o do crescimento bacteriano, S. aureus.
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Porém, como visto, 0s nanocompadsitos com a mais alta concentragdo de LPN néo

apresentaram atividade antimicrobiana.



4.5 Ensaio de Dissolucéo

Para o ensaio de dissolucdo do farmaco, mediu-se a absorbancia em 5 pontos
com concentracdes crescentes (medidas feitas em triplicata), calculou-se a média, o
desvio padrao (DP) e o coeficiente de variagdo (CV), como mostrado na tabela 5. Atraveés,
da média desses pontos e das concentracdes determinadas, tragou-se a reta da
concentragdo de CFN x Absorbéncia, como mostrado na figura 28 e determinou-se a

equacao da reta.

Tabela 5 - Dados para equacgéo da reta.

5 15 25 35 45
0,2584 | 0,7821 | 1,2930 | 1,7422 | 2,2009
0,2675 | 0,7615 | 1,2863 | 1,7608 | 2,1963
0,2713 | 0,7861 | 1,2856 | 1,7579 | 2,1855
0,2657 | 0,7766 | 1,2883 | 1,7536 | 2,1942
0,0066 | 0,0132 | 0,0041 [ 0,0100 [ 0,0079
2,4820 | 1,6986 | 0,3171 | 0,5707 | 0,3603

Fonte: Autor, 2018.

Figura 28 Concentragcdes de CFN x Absorbéncia, determinagado da equacédo da reta.
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Concentragdo (ug/mL)

y =0,0483x + 0,0472

R? =0,9989

Fonte: Autor, 2018.

A preciséo foi avaliada em seis determinagdes (2,6pug/mL para CFN). Os desvios
DPRs foram menores que 5%. Na exatiddo foram verificadas as recuperacbes das
amostras nas concentracdes de 80, 100 e 120% (2,60 e 3,12ug/mL para CFN). Os
valores de recuperacgao variaram de 91,7 a 102,8% para CFEN. O LD foi de 0,35ug/mL e

o LQ foi de 1,20ug/mL.
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O ensaio de dissolucéo foi feito para 4 amostras, cada uma delas incorporadas
com 50 mg de CFN. As amostras escolhidas foram CB pura seca, CB pura Uumida, para
gue fosse feito o controle do ensaio, CB-LPN 1,0% seca e CB-LPN 1,0% umida.

Esses nanocompdsitos foram selecionados para observarmos se alguma
modificacdo seria notada com a maior concentracao de LPN, e também se a secagem
do composto modificaria a liberacdo de farmaco da biomembrana. Na tabela 6, nds temos

as massas referentes aos nanocompaositos antes do processo de incorporacéao da CFN.

Tabela 6 Relagdo das massas dos nanocompositos.

CB Pura Umida CB Pura seca |CB-LPN 1% umida| CB-LPN 1% seca
Amostra 1 21153 mg 160 mg 4 900 mg 32 mg
Amostra 2 19100 mg 138 mg 5205 mg 30 mg
Amostra 3 22 200 mg 148 mg 5300 mg 35mg

Fonte: Autor, 2018.

Realizou-se o0 ensaio em triplicata, aliquotas foram coletadas em 5, 10,15, 30, 45,
60, 120, 150, 180, 210, 240 e 300 min, respectivamente. Em 300 min, temos o ponto
infinito, onde a haste do dissolutor foi submetida por uma hora a sua rotacdo maxima
para garantir a liberacéo total do composto. O valor das médias das absorbancias em
272 nm foi medido em espectrofotdmetro de UV-Vis, e através da férmula da equacao da
reta da figura 28, a concentragdo real de CFN foi determinada e estimada em
porcentagem com seus respectivos DP, como mostrado na tabela 7 e figura 29,

respectivamente.

Tabela 7 Média da % liberada de CFN no ensaio de dissolugéo.

CB-LPN 1,0% seca
Tempo (min) 0 5 10 15 30 45 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 300
Média % Liberada 66 68 70 74 77 79 79 78 77 76 77 79 79
DP 0 |16,01{10,55|12,14| 6,58 | 5,36 | 9,90 | 8,75 | 3,16 | 7,16 | 897 | 8,39 | 5,11 |10,11
CB-LPN 1,0% Uumida
Tempo (min) 0 5 10 15 30 45 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 300
Média % Liberada| 0 68 71 79 79 78 72 79 93 77 79 78 81 81
DP 0,00 | 895 | 1,72 |16,31(11,50|13,63| 4,01 {13,35| 5,55 | 8,03 |14,01(10,92|14,82|17,08
CB pura seca
Tempo (min) 0 5 10 15 30 45 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 300
Média % liberada| O 76 82 82 83 83 83 84 82 83 84 84 79 81
DP 0 3,01 398|390 |345|3,76| 128|186 |4,35|3,23| 227|260 3,91] 3,70
CB pura umida
Tempo (Min) 0 5 10 15 30 45 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 300
Média % Liberada| 0 34 33 57 68 81 81 84 82 83 83 85 83 85
DP 0 899 |336|214|759(6,33|186| 6,16 | 3,00 | 3,28 | 3,36 | 6,82 | 3,99 | 6,75

Fonte: Autor, 2018.

o
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Figura 29 Comparativo da concentragdo de CFN liberada no ensaio.
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Fonte: Autor, 2018.
Como observado, os nanocompg@sitos contendo LPN ndo apresentaram uma

alteracdo do perfil de liberacdo do farmaco quando comparado com a CB pura seca.
Porém, pode-se observar no experimento uma pequena alteracdo no perfil de liberagcéo
da CB pura Umida.

Na CB pura umida tem-se area superficial, area de contato, volume e espessura
maiores quando comparados com a biomembrana seca, pode-se atribuir a essas
caracteristicas a alteracdo do perfil de liberacédo do produto quando Umido.*!

O fato de ndo vermos essa alteracdo no nanocompaosito CB-LPN 1,0% umido,

pode estar ligado a massa menor quando comparado com a CB pura Uimida.5?



57

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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6 Perspectivas

O ensaio preliminar de dissolugdo com cafeina, apesar de néo ter apresentado
alteracéo significativa, possibilita a tentativa do uso de outros farmacos com diferentes
propriedades e em diferentes faixas de pH.

O espaco interlamelar de 1.73 nm da LPN, e sua forma de se organizar quando
esfoliada permite gerar grandes perspectivas para 0 composto na area de liberacao de
farmacos, juntamente com suas propriedades biocompativeis e atdxicas. Além disso, o
nanocompoésito também pode ser direcionado para o uso nos estudos de engenharia

tecidual.
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