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RESUMO

Essa tese foi dividida em cinco capitulos, sendo que todos contemplam a celulose
bacteriana (CB). O primeiro deles, trata da introducdo acerca do polimero, sendo
abordado desde o contexto histérico, producdo, caracteristicas fisico-quimicas até
suas possiveis utilizacdes. O segundo avalia possiveis alteracbes que um tratamento
de prensagem para retirada de &gua pode ocasionar nas propriedades fisico-
guimicas, mecanicas e térmicas do polimero. Observou-se que o tratamento nao
promoveu alteracdo na estabilidade térmica, tampouco alteracbes quimicas da
membrana, porém, foi observado que as propriedades mecéanicas foram alteradas
com diminuicdo da resisténcia a perfuragcdo das amostras submetidas ao tratamento
de prensagem. O terceiro capitulo é sobre a utilizacdo de residuos do cajueiro como
fonte alternativa de meio de cultivo para a producdo da CB e foi demonstrado que o
meio suplementado com 50% de exsudato de caju e com metade da glicose
adicionada no meio de cultivo padrdo (Hestrin Schramm) forneceram o mesmo
rendimento (6 gL?); além disso, os meios sem glicose e adicionados dos residuos,
forneceram 2,3 e 2,8 gL para goma de caju e exsudato de caju, respectivamente,
sem alteracdes morfologicas, térmicas e quimicas. A partir do quarto capitulo, a tese
retrata o estudo da CB em aplicagfes praticas, como a adicdo da argila paligorsquita
para a producdo de nanocompdésitos, bem como sua caracterizacdo e estudo de
liberacédo in vitro do farmaco metronidazol. Os resultados indicaram que a morfologia
foi alterada com o recobrimento da CB pela paligorsquita, houve aumento da
cristalinidade e da estabilidade térmica dos compédsitos com o aumento da
concentracdo de reforco, além do retardo da liberacdo do farmaco metronidazol na
membrana em que foi utilizado 15% da argila. Finalmente, o quinto capitulo retrata a
adicdo quitosana a CB juntamente com o farmaco ciprofloxacino, seguido de
caracterizacdo do compdsito, e testes in vitro e estudo in vivo afim de avaliar a
propriedade de regeneracéo tecidual de feridas em camundongos. Foi observado que
o filme desenvolvido foi capaz de reduzir 90 % da area da ferida no décimo quarto dia
de experimento, enquanto a celulose pura reduziu 95,58 % e ambas com 100% de
cicatrizacdo no vigésimo primeiro dia. Além disso, ndo demonstrou ser citotoxica nem
mutagénica e apresentaram o mesmo perfil de liberacéo do farmaco ciprofloxacino no
estudo de dissolucdo. De maneira geral, a CB demonstrou sua versatilidade, desde a
possibilidade de reducdo de custos, a manufatura de nanocompdsitos, até sua
aplicacao obtida com sucesso no uso em liberacéo de farmacos e biocurativos.

Palavras-chave: celulose bacteriana, compadsitos, liberacao de farmacos, cicatrizacao.



ABSTRACT

The current thesis was divided into five chapters, all of them concerning bacterial
cellulose (CB). The first chapter presents the introduction about the polymer,
approaching the historical context, production, physicochemical characteristics and its
possible uses. The second one evaluates possible changes that a pressing treatment
can cause in the physico-chemical, mechanical and thermal properties of the polymer.
It was observed that the treatment did not promote alteration in the thermal stability,
nor any chemical changes of the membrane, however, it was observed the mechanical
properties were altered with reduction of the puncture resistance of the samples
subjected to the pressing treatment. The third chapter is about the use of cashew
residues as an alternative source of culture medium for the production of CB and it has
been demonstrated that the medium supplemented with 50% cashew exudate and with
half of the glucose added in the standard culture medium (Hestrin Schramm) furnished
the same yield (6 gL-1); in addition, the glucose-free media added to the residues
furnished 2.3 and 2.8 gL-1 for cashew gum and cashew exudate, respectively, without
morphological, thermal or chemical changes. From the fourth chapter, the thesis
describes the study of CB in practical applications, such as the addition of palygorskite
clay for the production of nanocomposites, as well as its characterization and study of
the in vitro release of the drug metronidazole. The results indicated that the morphology
was altered with the coating of CB by palygorskite, there was an increase in the
crystallinity and thermal stability of the composites with the increase of the
reinforcement concentration, besides the delay of the release of metronidazole in the
membrane in which 15% of the clay was used. Finally, the fifth chapter depicts chitosan
addition to CB together with the drug ciprofloxacin, followed by composite
characterization, in vitro and in vivo study aiming to evaluate the tissue regeneration
property of wounds in mice. It was observed that the film was able to reduce 90% of
the wound area on the 14th day of the experiment, while the pure cellulose reduced
95.58% and both had a 100% healing on the twenty-first day. In addition, it was not
observed neither cytotoxic nor mutagenic effects and the developed film presented the
same drug release profile of the ciprofloxacin in the dissolution study. In general, CB
shows its versatility, from the possibility of cost reduction,

manufacture of nanocomposites, until its application successfully obtained in the use
in drug release and biocuratives.

Key-words: bacterial cellulose, composites, drug delivery, wound healing.
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Apresentacao

Essa tese foi dividida em cinco capitulos, sendo que todos contemplam a
celulose bacteriana (CB). O primeiro deles, trata da introdugéo acerca do biopolimero,
onde é abordado desde o contexto historico, producéo, caracteristicas fisico-quimicas
até suas possiveis utilizacoes.

Devido a grande utilizacdo da CB em diversas areas, o processamento pos-
producdo €& bastante variado. Porém, na maioria de suas aplicacbes, faz-se
necessario a retirada total ou parcial da agua mantida dentre as fibras da membrana
e, dentre esses procedimentos, inclui-se a prensagem. Entretanto, pouco se conhece
a respeito de possiveis alteragdes que um tratamento de prensagem pode ocasionar
nas propriedades fisico-quimicas e mecéanicas do biopolimero. Dessa forma, o
segundo capitulo reporta os resultados do tratamento de prensagem nas
caracteristicas da membrana, em que foi observado principalmente influéncia nas
propriedades mecanicas.

Uma vez que nosso grupo de pesquisas (BIOPOLMAT) vem produzindo
membranas quase que diariamente, foi possivel observar um custo consideravel na
aguisicao de reagentes da composicdo do meio de cultivo necessario para a sintese
do biopolimero, somado ao fato de que a bactéria superprodutora Komagataeibacter
rhaeticus requer quantidades maiores de glicose que a maioria de outras bactérias
necessitam para a producao de CB. Com o objetivo de se prospectar alternativas para
a reducdo do custo de producdo do biopolimero, o Laboratério Interdisciplinar de
Materiais Avancados/LIMAV da Universidade Federal do Piaui, que em uma de suas
linhas de pesquisa trabalha com residuos de produtos locais, gentilmente nos cedeu,
em parceria, residuos de cajueiro, tais como o exsudato extraido do tronco e a goma
(exsudato purificado). Esses residuos foram adicionados no meio de cultivo e obteve-
se éxito em conseguir uma reducdo de 50 % da quantidade de glicose adicionada. O
terceiro capitulo aborda a utilizagdo dos residuos no meio de cultivo como alternativa
a producdo da CB. Este capitulo ja foi publicado em forma de artigo na revista
Industrial Crops and Products com o seguinte titulo: “Development and
characterization of bacterial cellulose produced by cashew tree residues as alternative

carbon source”.



A partir do quarto capitulo, a tese retrata 0 estudo da CB em aplicacbes
praticas, como a utilizacdo da argila paligorsquita, que também é proveniente da
parceria com a UFPI, para a producédo de biocompoésitos com a celulose bacteriana,
bem como sua caracterizacdo e estudo de liberag&o in vitro do farmaco metronidazol
a partir do nanocompaosito desenvolvido. A proposta do desenvolvimento do compadsito
veio a partir da problematica relatada na literatura em que a utilizacdo apenas da
celulose para uso em liberacao controlada de farmacos tem a desvantagem de que
independente do farmaco utilizado, ocorre um “burst” de liberagcdo de 80 % nos
primeiros 30 min. A partir de varias concentracdes testadas do argilomineral, foi
destacado principalmente o controle efetivo da liberacdo do farmaco metronidazol com
a sua adsorcao na suspensdo de 15 % da argila com posterior incorporacdo na
membrana.

Finalmente, os resultados apresentados no quinto capitulo, os quais foram
parcialmente obtidos durante a permanéncia do aluno no Laboratério de
Nanobiomateriales da Universidad Nacional de La Plata, na Argentina, retrata a adicéo
da CB com a quitosana, um polimero natural bastante conhecido e utilizado na
industria farmacéutica pelas 6timas propriedades, como boa interacdo com a pele
devido as cargas positivas e também devido as propriedades antimicrobianas e
formacdo de gel. No desenvolvimento do fiime de CB/quitosana, foi adicionado o
farmaco ciprofloxacino, seguido de caracterizacdo do compdsito e um estudo in vivo

afim de avaliar a propriedade de regeneracéo tecidual de feridas em camundongos.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO SOBRE CELULOSE
BACTERIANA



1. INTRODUCAO

Os consumidores, a industria e 0 governo estdo cada vez mais exigentes para
o desenvolvimento e utilizacdo de produtos obtidos a partir de recursos sustentaveis,
biodegradaveis, ndo baseados em petréleo e que tenham baixos riscos a saude e a
seguranca humana, animal e ambiental (MOON et al., 2011).

A celulose € um dos polimeros mais abundantes, de baixo custo, facilmente
disponivel em todo o mundo e é tradicionalmente extraido a partir de plantas ou de
seus residuos. A biossintese de celulose tem lugar ndo apenas em plantas, mas
também podem ser secretadas por bactérias, tais como Acanthamoeba sp,
Achromobacter sp. e Komagataeirbacter sp, algas (Valonia, Chaetamorpha spp.) e
fungos (BROWN JUNIOR, 2004; KLEMM et al., 2005).

A celulose bacteriana ou biocelulose (CB) foi relatada a primeira vez por A. J.
Brown em 1886 que, trabalhando com fermentacédo do vinagre, constatou uma fina
pelicula na superficie do meio liquido. Ao analisar a estrutura quimica do produto
formado, percebeu que esta era idéntica a da celulose vegetal. Porém, apenas num
passado recente que a sua aplicabilidade é realizada (TAKAI, TSUTA e WATANABE,
1975).

Ao longo dos ultimos anos, existe um crescente interesse em pesquisas e
aplicagbes comerciais de celulose bacteriana. Exemplos importantes incluem
alimentacdo livre de calorias, tal como nata de coco (JAGANNATH et al., 2008), uso
como embalagens ativas (Padréo et al., 2016), aditivos alimenticios (SHI et al., 2013),
biosensores (LI et al., 2016; PIRICH et al., 2017), displays flexiveis (UMMARTYOTIN
et al., 2012; PINTO et al., 2015), membranas acusticas (VANDAMME et al. 1998),
aditivos na producéo de trelicas e papel (TABARSA et al., 2017), dentre outras.

Porém, recentemente a CB e seus compdsitos tém se destacado e vém sendo
estudados e utilizados para fins médicos de alta performance, que vao desde
biocurativos ou substituto temporario de peles no tratamento de queimaduras e
Ulceras (CZAJA et al., 2006; HU et al., 2009), suporte para crescimento celular e uso
na engenharia de tecidos (SVENSSON et al., 2005; DE OLIVEIRA BARUD et al.,
2015), utilizacdo em cicatrizacdo de perfuracdes da membrana timpanica (SILVEIRA
et al., 2016), estudo para o desenvolvimento de vasos sanguineos (SCHUMANN et
al., 2009; WIPPERMANN et al., 2009), aplicacbes oftalmicas como lentes de contato



(LEVINSON e GLONEK et al., 2010 e cornea artificial (HUI et al., 2009), suporte para
regeneracdo o0ssea (PETERSEN e GATENHOLM, 2011), liberacdo controlada de
farmacos (TROVATTI et al., 2011; ABEER, MOHD AMIN e MARTIN, 2014, FONTES
et al., 2018), cosméticos (AMNUAIKIT et al., 2011; PACHECO et al., 2017; LANCOME
BLANC EXPERT SUN LOVING ZONE BIO-CELLULOSE MASK), dentre outros
produtos comercializados. Ainda, neste contexto, pesquisas confirmam argumentos
para uma perspectiva positiva de celulose bacteriana na sua utilizagdo como um
eficiente biomaterial na area médica.

O biopolimero é produzido principalmente por bactérias Gram-negativas do
género Komagataeirbacter (anteriormente classificada como género Acetobacter e
Gluconacetobacter) (VELAQUEZ-RIANO e BOJACA, 2017). Estas bactérias s&o
estritamente aerdbicas e capazes de produzir celulose como um produto extracelular
em meios estaticos (na interface ar - meio) em que uma membrana é sintetizada na
superficie do meio de cultivo, e também sob agitacdo, em que o oxigénio esta disperso
no meio de cultivo e sédo formadas esferas no lugar da membrana. Outras técnicas de
producdo também sao utilizadas, como em reatores de forma continua e semicontinua
(CACICEDO et al., 2015).

A maneira como o biopolimero é produzido, varia de acordo com a demanda e
de sua aplicacdo, o que é dependente das consideracbes praticas, tais como a
capacidade de expansdo e os custos de producdo (LUSTRI et al., 2015). Embora
existam maneiras distintas de se produzir CB, o principal objetivo é atingir a
guantidade maxima de producéo. Além disso, deve-se considerar que sua estrutura
morfologica e propriedades fisicas e mecéanicas sdo estritamente influenciadas pelo
método de cultivo (KRYSTYNOWICZ et al.,2002). As condi¢cdes Otimas para
crescimento séo de temperaturas entre 25 e 30 °C e com valores de pH entre 4 e 7
(IGUCHI, YAMANAKA e BUDHIONO, 2000; CZAJA, ROMANOVICZ e BROWN,
2004).

A formacgéo do biopolimero possui caracteristicas intrinsecas que o diferencia
da celulose vegetal, tal como sua morfologia formada pelo arranjo tridimensional
composto por nano e microfibrilas secretados para o ambiente externo pelos poros
presentes na superficie da parede da célula bacteriana (TROVATTI, 2013). O
diametro dessas fibras varia de 25 a 100 nm com comprimento na escala micrométrica
(LEE et al., 2014).



Quanto a estrutura quimica, a celulose é um homopolimero constituido de

mondmeros de glicose ligados por ligacdes glicosidicas 1,4 como ilustra a figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica de celulose bacteriana

Fonte: LUSTRI et al., 2015

Embora a composicao quimica da CB seja idéntica a da celulose vegetal, a CB € livre
de algumas moléculas como lignina, hemicelulose e pectina, além de apresentar
diferenca em suas propriedades e morfologia (ESA, TASIRIN e RAHMAN, 2014,
HEINZE, 2015).

Devido a forte interacdo entre os grupos hidroxila, existe uma tendéncia para
que as fibras de CB se organizem por ligacdes intramoleculares e intermoleculares
(ligacdes de hidrogénio), o que permite a producado de folhas com elevada porosidade
e area superficial (DE OLIVEIRA BARUD et al., 2016).

As ligagOes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas mantém as cadeias
juntas e respondem pelo alto grau de cristalinidade, baixa solubilidade e

degradabilidade da celulose quando utilizada in vivo. A rede de nanofibras produz um



biomaterial com alta resisténcia mecanica, altos valores de retencdo de agua, além
de maior grau de cristalinidade e biocompatibilidade, quando comparada a celulose
vegetal (HELENIUS et al., 2006; MYIAMOTO et al., 1989; NAKAGAITO e YANO,
2014).

Quanto a estrutura cristalina, as cadeias de celulose sédo sintetizadas e
formadas em microfibrilas constituidas por dominios amorfos e cristalinos e o grau de
cristalinidade (razdo entre a massa de dominios cristalinos e a massa total da
celulose) e dimensbfes das fibras sdo diretamente proporcionas a sua origem (klemm
et al., 2006). O grande interesse em pesquisar a orientacdo cristalina da celulose é
devido a influéncia dessas caracteristicas nas propriedades fisicas, bem como sua
acessibilidade a modificacdo quimica, intumescimento e fendmenos de adsor¢éo e
propriedades mecanicas (SOUZA LIMA e BORSALI, 2003). Tanto a celulose vegetal
bacteriana como a nativa (a chamada celulose ) coexistem duas modificacbes
cristalinas la (triclinica) e IB (monoclinica). A diferenga consiste nas ligacdes de
hidrogénio e na conformacg&o com as cadeias vizinhas de celulose. A proporcéo entre
as fragbes la e IB em qualquer amostra de celulose nativa esta relacionada com a
origem. A CB e a celulose extraida de algas (Valonia) contém em maior quantidade a
célula unitaria la, triclinica, enquanto nas celuloses de algodao, rami e madeira
predominam a célula unitaria 18, monoclinica (KLEMM et al.,2002).

Durante o processo de producao, apés a sintese, a membrana é lavada para
remocao de células bacterianas, acidos organicos, sais, acucares residuais e outros
componentes do meio de cultura, que estdo na rede de nanofibras. Ao contrario da
celulose vegetal, a CB é facilmente purificada com solucédo de hidréxido de sédio
(NaOH) e com baixo consumo de energia (SANI e DAHMAN, 2010).

Uma das principais caracteristicas deste biopolimero em questdo é a
capacidade do controle de sua estrutura supramolecular, por exemplo, com a adi¢cao
de compostos sollveis no meio de cultivo, que pode alterar a biossintese da celulose
produzida pela bactéria, podendo também ser adsorvido e cristalizar uma nova
composicao da rede de nanofibras, alterando a morfologia e propriedades mecanicas.
Além disso, a bactéria produtora, o meio de cultivo utilizado e o tipo de secagem
podem modificar o polimero produzido. Essas modificacdes sdo conhecidas como
modificacdes in situ (KLEMM et al., 2009).



Outro tipo de modificacdo ocorre quando se insere outros materiais nas fibras
de CB ap06s o cultivo, como a incorporacdo de mondémeros, polimeros, metais, dentre
outros compostos na membrana in natura, alterando caracteristicas especificas, e
também, ampliando o campo de pesquisa com o biopolimero (KLEMM et al., 2009).
Essas interacfes podem ser fisicas ou ocorrer por meio de ligacdes de hidrogénio
entre a CB e o material de refor¢o incorporado. As substancias adicionadas podem
facilmente penetrar e incorporar dentro da matriz porosa da CB e/ou se ligarem as
hidroxilas presentes. Esta estratégia € muito mais simples e mais utilizada do que a
estratégia de sintese in situ, principalmente por manter as propriedades da CB aliadas
a estrutura do material adicionado na maioria das vezes, formando compadsitos (SHAH
et al., 2013).

Os compositos de CB superam suas limitacdes e aumentam a gama de
aplicacoes. Os exemplos mais aplicados sédo na area biomédica, onde € largamente
utilizada pela sintese de compostos usando outros polimeros ou materiais bioativos,
conferindo propriedades antibacterianas, antivirais, antifingicas, cicatrizantes dentre
outras. Somado a isso, trabalhos com nanoparticulas tem sido publicados com a sua
incorporacdo na membrana de CB para diversas aplicacdes, incluindo nanoparticulas
de prata (Ag), ouro (Au), paladio (Pd), 6xido de ferro (FeO), platina (Pt) e 6xido de
titanio (TiO2) (SHAH et al., 2013).

Diante do exposto, observa-se que a CB apresenta caracteristicas que a
torna uma importante matriz para apresentacao de diversos tipos de formulacfes para

aplicacdes médicas, aspecto que sera explorado nos capitulos posteriores.
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1. INTRODUCAO

Dentre as principais caracteristicas da CB, a capacidade de adsor¢do de agua
€ uma das mais conhecidas, podendo reter 99 % de liquidos devido a sua grande
quantidade de grupos hidroxilas favorecendo de ligacbes de hidrogénio com
moléculas de agua e outros solventes polares (REBELO et al., 2018; ESA, 2014).

Embora extensivamente estudados nos ultimos anos, as propriedades de CB
estdo longe de ser completamente compreendidas, em particular sobre 0s processos
de purificacdo e secagem e quais sao seus efeitos correspondentes nas propriedades
das fibras.

A maioria das pesquisas e produtos de CB sdo oriundos da membrana ja
desidratada e o processamento pés-producédo da retirada de &gua mantida dentre as
fibras da membrana € bastante variado. Somado a isso, pouco se conhece a respeito
de possiveis alteracdes que um tratamento de prensagem pode ocasionar nas
propriedades fisico-quimicas e mecéanicas da CB ap0s a prensagem.

Klemm e colaboradores em 2006 relatam a influéncia de tratamentos quimicos
na membrana de CB, que em comparacdo da purificacdo de membranas usando
carbonato de potassio ou de sodio com o tratamento comum com solucbes de
hidréxido de so6dio ou potassio aquoso 0,1-2,0N. Os autores consideraram que a
purificacdo de hidroxido leva a uma diminuicdo a resisténcia a tracdo e de
alongamento do material, sendo menor esse efeito no caso de tratamento com
carbonato. Além disso, a taxa de transmissao de oxigénio é maior apos lavagem com
carbonato.

Trabalhos com este citado no paragrafo anterior sdo bastante escassos na
literatura, principalmente acerca da influéncia de processos fisicos praticados
rotineiramente na produgéo das membranas, nas propriedades da CB. Dessa forma,
o capitulo reporta sobre a influéncia do tratamento de prensagem nas caracteristicas

morfoldgicas, quimicas, mecanicas e térmicas da CB.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Caracterizacao da estrutura da CB (avaliagcdo morfoldgica, quimica, mecanica e
térmica) apOs processo de prensagem com a utilizacdo de prensa hidraulica e

secagem.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter membranas de CB por processo estatico, prensagem e secagem.
¢ Analisar morfologicamente a superficie da CB;

e Avaliar a estrutura quimica;

e Avaliar a propriedade mecéanica por texturdmetro;

e Avaliar termogravimetricamente.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

D-glicose anidra, acido citrico, etanol, fosfato de potassio bibasico (KH2POa4),
fosfato de sbdio bibasico (Na:HPOas), sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS0a4.7H20) todos foram adquiridos da marca Synth®. Peptona, agar e extrato de

levedura foram adquiridos da marca Merck.

3.2. Producgéo das membranas de CB

A bactéria gram-negativa Komagataeibacter rhaeticus foi previamente isolado
por Dos Santos et al. (2014). As cepas foram mantidas em refrigeracéo entre 4 e 8 °C
até sua ativacdo em meio de cultura sélido composto por 20 gL de glicose, 5 gL de
extrato de levedura, 5 gL? de peptona, 2,7 gL? de (NazHPOa), 1,15 gL de acido
citrico, 20 gL de Agar e 4gua destilada. Para a ativacdo, os microrganismos foram
incubados a 28 °C por 72 h. Uma vez ativadas, as bactérias foram inoculadas em meio
de cultura liquido composto por 50 gL de glicose, 4 gL de extrato de levedura, 0,73
gLt de (MgS0a4.7H20), 2 gL* de fosfato de potassio monobasico (KH2PQOa4), 20 gL
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de etanol e agua destilada. Esta solucao foi incubada a 28 °C por 24 h e chamada de
pré-inoculo (MACHADO et al., 2016). Para o cultivo, esta solucao foi inoculada em
erlenmeyers de 1 L na propor¢éo de 1:9 de pré-inoculo: meio HS (20 mL de pré-inoculo
para 180 mL de meio HS) e incubadas a 28 °C por 168 h em processo estético. As
membranas produzidas foram lavadas exaustivamente com agua destilada e depois
purificadas imersas em solu¢cdo 0,1 M de NaOH por 45 min a 80 °C, seguida de

exaustivas lavagens com agua destilada até atingir pH neutro.

3.3. Prensagem das membranas

Para auxiliar no processo de secagem, as membranas foram prensadas em
prensa hidraulica Skay 1,5 ton como mostra a figura 1, nas pressfes de 1, 2, e 3
toneladas nos periodos de 10, 20 e 30 segundos, conforme planejamento composto
central descrito no item 3.4. Posteriormente, as membranas foram secas em estufa

com circulacéo for¢cada de ar a 38 °C por 24 h.

Figura 2 - Prensa Hidraulica, utilizada para eliminacdo de H20 da membrana de CB.
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3.4. Planejamento composto central

A fim de avaliar o processo de prensagem das membranas, foi realizado um
planejamento composto central analisando algumas variaveis, verificando assim, sua
influéncia nas caracteristicas da CB. As variaveis analisadas foram tempo e forca de
prensagem de acordo com um planejamento fatorial completo 3x3x3 = 9. As variaveis
foram divididas em trés niveis sendo 1 (menor), 2 (intermediario) e 3 (alto). A tabela 1
apresenta o total de 9 experimentos realizados.

Espessura: referente a 168 h de producéo da CB.
Forca: niveis 1 (1 toneladas), 2 (2 toneladas) e 3 (3 toneladas)

Tempo: niveis 1 (10 segundos), 2 (20 segundos) e 3 (30 segundos)

Tabela 1 - Variaveis analisadas no processo de prensagem das membranas de CB.

Experimento Forca Tempo
CB 0 0
CB1 1 1
CB 2 1 2
CB 3 1 3
CB4 2 1
CB 5 2 2
CB 6 2 3
CB7 3 1
CB 8 3 2
CB9 3 3

3.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie das amostras foi observada em um microscopio
eletrénico de varredura (JEOL JMF-6700F). Todas as amostras foram depositadas em
suportes de cobre, recobertas por uma camada de carbono com microscopio

operando na tenséo de 2 kV.
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3.6.Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando o espectrometro BRUKER 70 com
resolucdo 4 cm? utilizando 16 varreduras na regido espectral de 4000 a 400 cm™ em
acessorio de refletancia total atenuada (ATR). Foram analisadas as amostras CB,
CB1, CB4 e C7, representando uma amostra de cada forca efetuada na prensagem

para ser avaliada pela técnica.

3.7. Avaliacéo das propriedades mecanicas por texturometro

As propriedades mecénicas foram analisadas utilizando um texturGmetro
modelo TA-XT2 (Stable Micro Systems) equipado com uma sonda em aco inoxidavel
com ponteira esférica (5 mm). Para execucdo das medidas, a espessura das
membranas foi analisada utilizando um micrometro digital MDC-Lite (Mitutoyo®) em 5
posicdes diferentes nas amostras. As analises foram feitas em sextuplicata e os
valores das médias foram calculados. Entdo, as sec¢des de CB foram fixadas num
suporte com orificio circular (D=10 mm) e a sonda foi acionada através da membrana
com velocidade de 1 mm st e forca de gatilho de 0,005 kg. As curvas forca-
deslocamento foram registradas até a ruptura do filme e utilizadas para determinar a
resisténcia a perfuracdo (Rp), o alongamento durante a perfuracao (Ap), a energia de
perfuracéo (Ep), que foram calculados a partir das equacdes de 1 a 4 (MENEGUIN et
al., 2014; LIMMATVAPIRAT et al., 2007):

— Fmax
ACS

Rp Equacgao (1)

onde Fmax (N) é a forca maxima aplicada e Acs (mm?) é a area de sec¢éo transversal
das membranas colocadas no orificio circular, com Acs = 2rh, onde r é o raio do orificio

e h é a espessura da membrana.

VT & -1 )
Ap = — x 100 Equacao (3)
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onde r (mm) € o raio da membrana exposta na placa do orificio e d o deslocamento

da sonda do ponto de contato para o ponto de puncéao.

E,=—+— Equacgao (4)

onde AUC é a area sob a curva de forca versus o deslocamento e V o volume da
membrana (V = mrr?h, onde r é o raio do orificio e h é a espessura da membrana)

colocada na placa do orificio.

3.8. Anélise termogravimétrica TG/DTG

As andlises termogravimétricas foram efetuadas utilizando equipamento
modelo SDT Q600 (TA Instruments, USA) com taxa de aquecimento de 20 °C/min sob
atmosfera de nitrogénio de temperatura ambiente até 600 °C. Foram analisadas as
amostras CB, CB1, CB4 e C7, representando uma amostra de cada forca efetuada na

prensagem para ser avaliada pela técnica.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. MEV

As micrografias da morfologia das amostras obtidas por MEV estdo
representadas na figura 2, com a CB sem tratamento e as demais com o tratamento
de prensagem, conforme o planejamento composto central. As micrografias
apresentaram a estrutura tridimensional, distribuidas de forma aleatoria e porosa, que
é caracteristica da CB.

As membranas com tratamento (CB 1-9) apresentaram discreta aproximacao
entre as fibras quando comparadas com a amostra sem tratamento (CB), isso se deve,
provavelmente devido compactacédo sofrida pelas fibras na aplicacdo da forca para
retirada de agua pela prensagem. Além disso, € possivel afirmar que existe um
tendéncia das fibras se alinharem e se organizarem mais do que quando comparadas

a CB sem tratamento de prensagem.



Figura 3 - Micrografias obtidas por MEV da amostra s
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4.2. FTIR

A figura 3 apresenta os espectros de FTIR das amostras de CB sem
tratamento e os espectros das amostras CB1, CB4 e CB7 com tratamento.

A CB apresenta bandas bem caracteristicas na regiéo, 1106 e 1165 cm™ a
ligacdo C-O de alcool primario, e a ligacdo C-O-C, respectivamente. A banda
larga em 3346 cm foi atribuida ao estiramento do OH. A banda em 1642 cm™
foi atribuida a O-H de agua adsorvida. Bandas caracteristicas de estiramentos
de CH dos grupos CH2 e CHz podem ser observadas em 2894 cm™.

CB7

VY

T,

W/vf’ﬁ o,
VW,

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Transmitancia (a.u.)

Namero de onda (cm™)

Figura 4 - Espectros de FTIR da amostra de CB sem tratamento e das

amostras CB1, CB4 e CB7 com tratamento.

Todas as amostras apresentaram espectro caracteristico da CB, e nao
foram observadas diferengas entre as bandas nos espectros. Os espectros
obtidos demonstraram alta similaridade, indicando que pelo FTIR n&o foi
possivel demonstrar o comprometimento da estrutura quimica da CB apos o

processo de prensagem.
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4.3. Avaliacao das propriedades mecanicas por texturdmetro

Os parametros relacionados as propriedades mecanicas das amostras
estdo representados na tabela 2. Foram analisados os parametros de resisténcia
a perfuracdo (Rp), alongamento durante a perfuracdo (Ap) e a energia
empregada durante a perfuracéo (Ep).

A amostra sem tratamento (CB) apresentou maior resisténcia a
perfuracdo quando comparada as demais amostras submetidas a prensagem.
Isso pode ser atribuido ao colapso sofrido pelas fibras com a compactagéo
sofrida durante a prensagem e secagem, tornando as fibras mais friaveis e
quebradicas, diferentemente das fibras da membrana sem tratamento, que
apenas se colapsaram com a secagem, corroborando com as micrografias
apresentadas na MEV.

Pbdde se observar que as amostras CB1, CB2, CB3, CB4, CB5 e CB6
apresentaram uma progressiva resisténcia a perfuracédo de acordo com aumento
gradativo de forca e tempo de prensagem. Porém, as amostras CB7, CB8 e CB9,
tiveram baixos valores de resisténcia a perfuragdo, possivelmente devido ao
rompimento com desfragmentacdo de algumas partes da membrana durante a
prensagem, sugerindo que a forca de 3 toneladas pode ter causado o
rompimento das fibras e consequentemente diminuindo sua resisténcia.

Para o alongamento durante a perfuragdo, a CB sem tratamento
apresentou menores valores quando comparadas as demais amostras. Isso
pode ser explicado devido ao fato de que conforme as membranas foram mais
compactadas e colapsadas, foi possivel observar uma tendéncia das fibras a se
alinharem. Com o alinhamento das fibras, diminui-se os pontos de contato em
gue uma fibra se cruza com a outra e nesses pontos, pode-se afirmar que exista
um ponto de resisténcia maior. E uma vez que existe a diminuicdo desses
pontos, as fibras se alongam mais até o momento da sua ruptura e
consequentemente, aumentando os valores de alongamento a perfuragéo.

A energia gasta durante a perfuracdo estad correlacionada com a
resisténcia da amostra durante a perfuracdo, pois os dados mostram que quanto

maior a resisténcia, maior sera a energia utilizada até sua ruptura.
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Tabela 2 - Propriedades mecéanicas das amostras de CB sem tratamento e de

CB com diferentes tratamentos de prensagem.

Amostra Rp (MPa) Ap (%) E, (x10* kJ m3)

CB 69.95 + 579 3,85+ 0,26 5,12 + 0,618
CB1 9,13+ 1,68 27,39 +1,92 1,29 £ 0,357
CB2 12,06 = 2,49 20,06 + 3,40 1,58 £ 0,569
CB3 19,83 + 3,72 15,96 + 2,50 2,08 + 5,00
CB 4 29,56 + 5,17 14,73 £ 2,04 2,27 0,757
CB5 39,69 + 3,95 5,95+ 1,08 2,85+ 0,388
CB 6 44,13 + 2,28 19,72 + 2,51 3,06 + 0,976
CB7 26,41 + 10,07 9,91+ 3,90 2,81 +0,570
CB 8 30,59+1,24 11,63 = 3,35 2,630,841
CB 9 8,65 + 0,99 19,60 + 3,28 1,83 +0,916

4.4. Anédlise termogravimétrica TG/DTG

A figura 4 mostra as curvas TG/DTG das membranas de CB sem
tratamento e com tratamento (amostras 1, 4 e 7). Todas as amostras
apresentaram comportamento térmico semelhante e pelas curvas obtidas,
observou-se duas perdas de massa. A primeira, uma pequena perda de massa
com inicio em temperatura ambiente até 146 °C que é relacionada a perda de
agua superficial (~ 4,0 — 5,2 %) (DE SALVI et al., 2012). O segundo evento de
perda de massa foi atribuido ao processo de decomposicdo da CB em
temperaturas entre 280 e 401 °C, com a temperatura maxima entre 372 — 375
°C (76 — 88 %). A degradacdo da celulose inclui a despolimerizagao,
desidratacéo e decomposicéo de unidades de glicose (BARUD et al., 2008). Por
fim, como demonstrado pelo FTIR em que o tratamento ndo influenciou no perfil
quimico da CB, nesse caso, 0s resultados mostram que a estabilidade térmica
das membranas com tratamento também n&o foi afetada, uma vez que o perfil

térmico se manteve igual a amostra sem tratamento.
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Figura 5 - Curvas de TG/DTG da amostra sem tratamento (CB), e com

tratamento (CB1, CB4 e CB7).

5. CONCLUSOES

Nesse trabalho foram produzidas membranas de CB e prensadas em

prensa hidraulica para verificar possiveis alteracdes sofridas devido ao processo

de prensagem. Para os parametros quimicos e térmicos, ndo foi possivel

observar diferencas apds os tratamentos. Para morfologia e propriedades

mecanicas, houve influéncia do tratamento para esses resultados, porém, é

discreta frente a diversas possibilidades da utilizagdo do biopolimero, por

exemplo, na utilizagdo da membrana como um biocurativos. Além disso, o

processo de retirada de agua pela prensa, pode acelerar o tempo do processo

de producdo industrial da CB, uma vez que forca a agua sair das fibras e

possivelmente reduzindo o nimero de etapas de lavagem.
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CAPITULO 3
ESTUDO E CARACTERIZACAO DE
BIOCELULOSE PRODUZIDA A
PARTIR DE RESIDUOS DE
CAJUEIRO (ANACARDIUM
OCCIDENTALE) COMO FONTE
ALTERNATIVA DE CARBONO
PARA O MICRORGANISMO
KOMAGATAEIBACTER
RHAETICUS
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1. INTRODUCAO

As excepcionais propriedades fisico-quimicas, disponibilidade e carater
renovavel da celulose tem aumentado sua gama de aplicacbes nas ultimas
décadas. Encorajada pela diminuicdo da demanda de papel, a celulose tem sido
utilizada no desenvolvimento de novos materiais e compdsitos, incluindo
materiais multifuncionais e/ou nanoestruturados (CARREIRA et al., 2011; JOYE
e MCCLEMENTS, 2016; WANG et al., 2016).

Apesar das promissoras propriedades da CB, sua aplicacdo ainda é
limitada devido ao alto custo de producédo, incluindo o meio de cultura. Na
tentativa de superar esta desvantagem, algumas estratégias foram propostas
como a producao de celulose bacteriana a partir de meios de cultura de baixo
custo (CACICEDO et al., 2016).

O meio de cultivo tradicional para a producdo de CB em estudos
académicos é conhecido como meio HS, de Hestrin e Schramm (1954). Diversas
modificagdes nas composicdes no meio HS tém sido propostas, como a
utilizacdo de mono e dissacarideos como frutose, sacarose, maltose, celobiose,
xilose e galactose tém sido utilizadas com sucesso como fontes de carbono
(ISHIHARA et al., 2002; KESHK e SAMESHIMA 2005). Residuos industriais ou
subprodutos de agroindustrias também ja foram utilizados para a producéo de
CB, por exemplo, p6 de konjac (HONG e QIU 2008), melaco de beterraba
(KESHK et al., 2006), melaco de cana de acucar (TYAGI e SURESH 2016), licor
de milho (NORO et al., 2004), caldo de cana e melaco de acucar (LAZARINI et
al., 2016) como fonte de carbono, nitrogénio e outros nutrientes.

A respeito da utilizacdo de residuos/subprodutos, o Brasil é um pais
essencialmente agroindustrial, e a cadeia produtiva do caju tem uma importante
representatividade na cadeia alimenticia em determinadas regifes do pais. Os
principais produtos na industria de caju sdo o0 suco e a castanha de caju, e a 0s
principais subprodutos séo a polpa da fruta e o exsudato do tronco. O exsudato
€ periodicamente extraido do cajueiro para aumentar a producao da castanha de
caju, que € considerado o produto de maior valor agregado. Cada cajueiro
(Anacardium occidentale) produz aproximadamente 700 g de exsudato/ano que

sdo desperdicados. O exsudato de cajueiro (EC) € rico em mono e
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dissacarideos, proteina arabinogalactanica e sais minerais (COSTA et al., 1996;
MENESTRINA et al., 1998; PEREIRA-NETTO et al., 2007; RODRIGUES et al.,
1993; SILVA et al., 2010). O EC é constituido de 70 % de heteropolissacarideos
ramificados, que quando purificados, sdo chamados de goma de caju (GC). Sua
cadeia polimérica principal € formada de unidades de glicose ligadas por ligacbes
glicosidicas B-(1—4). Alguns agucares podem integrar a estrutura ramificada da
GC, como arabinose, ramnose glicose e acido glicurénico. A producéo anual de
EC e GC é de pelo menos 68.000 e 48.000 toneladas/ano, respectivamente
(RODRIGUES et al., 1993). Estas grandes quantidades de subprodutos mostram
a importancia econdmica e a possibilidade de agregacdo de valor a estes
residuos. Além disso, nem o exsudato e nem a goma de caju ja foram utilizados
como meio de cultivo. Sendo assim, o objetivo desse capitulo consistiu em utilizar
esses residuos como meio de cultivo e avaliar as propriedades das membranas
obtidas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Utilizar e avaliar o EC e GC como fonte de carbono para a producédo de CB.

2.2. Objetivo Especifico:

Suplementar e/ou substituir com EC e GC como fonte de carbono do meio
de cultivo HS;

Avaliar o rendimento das membranas a partir das suplementacdes ou
substituicdes da fonte de carbono no meio de cultivo;

Caracterizar as membranas obtidas por MEV, DRX, FTIR, TGA e avaliar

as propriedades mecanicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

D-glicose anidra, acido citrico, etanol, KH2PO4, Na2HPO4, MgS0O4.7H20
todos foram adquiridos da marca Synth ®. Peptona, agar e extrato de levedura
foram adquiridos da marca Merck. EC foi coletado no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) na Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina, Piaui, Brasil,

e utilizados puros ou apos etapas de purificacdo, denominado como GC.

3.2. Purificacdo do EC - Isolamento da goma de caju

O isolamento da GC seguiu com a utilizacdo da metodologia adaptada
descrita por Rodrigues et al., 1993. O EC em solucédo aquosa (10 % p/v) foi
preparado e agitado por 12 horas. A solucéo foi neutralizada com NaOH 1M e
filtrada em papel de filtro. A GC foi subsequentemente precipitada e adicionou-
se o0 volume de etanol correspondente a 4 vezes o volume inicial da solugéo. O
precipitado de GC foi separado por filtracdo e lavado sucessivamente com etanol
e acetona, o que resultou num pé branco que foi recolhido e secado em estufa a
30 °C por 24 horas (RODRIGUES et al., 1993).

3.3. Producéo de CB

As membranas foram obtidas conforme item 3.1 do capitulo 2.

O meio de cultivo HS sem suplementacao, foi utilizado como padrdo. Os
meios em que foram utilizados os residuos de caju como fonte alternativa de
carbono foram formulados pela substituicdo total ou parcial da glicose por EC ou
GC e foram denominados de HSEC (25 gL glicose mais 25 gL de EC), HSGC
(25 gL glicose mais 25 gL de GC), GC (50 gL* de GC) e EC (50 gL* de EC).

Apoés o crescimento, as membranas foram lavadas exaustivamente com
agua destilada e depois purificadas utilizando solucdo diluida de NaOH 0,1 M
por 45 min a 80 °C, seguida de exaustivas lavagens com agua destilada até

atingir pH neutro.



31

3.4. MEV

Conforme descrito no item 3.4 no Capitulo 1

3.5. FTIR

Conforme descrito no item 3.5 no Capitulo 1

3.6. Analise termogravimétrica (TG)

As andlises termogravimétricas foram efetuadas utilizando equipamento
modelo SDT Q600 (TA Instruments, USA) com taxa de aquecimento de 20

°C/min sob atmosfera de nitrogénio de temperatura ambiente até 1000°C.

3.7. Difratometria de Raio X (DRX)

O padrdao de difracdo das amostras foi determinado a partir de
difratogramas obtidos no difratdmetro de raios X Shimadzu, modelo XDR6000,
sob radiacéo de Cu-Ka (A = 1,5406 A) e com varredura de raios X de angulo
aberto 2 6 entre 10 °© e 80 °. A cristalinidade (C) foi determinada utilizando o
método de Segal (SEGAL et al., 1959). O indice de cristalinidade foi calculado

de acordo com a equacéao 5:

loor — 1
Crl = (M> x 100 Equacao (5)
002

Onde: Crl expressa o indice de cristalinidade relativo, looz é a intensidade maxima
(em unidades arbitrarias) referente ao pico 002 e lam € a intensidade da difracédo

na mesma unidade em 18 ° (2 0).

3.8. Avaliacéo das propriedades mecéanicas por texturémetro
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Conforme descrito no item 3.6 no capitulo 1

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producéao de CB

O efeito da substituicdo total ou parcial da fonte de carbono do meio de
cultura com EC ou GC na producéo de biocelulose foi investigado e os resultados
variaram de 2,3 gL (meio GC) a 6,0 gL* (HSGC e HSEC), como mostrado na
figura 5. Com residuos puros de GC e EC foram produzidos 2,3 e 2,8 gL,
respectivamente. Os meios HSEC e HSGC conduziram ao rendimento de cerca
de 6 gL, valores idénticos ao rendimento obtido utilizando o meio HS de
referéncia, indicando que a substituicdo de 50 % de glucose ndo afetou a
producéo de CB.

Acerca dos custos de producdo, 1 L de meio de cultivo HS custou R$
18,90, R$ 16,42 para os meios HSEC e HSGC (reducéao de 16,35 %) e R$ 12,68

para o0 meio os meios EC e GC (reducéao de 33 %).

OFRLNWDMOIITO N

Rendimento g L

HS HSGC HSEC GC EC

Meios de cultura

Figura 6 - Producéo de CB a partir dos meios de cultura HS, HSGC, HSEC GC
e CT em 7 dias.

Na literatura ja foram foram propostos residuos industriais ou subprodutos
para a producado de CB e na maioria dos casos, os rendimentos estédo abaixo do

valor apresentado pelo meio HS no presente trabalho. Por exemplo, os residuos
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de industrias de cervejaria levaram a uma producédo de CB de 1,74 a 2,41 gL
(KHATTAK et al., 2015); a partir de aguas residuais de destilaria de vinho de
arroz, a producéo de CB foi de cerca de 6,31 gL* (WU e LIU 2012). Em trabalho
com aguas residuais provenientes da fermentacéo de lipidios, foi produzido 0,4
a 0,6 gL* (HUANG et al., 2016), de melaco de cana de acgucar foram produzidos
1,64 gL' (CAKAR et al., 2014) e 7,62 gL' (BAE e SHODA, 2004). Manitol e
sacarose também foram utilizados como fontes alternativas de carbono para a
produgdo de CB, resultando valores de 1,9 e 1,6 gL, respectivamente
(MOHAMMADKAZEMI et al., 2015). Outros acUcares, como sacarose e glicose
geraram rendimentos de 2 e 3 gL, respectivamente (CASTRO et al., 2012).

4.2. MEV

As micrografias de MEV apresentadas na figura 6 mostram a morfologia
da superficie das membranas de CB produzidas a partir dos diferentes meios de
cultura. A andlise realizada ndo mostrou diferencas na morfologia das nanofibras
obtidas das diferentes fontes de carbono. Todas as amostras apresentaram a
estrutura porosa em rede 3-D, caracteristica da CB na qual as nanofibras tém

cerca de 20-50 nm de diametro e séo dispostas aleatoriamente.
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Figura 7 - Micrografias obtidas por MEV das amostras de membrana de CB
com 7 dias de incubagcdo em meio HS (a), HSGC (b), HSEC (c), GC (d) e EC

(e) da barra de escala = 100 nm.

4.3. FTIR

A espectroscopia de FTIR de CB produzida em meio HS, HSGC, HSEC,
EC, GC foi realizada para detectar qualquer possivel efeito da composi¢cao dos
diferentes meios de cultura sobre o perfil do espectro de celulose.

As bandas tipicas de celulose foram observadas em 1102 e 1165 cm™

correspondendo ao alongamento simétrico da ligacdo C-O de alcool priméario, e
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estiramento assimétrico da ligagdo C-O-C, respectivamente, e proximo de 3300
cm? (banda larga) correspondente ao estiramento do OH. A banda a 1340 cm™
foi atribuida a deformacéo C-H (CHs ou O-H em flex&do plana) e a banda a 1400
cm! foi relacionada a deformacéo do CH2 e OH em flexdo plana. Outras bandas
foram atribuidas a flexdo de O-H de &gua adsorvida (1645 cm?), estiramento CH
dos grupos CHz e CHs (a 2900 cmt) também podem ser vistas.

Os espectros de FTIR das amostras (figura 7) demonstraram alta
similaridade, sugerindo que as amostras tém estrutura quimica semelhante,
indicando o ndo comprometimento da estrutura quimica CB obtida a partir de

uma composicao diferente de meio de cultivo.
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Figura 8 - Espectro de FTIR das membranas de CB obtidas nos meios HS,
HSGC, HSEC, GC e EC em 7 dias de incubacéao.
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4.4, Curvas TG

A figura 8 mostra as curvas TG das membranas de CB obtidas nos meios
HS, HSGC, HSEC, GC e EC em 7 dias de incubacdo. Todas as amostras
mostraram um comportamento térmico semelhante. Duas perdas de massa
caracteristicas foram observadas para as membranas. A primeira, uma pequena
perda de massa comecando em temperatura ambiente até 180 °C relacionada a
perda de agua superficial (~ 3,9 - 9,10 %) (DE SALVI et al., 2012).

O segundo evento de perda de massa foi atribuido ao processo de
decomposicdo da amostra entre 200 e 400 °C, com a temperatura maxima de
decomposicdo em torno de 345 - 364 °C (71 — 82 %). A degradacéo da celulose
inclui a despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicao de unidades de glicose
(BARUD et al., 2008). Além disso, a similaridade das amostras frente a analise
térmica é concordante com os resultados obtidos nas analises morfologicas e
quimica (MEV e FTIR, respectivamente), indicando que mesmo utilizando
diferentes meios para obtencdo das membranas de CB, as propriedades das

mesmas sao muito similares a CB obtida em meio HS.
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Figura 9 - Curvas TG das amostras de CB obtidas nos meios HS, HSGC,
HSEC, GC e EC, ap0s 7 dias de incubacéao.
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4.5. DRX

Os difratogramas de raio X das CB produzidas em meio HS e HSEC (que
foram escolhidas por apresentar maior rendimento de produgéo) estao ilustrados
na figura 9. Picos caracteristicos em angulos 26 de 14,8 °, 16,7 ° e 22 ° foram
observados e relacionados aos planos (110), (110) e (200), respectivamente.
Além disso, picos de difracdo a 22,76° e 22,80° foram detectados e sao
atribuidos ao espacamento interplanar caracteristico da celulose nativa tipo |
(KIM et al., 2006).

)
£
o |(b)
o
O

(a)

: : : : :
10 20 30 40

2 0 (graus)

Figura 10 - DRX das membranas de CB: (a) CB e obtida no meio HS; (b) CB
obtida no meio HSEC, depois de 7 dias de incubagéao.

Na equacéo de Segal, Crl expressa o grau relativo de cristalinidade, looz é
a intensidade maxima (em unidades arbitrarias) da difracdo de rede 002 e lam €
a intensidade de difracdo nas mesmas unidades em angulo 26 22.76 °. O valor
de Crl foi de cerca de 78 e 80 % para HS e HSCTE, respectivamente. Estes
valores sdo semelhantes aos relatados na literatura, e mostram que o residuo
alterou em apenas 2 % a cristalinidade das membranas (TROVATTI et al., 2011,
WU e LIU, 2013, LI et al., 2015).
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4.6. Avaliacdo das propriedades mecanicas por texturdmetro

A tabela 3 apresenta as propriedades mecanicas (Rp, Ap, Ep e médulo na
perfuracdo) das membranas CB produzidas tanto em meio HS como HSEC, o
meio de cultivo de maior producéo.

As propriedades mecanicas das membranas a partir do meio HS foram
superiores as obtidas a partir do meio HSEC, no entanto, ambas as amostras
apresentaram valores elevados de Rp e mddulo na perfuracdo. Estes resultados
nao podem ser diretamente comparados com as propriedades mecanicas
encontradas na literatura pois foram obtidos utilizando o modo de perfuracéo,
enguanto que na maioria das publicacdes, os resultados sdo obtidos em modo
de tensdo. Contudo, o alto desempenho mecénico de CB permaneceu
interessante e os valores de Rp para ambas as amostras estdo na mesma faixa
da resisténcia a tracao presente na literatura obtida em tensdo (BARUD et al.,
2011; PEROTTI et al., 2011).

Tabela 3 - Propriedades mecanicas das membranas de CB cultivadas em meio
de cultivo HS e HSEC.

Meio Modulo na
Rp Ap Ep )
de perfuracéo
(MPa) (%) (x10* kJ m3)
cultura (GPa)
HS 268,12 + 35,46 32,91+7,22 16,41 +6,23 8,02+ 2,16

HSEC 144,86 +44,90 39,69+8,74 5,16+1,48 4,04 +1,81

O método usado para determinar as propriedades mecanicas das
membranas CB exibiu valores de Ap no modo de perfuracao bastante diferentes
das propriedades determinadas no modo de tensdo. No modo de tensao, o
alongamento a ruptura € normalmente inferior a 5 % (RANI et al.,, 2011,
KHATTAK et al., 2015), enquanto que no modo de perfuracéo foi cerca de 30 —
40 %. As propriedades descritas, sugerem o uso de membranas CB para
aplicacdes nas quais seréo expostas a forgcas de deformacgéo.

Embora as diferencas entre os valores de Rp para as membranas

produzidas no HS e no meio HSEC suplementado, ambos os substratos foram
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eficientemente utilizados para a producdo de CB, sugerindo que o meio de
exsudado de cajueiro € uma fonte de carbono alternativa e promissora para a

producao de CB.

5. CONCLUSAO

Os resultados de MEV, FTIR, DRX, TGA e anédlise mecanica mostraram,
em geral, que o exsudato de caju e a goma de caju tém grande potencial para
serem utilizados como fonte de carbono para K. rhaeticus produzir CB.
Adicionalmente, a morfologia e as propriedades das fibras produzidas por
residuos de cajueiro estavam de acordo com as obtidas a partir dos meios de
cultura convencionalmente utilizados. Desta forma, a grande vantagem consiste
em baratear o meio utilizado usando residuos agroindustriais como GC e EC

obtendo membranas com as mesmas caracteristicas.
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DESENVOLVIMENTO E
CARACTERIZACAO DE
NANOCOMPOSITOS DE

CELULOSE
BACTERIANA/PALIGORSQUITA
COMO ESTRATEGIA PARA
ADMINISTRACAO DO AGENTE

ANTIMICROBIANO
METRONIDAZOL (MTZ)
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1. INTRODUCAO

Grande parte dos biomateriais aplicados ao delineamento de novos
sistemas de liberagcdo controlada de farmacos sédo de origem polimérica,
atribuindo aos sistemas propriedades desejaveis para o efetivo controle das
taxas de liberagdo, o qual geralmente ocorre através de diferentes mecanismos,
tais como difusdo, intumescimento e/ou eroséo. (LIM et al., 2014; SVAGAN et
al., 2007).

Contudo, uma marcada desvantagem da utilizacdo dos polimeros para o
delineamento destes sistemas é sua pequena area de superficie especifica, a
qual estd intimamente relacionada a capacidade de incorporacdo (ou
associacao) limitada de farmacos, tornando-o muitas vezes inviavel para aqueles
casos em que elevadas doses de principio ativo sdo requeridos para a garantia
do efeito terapéutico.

Tendo em vista a expanséo do escopo das aplicacdes CB, sua estrutura
altamente porosa, abundantes grupos hidroxilas disponiveis somada a
propriedades Unicas, a torna adequada para combinacdo com diferentes
nanoestruturas, permite que ela seja utilizada com sucesso como matriz para a
preparacdo de novos nanocompdsitos, permitindo a adsorcdo de diferentes
espécies, tais como reforgos e farmacos (HU et al., 2014). Resumidamente, da-
se 0 nome de nanocompdsitos aos materiais hibridos contendo como fase
dispersa uma espécie com pelo menos uma das dimensdes em escala
nanométrica (1-100 nm), subclassificando-se como nanocompadsitos poliméricos
aqueles que possuem um polimero como matriz (MORAES, BOTAN e LONA,
2014)

Outra importante alternativa tecnolégica € o emprego de materiais
argilosos como reforgo de nanocompd@sitos, 0s quais por apresentarem quase
que frequentemente tamanho nanomeétrico, possuem elevada area superficial,
auxiliando na incorporacdo de quantidades maiores de farmacos (KONG et al.,
2014). Quando se obtém nanocompdsitos baseados em polimeros-argila, as
propriedades de cada material isolado s&o agregadas, garantindo elevada
estabilidade, bem como alta capacidade adsortiva (KONG et al., 2009). Outras

vantagens atribuidas sdo a reducdo da adsorcdo de agua, o aumento das
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propriedades mecénicas e reoldgicas, além do efetivo controle das taxas de
liberacdo (RODRIGUES et al., 2013). No caso do desenvolvimento de
nanocompaositos com CB, de acordo com a literatura, os farmacos incorporados
na CB pura apresentam um burst de liberagéo de cerca de 80 % nos primeiros
15 min de ensaio (MENEGUIN et al., 2017), sendo assim, com a incorporacao
de argilas em sua estrutura, espera-se que as taxas de liberacdo do farmaco
adicionado ocorram de maneira controlada.

Argilas sdo substancias naturais compostas por argilominerais, 0s quais
compreendem uma classe de substancias compostas por silicatos hidratados de
aluminio, ferro ou magnésio, cuja estrutura basica consiste um octaedro em
combinacdo com silica tetraédrica (SiOa4), arranjados para formarem camadas
tetraédricas e octaédricas (AGUIAR, NOVAES e GUARINO, 2002). Dentre os
argilominerais mais utilizados na area farmacéutica, cita-se as esmectitas,
caulinita, talco e a paligorsquita (PLG).

A PLG é uma argila natural hidrofilica especialmente disponivel no Brasil
na regido de Guadalupe, no Estado do Piaui. O diagrama esquematico dos
canais da paligorsquita esté representada na figura 10, e é possivel observar
gue é um silicato de magnésio hidratado. Tem morfologia fibrosa com estrutura
cristalina 2:1, i.e., 2 camadas de tetraedros de silica periodicamente invertidos
ligadas por 1 camada octaédrica, o que leva a formacdo de canais que
acompanham toda a estrutura longitudinal da fibra (LOPEZ-GALINDO, VISERAS
e CEREZO, 2007).

Segundo Santana e colaboradores (2017), a interacdo da paligorsquita
com biopolimeros se da através da formacao de ligacBes de hidrogénio a partir
dos grupos silanois (Si-OH) na superficie da argila, conferindo ao nanocompasito
obtido propriedades Unicas como melhores propriedades mecanicas, podem

permitem o efetivo controle das taxas de liberacéo.
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Figura 11 - Diagrama esquematico dos canais da paligorsquita.

Fonte — MIDDEA et al., 2013.

O metronidazol (MTZ) € um agente antimicrobiano que tem sido utilizado
por mais de 50 anos. Originalmente, era indicado no tratamento de infeccdo
causada por Trichomononas vaginalis e para infec¢bes protozoarias, como de
amebiase e de giardiase. Mais tarde, o metronidazol foi introduzido no
tratamento da vaginose bacteriana causada por Gardnerella vaginalis, ademais,
para o tratamento de Clostridium difficile, sendo ainda recomendado como
alternativa a vancomicina para o tratamento desta infeccdo. Além disso, nos
regimes de tratamento para a erradicacdo de Helicobacter pylori ainda incluem

metronidazol em combinagdo com outros agentes (LOFMARK et al., 2010).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Desenvolver e caracterizar nanocompoésitos  de celulose
bacteriana/paligorsquita como estratégia para administracao tépica do agente

antimicrobiano metronidazol.
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2.2. Objetivos Especificos:

o Obter os nanocompasitos de CB/PLG;

o Caracterizar a morfologia, a cristalinidade, a permeabilidade ao vapor
d'agua, o perfil termogravimétrico e as propriedades mecéanicas dos
nanocompaositos CB/PLG.

o Avaliar a liberagéo in vitro do MTZ a partir dos hanocompésitos CB/PLG.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Paligorsquita foi coletada na regido de Guadalupe, PIl, Brasil; D-
glicopiranose, etanol, acido citrico, fosfato de potassio monobasico, fosfato de
sédio, sulfato de magnésio (Synth); peptona, agar e extrato de levedura (Merck),

metronidazol (HenriFarm).

3.2. Obtencédo das membranas de celulose bacteriana

As membranas foram obtidas conforme item 3.1 do capitulo 2.

3.3. Purificacdo da Paligorsquita

A paligorsquita foi gentilmente cedida pelo professor Edson Cavalcanti da
Silva Filho do Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados da
Universidade Federal do Piaui, e foi lavada com agua purificada e seca por 2
dias a 30 °C. Em seguida foi dispersa em 400 mL de tamp&o acetato de sodio
pH 5.0 sob agitacdo magnética até temperatura de estabilizacdo a 50 °C para
precipitacdo dos carbonatos. Foram adicionados 120 mL peréxido de hidrogénio
(35 %) a fim de remover materiais organicos do interior dos poros. A suspensao
de paligorsquita foi centrifugada em 3000 rpm por 5 min, lavada com agua

purificada e seca.
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3.4.0btencdo do biocompdédsito celulose bacteriana / paligorsquita
(CB/PLG)

Para incorporacao da paligorsquita, primeiramente as membranas de CB
umidas foram pesadas (MO) e, em seguida, foram prensadas manualmente entre
folhas de papel absorvente até que as membranas atingissem uma massa final
especifica (Mf), padronizando desta maneira o volume de agua removido.
Posteriormente, essas membranas foram imersas em 4 mL da suspensao de
PLG em diferentes concentracdes (1, 5, 7, 10 e 15 %; m/v) por 5 min alterando
o lado da membrana periodicamente até a absorcao total do liquido. Os
nanocompoésitos CB/PLG foram secos em estufa com circulacéo forcada de ar a
38 °C e nomeados de acordo com a concentracdo de paligorsquita, CB/PLGL1,
CB/PLG5, CB/PLG7, CB/PLG10 e CB/PLG15.

3.5.Interacdo do MTZ com PLG e incorporacdao da membrana de CB
A PLG foi dispersa em 5 mL de solu¢do aquosa de MTZ (10 mg/mL) em
diferentes proporcées (1:1, 7:1 e 15:1) sob agitacdo magnética de 750 rpm em

30 °C por 72 h. Posteriormente, as membranas foram imersas na suspenséao de
PLG/MTZ conforme a descri¢ao do item 3.4.

3.6. MEV

Descrito no item 3.4 do capitulo 2.

3.7. DRX

Descrito no item 3.8 do capitulo 3.



51

3.8. Analise termogravimétrica TG/DTG

As curvas TG/DTG foram realizadas em um equipamento TA Instruments
usando uma célula SDT Q600 com razédo de aquecimento 10 °/min, de 25 a 500
°C, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo continuo de 50 mL/min) em cadinhos de

alumina contendo aproximadamente 7 mg de amostra.

3.9. Permeabilidade ao vapor d'agua (PVA)

A permeabilidade dos filmes ao vapor de agua foi determinada
gravimetricamente segundo procedimento proposto por Meneguin e
colaboradores., (2017). Secbes circulares dos filmes, cujas espessuras foram
previamente determinadas e firmemente fixadas no topo de recipientes de vidro
de 20 mL de capacidade, com abertura de 1,1 cm contendo 10 mL de agua
destilada (100 % de umidade relativa - UR). Amostras de filmes também foram
fixadas em frascos vazios (sem agua), como referéncia. Ambos os conjuntos
foram precisamente pesados (+ 0,0001 g) e colocados no interior de um
dessecador contendo silica gel (0 % UR). Em intervalos especificos de tempo
(24, 48, 72, 96 e 120 h), o perfil de perda de massa foi obtido para cada amostra
e PVA calculada através da seguinte equacao 6:

TTVA X x

PVA =
AP()(RHl - RHz)

Equacao(6)

em que TTVA é a taxa de transmisséo de vapor d’agua obtido da inclinagao da
curva massa versus tempo; x € a espessura do filme (mm); A é a area de
superficie do filme exposta ao permeante (m?); Po € a presséo de vapor da agua
pura (3,159 kPa a 25 °C); (RH1 - RH2) é o gradiente de umidade relativa.
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3.10.Determinac¢édo in vitro do perfil de liberagao de MTZ nos

nanocompositos

3.10.1. Curvas analiticas do metronidazol obtidas por espectroscopia de

absorcéo na regido do Ultravioleta — Visivel (UV — Vis)

Foram obtidas curvas analiticas de MTZ em solucdo de tampéo fosfato
0,1M, pH 5,8, que simula o pH da pele. Partindo de uma solucao estoque, foram
tomadas aliquotas para o preparo de diluicdes na faixa de concentracdo entre
0,625 pg/mL e 30 pg/mL. As leituras de MTZ foram realizadas em um
espectrofotometro de UV - Vis (Hewlett Packard, Mod. 8453, com HP UV-Visible
ChemsStation Software) com comprimento de onda fixo de 320 nm. Os valores
meédios da triplicata das leituras de cada concentracdo foram utilizados para a

obtencéo das curvas analiticas para o calculo da equacédo da reta.

3.10.2. Determinacéao “in vitro” do perfil de liberagédo do MTZ

Os ensaios de dissolugdo para a determinacdo in vitro do perfil de
liberagdo do metronidazol foram realizados para as amostras de CB, CB/PLG1,
CB/PLG7 e CB/PLG15. AS determinacdes foram realizadas no dissolutor
Hanson SR8-Plus (Chastworth, EUA) com meio de dissolucdo preparados de
acordo com a United States Pharmacopeia USP 31 (2008), realizados em
tampéao fosfato (0,1M, pH 5,8), durante 3 h a 37 + 0,5°C, utilizando aparato V
(pas sobre discos), sob velocidade de agitacdo de 50 rpm com as membranas
de CB contendo 50 mg de farmaco. Durante o ensaio, aliqguotas de 2 mL foram
coletadas em intervalos de tempo pré-estabelecidos, filtradas em membrana de
acetato (0,22 um), e em seguida repostos com 0 mesmo volume de meio a fim
de manter as condi¢cdes sink (condicdo de infinita solubilidade). A anadlise
guantitativa do farmaco liberado foi realizada em espectrofotbmetro UV-visivel
(A=320 nm).
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3.10.3. Analise dos mecanismos de liberacéo in vitro do MTZ

Os mecanismos envolvidos no processo de liberacdo do farmaco foram
avaliados através dos dados de liberacdo obtidos na secdo 3.9.3 quais foram
tratados com diferentes modelos matematicos (Baker—Londsdale, Primeira-

Ordem, Higuchi, Hixson—Crowell, Korsmeyer-Peppas e Weibull).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MEV

As diferencas morfolégicas dos biocompédsitos de CB/PLG foram
investigadas por MEV. As micrografias estao exibidas nas figuras 11 e 12.

A andlise das micrografias da CB revelou a rede tridimensional
caracteristica das nanofibras interpenetradas formando um sistema altamente
poroso. As nanofibras de CB arranjadas randomicamente apresentaram
didmetro médio entre 30 e 73 nm.

A paligorsquita pode ser observada sob a superficie dos nanocompoésitos
CB/PLG como estruturas fibrosas caracteristicas na forma de agulha (Santana
et al., 2017) com diametro médio entre 25 e 90 nm. Além disso, foi observado
gue a paligorsquita revestiu a superficie da CB e este processo se mostrou
dependente da concentracdo. Dessa maneira, a amostra CB/PLG1 apresentou
um revestimento ndo homogéneo devido a menor quantidade de paligorsquita,
revelando regibes falhas na superficie, nas quais € possivel observar as
nanofibras de CB. No entanto, 0 aumento da concentracdo de paligorsquita foi
responsavel pelo recobrimento mais uniforme, levando a formacao de uma rede
bastante emaranhada e densa, revelando a presenca de alguns aglomerados de

paligorsquita a partir do seu emprego em concentracdes acima de 10 %.



CBIPLG 5%

Figura 12- Micrografias obtidas por MEV das amostras de CB, CB/PLGL1 e
CB/PLG5 com aumentos de 5.000 e 50.000 da superficie.
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Figura 13 - Micrografias obtidas por MEV das amostras de CB/PLG7 e
CB/PLG10 e CB/PLG15 com aumentos de 5.000 e 50.000 da superficie.
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4.2. DRX

A figura 13 mostra os difratogramas da CB pura e de seus
nanocompositos com paligorsquita em diferentes cargas. Os difratogramas da
CB pura séo caracteristicos da celulose nativa tipo |, apresentando picos em 14,6
° e 22,6 ° (26), correspondentes as fases la e I, devido as sobreposicbes das
reflexdes dos planos 100iq, 110ig € 0101a em 14,6° e dos planos 110ia e 2003 em
22,6 ° (BARUD et al., 2015).

—PLG
—CB
CBPLG1
— CBPLGS
CBPLG7
— CBPLG10
CBPLG15

(CPS (u.a))

(2 Theta graus)

Figura 14 - Difratogramas de raios - X da CB pura e dos nanocompasitos
CB/PLG.

Segundo a literatura, a paligorsquita apresenta um pico de maior
intensidade em 8,5 ° (26) relacionado a reflexdo d (110), e outros picos de menor
intensidade em 13,9°, 16,3°, 20,1° e 28,9° (SANTANA et al., 2017; KONG et al.,
2014). No entanto, mediante uma comparacao qualitativa, a incorporacdo da

paligorsquita as membranas de CB néo alterou as posi¢des dos picos existentes.



57

Além disso, o difratograma da PLG apresentou picos cristalinos em 8,5°,
13,9°, 16,3° 20,1° e 28,9°. Em relacdo aos nanocompdsitos, verificou-se um
aumento de cristalinidade, ja que os picos caracteristicos da CB foram mantidos,
porém com surgimento de um novo pico em 8,5°, referente a presenca de PLG.

Quantitativamente, a avaliacdo do indice de cristalinidade (Crl) (tabela 4)
revelou que a PLG foi responsavel pelo aumento da cristalinidade dos

compositos, variando entre 73 e 85 % em relacdo a CB (Crl de 70,6 %).

Tabela 4 - indices de cristalinidade (Crl) calculados a partir da equacéo de Segal

para a CB pura e biocompdsitos CB/PLG.

Amostra Crl (%)
CB pura 70,6
CB/PLG1 85,2
CB/PLG5 82,5
CB/PLG7 81,6
CB/PLG10 72,9
CB/PLG15 84,7

4.3. Anédlise termogravimétrica TG/DTG

O perfil das curvas TG/DTG dos biocompositos CB/PLG estudados esta
apresentado na figura 14 e listados mais detalhadamente na tabela 5. De
maneira geral, as amostras apresentaram comportamento bastante semelhante,
com 2 perdas de massa nhas amostras com até 7 % da argila. Todas amostras
apresentaram um primeiro evento de discreta perda de massa, da ordem de 3 a
8 %, representado por um pequeno pico alargado observado na curva DTG entre
50 e 182 °C atribuido a perda de umidade (agua) por evaporacdo durante o
processo de aquecimento. O principal estagio de degradagdo dos
nanocompodsitos desenvolvidos foi observado entre 200 e 407°C, com
temperatura de degradacdo maxima de 360 £ 10 °C e porcentagem de perda de
massa entre 63 e 77 %, o qual esta relacionado com a despolimerizacao e
decomposicdo da dehidrocelulose em gases (BARUD et al., 2015).
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As amostras CB/PLG10 e CB/PLG15 apresentaram um pequeno pico com
temperatura maxima em 260 °C (perda de massa de 2 %) que esta relacionado
a perda de H20 do interior dos canais da argila, uma vez que o mineral contém
agua disposta de trés formas distintas na sua estrutura: (a) coordenada a cations
da folha octaédrica, (b) zedlitica presente nos canais no qual interage tanto com
a molécula de H20 coordenada quanto com a folha tetraédrica e (c) agua ligada
a hidroxila no centro da folha octaédrica (GIONIS, 2006; XAVIER et al., 2012).

Tabela 5 - Dados termogravimétricos de CB dos nanocompositos CB/PLG.

Amostra N.° de Tinicial (°C) Tmax Trinal (°C) Perda de
eventos degradag&o Massa (%)
CB 1 25 - 182 8
2 216 350 393 70
CB/PLG1 1 25 - 182 8
2 200 360 407 77
CB/PLG5 1 25 - 169 3
2 225 362 400 75
CB/PLG7 1 25 - 150 4
2 233 360 400 70
CB/PLG10 1 25 - 150
2 230 260 275
3 284 360 400 63
CB/PLG15 1 25 - 150 4
2 235 260 276
3 283 362 400 65

Para os nanocompdésitos CB/PLG, observa-se um aumento de 10°C na
temperatura maxima de degradacao do pico principal em comparagdo com a CB
pura, indicando que a adic&do da paligorsquita foi responsavel por um pequeno
aumento na estabilidade térmica do nanocomposito. Esse aumento, pode ser
explicado devido a propriedade da paligorsquita em restringir a mobilidade das
cadeias, impedindo os rearranjos inter-intramoleculares e a despolimerizacéo

das cadeias da CB (CHENG et al., 2011). Esse aumento na estabilidade térmica
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pode ser explicado também, conforme descrito por Perotti e colaboradores 2011,
citado por Oliveira e colaboradores 2015, em que a boa disperséo das particulas
inorganicas em filmes nanocompadsitos devem promover uma barreira mecanica
protetora contra a decomposicédo da cadeia do carbono, mudando o inicio do
processo de decomposi¢ao para temperaturas superiores.

Por fim, pela analise de perda de massa (tabela 5) foi possivel concluir
que as amostras reforcadas com paligorsquita a partir de 10 % (CB/PLG10 e
CB/PLG15) perderam menor quantidade de massa, sugerindo uma tendéncia ao

aumento de estabilidade térmica com o aumento de refor¢o adicionado.
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Figura 15 - Curvas TG/DTG para os nanocompasitos CB/PLG obtidos com

diferentes cargas de paligorsquita.

4.4. PVA

A PVA pode ser definida como a TTVA por unidade de area através de
uma membrana de espessura conhecida, induzida por um gradiente de pressao
entre duas superficies especificas, de umidade relativa e temperatura
especificadas (ASTM, 1990). Frequentemente, a PVA €& confundida com
adsorcdo de agua em massa, porém, esta corresponde a umidade na forma
liguida, enquanto que o vapor de agua € um gas, o que implica em diferencas
nas quantidades que se movem, bem como nos mecanismos de movimentacao.

O estudo de PVA também corrobora para o entendimento dos
mecanismos de transferéncia e as interacfes matriz-reforco que podem ocorrer
nos compositos. Quando aplicado a éarea farmacéutica, é considerado
ferramenta importante na verificacdo da protecdo que um revestimento oferece
a forma farmacéutica contra a umidade do ambiente durante sua estocagem
(BERTUZZI et al.,, 2007), a qual frequentemente estd associada com a
instabilidade daqueles farmacos que sofrem hidrolise.

A figura 15 mostra o gréfico do perfil da perda de massa dos
biocompdsitos CB/PLG (g), a partir do qual foi possivel calcular as taxas de
permeacao de vapor de agua (TPVA) (g/h), correspondentes a inclinacao (slope)
das retas. A TPVA se mostrou constante para todas as amostras, demonstrando
uma relacdo linear entre perda de massa e tempo, com coeficiente de
determinacao R? variando entre 0,997 e 0,999. A linearidade do método proposto
€ sugestiva de que as condi¢cbes pré-estabelecidas para a execug¢do da
metodologia foram mantidas durante todo o tempo de anélise sem sofrer

interferéncias de qualquer natureza.
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Figura 16 - Perfil de perda de massa dos biocompdsitos CB/PLG obtidos
durante 120 h de ensaio em 25 °C.

De maneira geral e sem excecéo, a paligorsquita adicionada como carga
aos biocompdésitos baseados em CB foi capaz de reduzir significativamente os
valores de PVA da CB (p < 0,05) em aproximadamente 24 a 45 % (figura 15),
demonstrando sua elevada viabilidade técnica como ferramenta para o aumento
das propriedades de barreira dos materiais. Tal comportamento pode ser
explicado com base na formacao de uma rede estrutural mais densa através do
preenchimento dos espacos intersticiais vazios e, portanto, construcdo de uma
barreira fisica que se op6e a difusdo das moléculas de agua.

Em compdsitos baseados em polimero e argila, a construcdo dessa
barreira fisica se da de duas maneiras distintas, iniciando com a intercalacao da
argila entre as cadeias poliméricas devido ao seu tamanho nanométrico, o que
leva a criagcdo de canais tortuosos os quais aumentam significativamente o
caminho difusional das moléculas durante a permeacdo. Em um segundo
momento, h& a deposi¢cdo da argila sobre a superficie do material como uma
barreira adicional a difusdo. Obviamente que a extenséo da reducdo dos valores
de PVA sdo dependentes do tipo de argila, polimero, bem como da maneira
como a argila interage com o polimero (fase separada, intercalada ou esfoliada)
(DELHON et al., 2010; NIELSEN, 1967).
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De acordo com a figura 16, foi interessante observar que a adicao de
cargas maiores que 1 % de paligorsquita nos biocompadsitos promoveram um
pequeno aumento dos valores PVA; no entanto, estes ainda foram menores que
agueles encontrados para a CB pura. Tal comportamento sugere que, embora
muitas vezes uma estrutura mais compactada seja construida, se o reforco
apresentar caracteristicas predominantemente hidrofilicas, o aumento de
hidrofilia total do sistema ira contribuir para o favorecimento da permeacao do
vapor de agua. A medida em que nao foram observadas diferencas significativas
entre as amostras CB/PLG5, CB/PLG7, CB/PLG10 e CB/PLG15 (p >0,05),
sugere-se que pequenas quantidades desta argila (1 %) séo suficientes para a

elevacdo das propriedades de barreira dos biocompadsitos.
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4.5. Determinacdo in vitro do perfil de liberacdo de metronidazol nos

nanocompositos

Afim de verificar a influéncia da adicdo da PLG na CB na liberacdo do
MTZ, os ensaios de dissolu¢do foram realizados com a CB/farmaco e nos
biocompdsitos desenvolvidos nas concentracdes de 1, 7 e 15 % de PLG,
escolhidos com base nos valores minimos, intermediario e maximo do argilo
mineral e podem ser observados na figura 17. O perfil de liberagcdo demonstrou
que quando o MTZ é incorporado diretamente na membrana de CB (0 % de PLG)
ocorreu um efeito burst de liberacdo (62 %) nos primeiros 30 min, que
provavelmente € atribuido a alta porosidade da CB permitindo que as moléculas
do farmaco adsorvidas, tenham livre difusdo. Esse comportamento j& foi descrito
na literatura para outros farmacos por Meneguin et al., (2017); Fontes et al.,
(2018), o gque torna necessario o desenvolvimento de estratégias que oferecam
o controle temporal da liberacdo. Apés 180 min de experimento, 82 % do MTZ
foi liberado.

As amostras CB/PLG1 e CB/PLG7 também nao foram efetivas para o
controle da liberacdo, mostrando similaridade com a amostra controle.
Entretanto, a amostra preparada com a maior proporcéo de PLG (CB/PLG 15 %)
permitiu o prolongamento das taxas de liberacao, de modo que apés 180 min de
teste, apenas 60 % de MTZ foram liberados, permanecendo estaveis até o fim
do teste, demonstrado pela regido de platé no perfil de liberacéo.

Uma vez que a liberacdo cumulativa do farmaco pode ser calculada com
relacdo a quantidade total de farmaco incorporado no sistema (Mo) e também
com a quantidade de farmaco liberado no tempo infinito (M=), é importante
ressaltar que a capacidade de liberacdo da carga total de farmaco foi avaliada
através de um ultimo ponto de coleta, conhecido como ponto infinito, garantindo
a inexisténcia de interagdes mais fortes entre farmaco/argila que impossibilitem
sua dessorcgéo. Assim, péde-se concluir que o aumento da concentracéao de PLG
garantiu o controle das taxas de liberagdo associado a estrutura polimérica,
conforme observado nas micrografias de MEV, em que o argilomineral fica retido
em maior quantidade na superficie da membrana, deixando os espacgos dos

poros menores e/ou preenchidos. A PLG por ser uma argila com estrutura
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fibrosa, forma canais de acordo com a organizagao de sua estrutura cristalina
(SILVA et al., 2016). Sendo assim, ocorre um aumento da sua area superficial
favorecendo a ligacao (catiébnica) com o farmaco (AGUZZI et al., 2007). Outras
possibilidades sdo explicadas devido as moléculas de metronidazol poder estar
orientada em direcdo paralela a superficie da argila, favorecendo a localizagcéo
dos sitios de ligacdo e elevando a atracdo entre moléculas de metronidazol
(HUSSEIN, 2005).
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Figura 18 - Perfil de liberagdo de MTZ a partir da CB dos nanocompositos de
CB/PLG1, CB/PLG7 e CB/PLG15 em pH 5.8, de 0 a 180 min.

4.6. Analise dos mecanismos de liberagé&o in vitro do MTZ

Os dados de liberagcdo podem ser complementados com aplicagédo de
modelos matematicos, o que possibilita avaliar o mecanismo controlador da
liberacdo, assim como os processos fisicos e quimicos envolvidos no processo
(COSTA e LOBO, 2001). Independentemente do tipo de sistema de liberacéo
desenvolvido, alguns fatores podem influenciar a cinética de liberacdo, como o

tipo de farmaco, sua solubilidade, polimorfismo, tamanho de particula e
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concentracdo na forma farmacéutica (EL-ARINI e LEUEN-BERGER, 1995;
SALOMON e DOELKER, 1980).

Baseado nos valores dos coeficientes de correlacdo ajustado (r?) (tabela
6), verificou-se que as amostras CB/PLG15 em tampéao fosfato 0,1M pH 5,8 se
correlacionou melhor com o modelo de Weibull (r> = 0,9938). O modelo
matematico de Weibull relaciona exponencialmente a fracdo do farmaco
liberado, Mt/M«, em func¢ao do tempo t (Eq. 7) e deve ser aplicado aos dados
dos primeiros 63,2 % de liberacdo do farmaco (MANADAS et al., 2002; COSTA
e LOBO, 2001).

A’:’—t =1 — exp(—at?) Equacio (7)

Onde a é o parametro de escala e b é o parametro de forma.

De acordo com o parametro de forma (b), as curvas de liberagdo podem
ser classificadas como sigmoidal (b>1), exponencial (b=1) e parabola (b<1)
(ARIFIN et al., 2006; COSTA, LOBO, 2001). O valor de b também é um indicador
do mecanismo de transporte do fArmaco através da matriz polimérica, sendo que
para valores de b < 0,75 a liberacado ocorre através de difusao Fickiana. Quando
0,75 < b < 1 tém-se difusdo Fickiana associada ao Caso-ll e para b > 1, um
mecanismo de liberacdo complexo (PAPADOPQOULOU et al., 2006).

De acordo com o estudo cinético, o modelo matematico que melhor se
correlacionou foi o de Weibull, com o parametro 0,75 < b < 1 tém-se difuséo
Fickiana associada ao Caso-Il, revelando que a liberacdo MTZ foi governada
pelo mecanismo de intumescimento pelo relaxamento das cadeias poliméricas.
Tal comportamento é coerente com as propriedades do material desenvolvido,
uma vez que a CB é reconhecida como material de elevada absor¢éo de liquidos,
0 que promove a expansao da rede (processo de intumescimento), conduzindo
a difusdo das moléculas de farmaco para o meio de dissolugédo, como indicado
pelo modelo (ENSCORE, HOPFENBERG e STANNETT, 1977).
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Tabela 6 - Coeficiente de correlacdo do MTZ liberada a partir do nanocomposito
de CB/PLG15 obtidos através de diferentes modelos matematicos para tampéao
fosfato (pH 5,8).

Modelo de Liberagéo Amostra CB/PLG15
k 0,0013
Baker- Lonsdale
r20,281
_ _ k 6,6047
Higuchi
r20,0000
k 43,4659
Korsmeyer-Peppas r20,9305
n 0,0878
o k 0,0188
Primeira ordem
r20,0000
, k 0,0059
Hixson- Crowell
r20,0000
k 64,99
Weibull r20,9938
b 0,8439

5. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, foi possivel concluir que a paligorsquita
pode ser utilizada com sucesso para a obtencdo de nanocompasitos baseados
em celulose bacteriana, agregando novas propriedades estruturais, fisico-
quimicas e de barreira a esses materiais. Além disso, na amostra CB/PLG15, foi

eficiente para retardar a liberacdo do farmaco metronidazol.
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CAPITULO 5

BIOCURATIVOS DE CELULOSE
BACTERIANA COM QUITOSANA E
CIPROFLOXACINO:
DESENVOLVIMENTO,
CARACTERIZACAO E AVALIACAO
IN VIVO DA CICATRIZACAO
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1. INTRODUCAO

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, recobre toda a sua
superficie e pode chegar a constituir 20% do peso corporal. E dividida em duas
camadas distintas: a epiderme e a derme. A epiderme é a camada externa,
composta por diferentes tipos celulares, como os queratinécitos, os melandcitos
e as células de Langerhans e de Merkel (ARNOLD JUNIOR et al.,, 1994).
Entretanto, a pele pode sofrer lesdes por meio da exposicdo de agentes
quimicos, fisicos e biolégicos de diversos tipos, formando o que se chama de
feridas. Essas feridas podem comprometer a anatomia e fisiologia da pele, sendo
necessarios cuidados especificos para que ndo haja um maior comprometimento
do organismo. A partir do momento que surge uma ferida, o organismo
funcionaliza uma série de mecanismos fisiolégicos que tem por finalidade a
reparacao tecidual, processo este conhecido como cicatrizagdo (AGREDA,
2012).

A cicatrizacdo de feridas cutaneas envolve caminhos complexos que
empregam numerosas linhagens celulares, tecidos e mediadores intrinsecos e
extrinsecos. O processo cicatricial de uma ferida envolve etapas gerais como a
hemostasia, a inflamacéao, proliferacdo e remodelacédo tecidual (PERCIVAL et
al., 2015). Quando lesado, o tecido cutaneo precisa ser restaurado, pois torna-
se porta de entrada ideal para microrganismos. A carga bacteriana nestas feridas
€ um ponto critico importante do tratamento, que pode ser efetuado por curativos
antimicrobianos, antissépticos e a prescricdo de antibidticos tépicos ou
sistémicos (HOWELL-JONES et al., 2006).

A importancia clinica das lesdes de pele tem sido ressaltada pela pesquisa
e pela industria, a fim de se obter curativos que possam abreviar o periodo de
cicatrizacdo e promover o conforto do paciente, sobretudo, pelo alivio da dor. No
contexto da cicatrizacdo, inumeras sdo as op¢Oes comerciais de produtos e
curativos que podem ser utilizadas para o tratamento de feridas. Entretanto, a
maior parte desses curativos sdo importados e apresentam elevado valor
agregado, o que encarece consideravelmente o tratamento (PEREIRA e
BACHION, 2005).
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Dentre uma grande diversidade de biopolimeros que podem ser usados
para este fim, a CB e a quitosana sdo largamente estudadas e utilizadas.
Somada as caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas citadas nos capitulos
anteriores, a CB apresenta outras propriedades que a elege como um excelente
biomaterial para utilizagdo como biocurativo, como a alta biocompatibilidade, que
é relacionada a semelhanca que sua estrutura tem com o colageno da matriz
extracelular (diametro de ambos mede cerca de 100 nm) (PETERSEN e
GATENHOLM, 2011), a capacidade de eliminar dor no local da ferida (por isolar
as terminacdes nervosas) e a capacidade de absorver exsudatos (TORRES,
COMMEAUX e TRONCOSO, 2012).

No entanto, a CB néo possui propriedades antimicrobianas para prevencao
de possiveis infecgfes quando usada no tratamento de feridas. Alguns esforgos
tém sido feitos para sanar essa questao, dentre eles, utilizando-a com moléculas
ou polimeros antimicrobianos como a quitosana (LIN et al., 2013).

A quitosana é um biopolimero obtido a partir da quitina presente no
exoesqueleto de artropodes, como insetos, crustaceos e alguns moluscos. A
quitina é composta por 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glicopiranose unidos por
ligacbes PB(1—4) ou chamado de poli(B-(1—4)-N-acetil-B-D-glucosamina,
conforme ilustrado na figura 19. O processo de desacetilacdo raramente €&
completo e quando o grau de acetilagéo resulta abaixo de 50 %, a quitina passa
a ser chamada de quitosana (RINAUDO et al., 2006).

A quitosana foi descoberta no século XIX, no entanto, somente nas ultimas
duas décadas tem crescido significativamente sua importancia em funcéo de ser
uma fonte renovavel e biodegradavel, somado a sua funcionalidade em
aplicacbes tecnoldgicas e biomédicas, tais como, sistemas de liberagdo de
farmacos, engenharia de tecidos e pela sua capacidade de analgesia
(MAZIERES et al., 2011). Ademais, sabe-se das suas propriedades antifungicas,
antibacterianas e por sua absor¢céo de exsudatos e capacidade cicatrizante em
feridas (JEON, PARK e KIM, 2001; LIU et al.,2006).

Considerando as propriedades antimicrobianas intrinsecas da quitosana,
também €& proposto a incorporacdo de ciprofloxacino como agente
antimicrobiano topico para o controle das infec¢des, pois a destruicdo vascular

ocorrida em lesdes, tem como consequéncias, a diminuicdo dos mecanismos de
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defesa humoral e celular na &rea lesada que pode acarretar numa reducao da
eficacia dos antibacterianos sistémicos administrados através de via oral, devido
a reducao do transporte dos antibioticos ao local da infeccdo (TAKEO, LEE e
ITO, 2015).
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Figura 19 - Estrutura quimica de quitina e quitosana.

O ciprofloxacino (CIP), uma fluoroquinolona de segunda geracédo, é um
guimioterapico antibacteriano sintético utilizado no tratamento de uma variedade
de infeccbdes bacterianas, particularmente para tratamentos respiratérios,
urinérios e gastrointestinais (SOUSA et al., 2016).

As fluoroquinolonas, classe que esta presente o CIP sdo agentes
bactericidas que agem inibindo a topoisomerase IV de bactérias gram positivas
e em bactérias gram negativas, seu alvo é a topoisomerase Il, também
conhecida como DNA girase. As DNA-topoisomerases mudam o numero de
ligacdes no DNA superenrolado através das quebras transitérias no DNA, que
se torna topologicamente relaxado devido a quebra temporaria em uma fita ou
em ambas as fitas ao mesmo tempo (tipo Il). Topoisomerases sdo essenciais
para a viabilidade celular em células procarioticas e eucarioticas (RANG; DALE,
2003).
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Em face ao exposto e considerando o conhecimento adquirido através das
pesquisas com a CB, o objetivo do presente capitulo € desenvolver um novo
biocurativo baseado em CB em associacdo a quitosana e CIP para potencial

tratamento na cicatrizacao de feridas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Objetivo desse trabalho € o desenvolvimento, caracterizacéo e avaliacao
in vivo da cicatrizacdo do biocurativo de celulose bacteriana e quitosana

associada ao ciprofloxacino.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter os biocurativos de CB/QTS/CIP;

e Caracterizar por FTIR, MEV, TG/DTG,;

e Avaliar a liberacao in vitro do ciprofloxacino;

e Avaliar a citotoxicidade e a mutagenicidade in vitro dos biocurativos;

e Avaliar o potencial de cicatrizacdo in vivo em camundongos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Quitosana, glicose, extrato de levedura, MgS04.7H20, KH2POs4,
tripolifosfato de sodio (Sigma Aldrich), ciprofloxacino (Parafarm) Kit LIVE / DEAD
BacLight (Thermo Fisher Scientific), Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) (Kasvi), Dimetilsulféxido (DMSO) (Synth), cloridrato de xilazina
(Syntec), cloridrato de ketamina (Ceva), Dipirona (Lema — Injex biologic).
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3.2. Producdo do curativo de CB/Quitosana com ciprofloxacino
(CB/QTSICIP)

A CB foi produzida pela bactéria Komagataeibacter xylinus 23760 em meio
liquido HS modificado contendo 20 g. L de glicose, 4 g. L de extrato de
levedura, 0,73 g. L't de MgS04.7H20, 2 g. L* de KH2POs, 20 g. L de etanol e
agua destilada que foi incubada a 30 °C por 48 h em placas de 48 pocos (10
mm), afim de se obter membranas de 10 mm de didametro. ApGs o crescimento
das membranas, estas foram lavadas exaustivamente com 4gua destilada e
depois purificadas utilizando solucéo diluida de NaOH a 0,1 M por 45 min a 80
°C, seguida de exaustivas lavagens com agua destilada até atingir pH neutro.

Seguida da lavagem, as membranas foram agitadas (270 rpm) por 18 h em
solucéo de 2 % (p/v) de quitosana de baixo peso molecular e glicerol a 10% (v/v)
numa temperatura de 30 °C. Para a agitacdo, foram distribuidas 10 membranas
de CB em cada béquer contendo 20 mL da solucéo (2 % quitosana + 10 % de
glicerol).

Em placa de cultivo celular de 48 pocos, foram adicionados 100 pL da
solucdo de quitosana e glicerol com ciprofloxacino na concentracdo de 0,5
mg/mL. Na sequéncia, as membranas foram retiradas da agitacdo e um excesso
da solugcdo em que foram agitadas foi retirado e adicionadas sobre a solugéo
dentro do poco da placa onde estava a solugdo com o farmaco. Posteriormente,
para reticulacdo da quitosana, foi adicionado 100 pL de solucao de tripolifosfato
de sddio 5 % (p/v) e secos a 38 °C em estufa de circulacédo forcada de ar. Apos
a secagem os filmes denominados CB/QT/CIP foram retirados da placa e entéo

seguiu-se para as determinacgdes.

3.3. MEV

A morfologia das amostras CB/ QTS foram analisadas em um microscopio
eletrbnico de varredura (Philips SEM 505). As amostras foram metalizadas com
ouro usando um metalizador (Balzers SCD 030), obtendo uma espessura de
camada entre 15 e 20 nm. Todas as imagens foram processadas pelo programa
Soft Imaging System ADDA IlI.
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3.4. FTIR

Conforme descrito no item 3.5 do capitulo 1

3.5. Analise termogravimétrica TG/DTG

As analises termogravimétricas foram efetuadas utilizando equipamento
modelo SDT Q500 (TA Instruments, USA) a 10 °C/min sob atmosfera de
nitrogénio até 900°C.

3.5.1. Determinacéo in vitro do perfil de liberagao de ciprofloxacino

3.5.2. Curva analitica do ciprofloxacino obtida por espectroscopia de absor¢éo
na regido do UV-Vis

Foram obtidas curvas analiticas de CIP em solucdo de tampéao fosfato
10mM e pH 5,8. Partindo de uma solucéo estoque, foram tomadas aliquotas para
o preparo de diluigbes na faixa de concentracao entre 2,5 pg/mL e 15 pg/mL. As
leituras de CIP em foram realizadas em espectrofotdmetro de UV-Vis com leitor
de microplacas (Tecan Infinite M200 Pro) com comprimento de onda em 277 nm.
Os valores meédios da triplicata das leituras da absorbancia de cada
concentracdo foram utilizados para a obtencdo das curvas analiticas e para o

calculo da equacéo da reta.

3.5.3. Determinacéao “in vitro” do perfil de liberagcao do CIP

Os curativos obtidos foram liofilizados e apés esta etapa foram colocados
em tubos falcon de 50 mL contendo 20 mL de tampao fosfato 10mM (pH 5.8) e
incubados em um agitador orbital termostatico (agitacdo de 100 rpm) a 37 °C.
Aliguotas de 500 pL do meio de dissolucdo foram retiradas em tempos pré-
determinados durante 350 min e a absorbancia foi medida fixando comprimento

de onda em 277 nm. Posteriormente, 500 pL de meio de dissolucado foram
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repostos & mesma temperatura para reabastecer o volume da reacdo dos

frascos.

3.6. Atividade antimicrobiana por método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana dos filmes de CB e dos biocurativo
(CB/QTS/CIP) foram determinadas pelo método de difusdo em disco frente
as bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus
aureus ATCC 6538, de acordo com o método International Clinical Standards
(CLSI/NCCLS, 2007). As bactérias foram semeadas em placas contendo
agar Mueller-Hilton. As amostras medindo 10 mm foram posteriormente
dispostos no centro da placa e incubados a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
as zonas de inibicdo foram determinadas utilizando o software Image J
(National Institutes of Health - USA).

3.7. Atividade antimicrobiana pelo método de coloracdo de biofilmes com
Kit LIVE / DEAD BacLight®

O kit comercial € composto por dois corantes fluorescentes, um verde,
chamado SYTO9 e um vermelho, iodeto vermelho de propidio. Para os ensaios
microbiolégicos, P. aeruginosa e S. aureus (0,5 na escala de McFarland)
inoculados em um &gar nutritivo e uma camada de 20 pL foi colocada na
superficie de uma lamina de vidro sob atmosfera estéril, seguido de incubacéo
durante 24 h para permitir a formacao de biofilmes.

Posteriormente, os biofilmes foram completamente cobertos com filmes
de BC/QTS vazios e carregados com ciprofloxacino durante 10, 30 e 60 min.
Apds o tratamento, os biofilmes foram cuidadosamente lavados com &agua
deionizada. Foram realizados controles com bactérias ndo tratadas (bactérias
vivas) e com biofilme tratado com hipoclorito de sédio NaCIO (baterias mortas).

Para a coloracdo do biofilme formado, ambos os corantes foram
misturados em propor¢des iguais (0,75 pL de cada um em 0,5 mL de &gua

deionizada estéril), aplicados acima do biofilme inteiro e mantidos ao abrigo de
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luz durante 20 min. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua deionizada
e observadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DM 2500 equipado com
filtros UV (495-505 nm) com aumento de 400 vezes para determinar a viabilidade
das bactérias. Os filtros utilizados foram U-MWG2 (excitagdo entre 510 e 550 nm
e emissdo a 590 nm), o que permite a observagcdo de bactérias vivas com cor
verde e U-MWB2 (excitacdo 460 e emissdo 490 520 nm), com as quais as
bactérias danificadas foram observadas com uma coloracdo vermelha. As
imagens foram superpostas com o programa de manipulacdo de imagens GIMP
2 (software gratuito fornecido pela equipe Spencer Kimball, Peter Mattis e GIMP).

3.8. Ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT / Viabilidade Celular do
biocurativo de CB/QTS/CIP e de CB

20mg do curativo e da CB foram pesados e incubados em 1mL de meio
de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB), antibidticos
estreptomicina e penicilina e o antifingico anfotericina B, e mantidos a 37°C por
24 h, de acordo com o ensaio de extracdo liquida (International Standard ISO
10993-5:2009). Assim, 0 meio de cultura contendo o extrato obtido apds agitacéo
com os filmes foi utilizado para o teste. Posteriormente, uma suspensao de
células da linhagem GM07492 (fibroblasto humano) foi semeada na densidade
de 1x10* células/poco. Estas células foram semeadas em placas de cultura de
células de 96 pocos e incubadas (incubadora Panasonic-CO2 MOC-19 AIC-UV)
a 37°C, 5 % de COz2, overnight para a adeséao das células. ApGs este periodo, o
meio de cultura foi substituido por 100 pL do extrato e as placas foram incubadas
a 37 °C, 5 % de CO2 por 24 h. Decorrido o periodo experimental, os pog¢os foram
lavados 1x com SFB, e foram adicionados 50 yL de MTT. A placa de cultura foi
novamente incubada em estufa 37°C por 4 horas. Apds incubacao, 100 uL de
isopropanol foram adicionados aos po¢cos e homogeneizados delicadamente
para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Os valores de densidade optica
foram obtidos usando um espectrofotémetro (Polaris-CELER) com A fixo de 570
nm e foram convertidos em percentagens de viabilidade celular relativa. Para

controle negativo, foi utilizado a solugdo com DMEM, SFB, antibidticos e
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antifingicos. Para o controle positivo, foi utilizado solucdo de DMEM, SFB e 30
% de DMSO.

3.9. Avaliacdo da mutagenicidade pelo Teste de Ames

Os ensaios de mutagenicidade foram realizados de acordo com a
metodologia de pré-incubacdo desenvolvida por Maron e Ames (1983). As
linhagens bacterianas utilizadas foram TA98, TA100 e TA97a de S. typhimurium.
Com auxilio de uma alca de inoculacao, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2), incubada a 37
°C, por 14 - 16 h, em mesa agitadora (100 rpm), de modo a obter uma densidade
de 1-2 x 10° bactérias/mL para o teste.

As amostras de CB e CB/QTS/CIP foram preparadas de acordo com 0s
padrées recomendados pela 1ISO 10993-12:2007. Os filmes com 2,5 cmz2
previamente esterilizados com luz ultravioleta, permaneceram sob agitacao por
72 ha 37 °C em 1 mL de DMSO. Apés esse periodo, os extratos obtidos foram
testados: 100 uL/ placa para celulose pura e 25 pL para celulose com quitosana,
pois concentracdes maiores induziram a morte das bactérias.

500 pL de tampao fosfato (0,2 M, pH 7,4) e 100 puL de cultura de bactérias
foram adicionados em tubos de ensaio aos extratos, sendo incubados na estufa
por 30 min a 37 °C. Decorrido o tempo de incubacgao, 2 mL de “top agar” (agar
de superficie), suplementado com tracos de L-histidina e D-biotina, foram
adicionados a mistura presente nos tubos. O conteldo de cada tubo, assim
composto, foi levemente homogeneizado e vertido sobre a superficie de uma
placa contendo agar minimo glicosado. As placas foram dispostas em uma
bancada e, apds solidificagdo do “top agar”, foram incubadas por 48 h, a 37 °C.
Ao término desse periodo, foi realizada a contagem do numero de colbnias
revertentes por placa. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os agentes mutagénicos padrdes utilizados para confirmar as
propriedades de reversao e especificidade de cada cepa (controles positivos)
foram 4- nitrofenilenodiamino (10 ug / placa) para TA98 e TA97a, azida sédica
(1,25 ug / placa) para TA100 e mitomicina C (0,5 ug / placa) para TA102. O
controle negativo foi o DMSO (100 uL/ placa).
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Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Salanal
(U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las
Vegas, NV, versao 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte,
EUA), adotando o modelo de Bernstein et al. (1982). Os dados (revertentes/
placa) foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA), seguido de uma
regressao linear. O indice de mutagenicidade (IM) também foi calculado, de

acordo com a seguinte férmula:

IM = namero de revertentes/ placa com o composto-teste (revertentes induzidas)

namero de revertentes/ placa com o controle (solvente) negativo

A amostra é considerada mutagénica quando o IM for maior ou igual a 2
(MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

3.10.Experimento de cicatrizag&o in vivo

3.10.1. Animais

Foram utilizados 50 (incluindo teste piloto com 2 animais) camundongos
(Mus musculus), machos, linhagem Swiss, pesando aproximadamente 35 - 40g
obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
FMRP/USP. Durante todo o experimento, 0s animais permaneceram no Biotério
da Universidade de Araraquara e foram alojados individualmente em caixas de
polipropileno apropriadas para roedores, preenchidas com maravalha, em
ambiente ventilado com exaustéo de ar presente, temperatura (22 £ 2 °C), além
de ciclo claro-escuro de 12 h. A fim de evitar a producdo de qualquer tipo de
estresse comportamental, nenhum procedimento experimental foi realizado no
espaco destinado a manutencdo dos animais. Tiveram acesso a agua e comida
ad libitum. O experimento foi apos a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade de Araraquara - UNIARA (CEU-UNIARA) numero
040/17. Para o desenvolvimento da pesquisa, foram tomados todos os cuidados,

a fim de minimizar o nUmero de animais utilizados e seu sofrimento.
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3.10.2. Modelo de Lesdo Cutanea

Este modelo envolve a completa remocéo da epiderme, derme e tecido
subcutaneo em uma extenséo significativa (Davidson, 1998). Os animais foram
anestesiados com cloridrato de ketamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (12
mg/kg) via intraperitoneal. Apés a verificacdo do estado de consciéncia do animal
(atras da auséncia de resposta ao pingamento da pata e/ou da cauda). Apés
confirmagéo da anestesia, 0os animais foram posicionados em decubito ventral e
submetidos a tricotomia na regido dorsal (local onde a lesdo foi produzida)
seguindo-se a antissepsia com uma solucéo de 10 % povidine-iodo.

Apos limpeza do campo operatério, a leséo foi produzida com o auxilio de
um punch cirdrgico de 8 mm de didmetro com lamina cortante na borda,
retirando-se a pele e a tela subcutanea, expondo-se a fascia muscular dorsal.
Posteriormente, os animais foram mantidos em local aquecido, sob superviséo,
até completa recuperacdo anestésica e posteriormente alojados em caixas
individuais a fim de evitar contato entre as feridas operatorias. As lesdes
cutaneas foram avaliadas diariamente. Visando reduzir a dor no periodo pés-
operatorio foi utilizado como analgésico o farmaco dipirona na dose de 500

mg/Kg.

3.10.3. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais com 24 animais
cada. Assim nos dias 2, 7, 14 e 21 pOs procedimento foram retirados
aleatoriamente seis animais por grupo:

*Grupo 1 (G1): Tratados com o curativo CB/QTS/CIP.
*Grupo 2 (G2): Tratados apenas com a membrana de CB;
As membranas foram colocadas sobre as lesdes com o auxilio de uma pin¢a

anatdomica esterilizada.

3.10.4. Eutanasia
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Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento de anestésico para posterior analise e avaliacdo do material
coletado. O procedimento foi realizado no Biotério da Universidade de

Araraquara.

3.10.5. Analise Macroscépica

Para a andlise macroscopica as lesdes foram fotografadas com camera
digital Canon modelo EOS 60D disposta em um suporte com distancia
padronizada de 50 cm entre a camera e o0 animal. Para calculo da medicdo da
redugéo do tamanho original da ferida, foi utilizado o software Image J (National
Institutes of Health - USA) com a seguinte férmula: (&rea da ferida dia zero - area
da ferida no dia 2, 7, 14 e 21 / area da ferida dia 0) x 100. Os valores foram

expressos em porcentagem de reducdo da area da ferida.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. MEV

As diferencas morfolégicas do filme de CB/QTS/CIP e da CB foram
investigadas por MEV e as micrografias estao exibidas na figura 18. A figuras 18
(a) da superficie e 18 (b) da transversal a apresentam a rede tridimensional
porosa caracteristica da CB. A figura 18 (c) da superficie, apresenta a superficie
homogénea e lisa do biocurativo, que é caracteristico da quitosana. Na figura 18
(d) é possivel observar a mistura da quitosana e do glicerol com as fibras de CB,
e a se¢ao exata e que a superficie se distingue do restante do curativo, onde se
tem a mistura dos polimeros, com aspecto mais denso do que observado na
figura 18 (b).



84

CB/Quitosana - Superficie

Figura 20 - Micrografias obtidas por MEV-FEG das superficies e dos cortes
transversais da CB pura e do filme de CB/QTS/CIP.

4.2. FTIR

A figura 19 mostra os espectros obtidos por FTIR das amostras de CB,
CB/QTS/CIP, CB/QTS, QTS/CIP e CIP. As bandas caracteristicas de celulose
podem ser observadas em 1106 e 1160 cm™, correspondendo ao alongamento
simétrico da ligacao C-O de alcool primario, e estiramento assimétrico da ligacao
C-O-C, respectivamente. Outra atribuicdo pode feita em 3342 cm™ (banda larga)
correspondente ao alongamento do OH. Outras bandas foram atribuidas a flexao
de O-H de agua adsorvida (1642 cm™t), alongamento CH dos grupos CH2 e CHs
(a 2895 cmt) também podem ser vistas (El SAIED et al., 2008).

Para a o espectro de CB/QTS, as bandas caracteristicas da quitosana
estdo evidenciadas devido a maior quantidade na superficie deste polimero,
frente a celulose que esta disposta mais na regido central do curativo. As
principais bandas que aparecem nesse espectro foram devido ao estiramento
dos grupos OH entre 3630 cm™ e 3015 cm™, que se sobrepéem a vibracédo de

estiramento N-H caracteristico da quitosana. As liga¢cfes entre C-H nos grupos -
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CH:2 podem ser observadas em 2934 cm™ e -CHsz em 2872 cm™. A regido entre
1680-1480 cm™ foi relacionada com as ligacdes carbonila (C = O) do grupo
amida CO-NH-R (amida secundaria em 1645 cmt) e o grupo de amina protonada
(NHs em 1574 cm?t). Bandas na regido de 1160 cm™a 1000 cm* foram atribuidas
ao grupo CO. A banda do grupo metileno também foram atribuidas em 1373 cm-
L(SILVA et al., 2012).
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Figura 21 - Espectro de FTIR das amostras de CB, CB/QTS/CIP, CB/QTS,
QTS/CIP e CIP.

No espectro de FTIR do ciprofloxacino, um pico proeminente em 3526 cm-
! foi atribuido ao estiramento de OH (ligagédo de hidrogénio). Em 3010 cm™ a
banda foi atribuida aos alquenos e estiramento dos C-H de aromaticos. As
bandas na regido 1625 a 1600 cm foi atribuido as quinolonas. As bandas na
regido de 1450 a 1400 cm foi atribuido a carbonila (C=0) e a banda 1266 a ao
grupo O-H que indicou a presenca de acido carboxilico. Aléem disso, uma banda
intensa entre 1050 e 1000 cm foi atribuido a ligacdo C-F (SAHOO et al., 2011).

Devido a auséncia de novas bandas no espectro de FTIR, conclui-se a

compatibilidade dos materiais e que também n&o houve interacéo entre eles.
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4.3. Analise termogravimétrica TG/DTG

O perfil das curvas TG/DTG do filme de CB, QTS, CB/QTS e CB/QTS/CIP
estdo apresentados na figura 20. A amostra de CB apresentou comportamento
térmico caracteristico, com duas perdas de massa. A primeira, uma pequena
perda de massa de 5 % com inicio em temperatura ambiente até 126 °C que &
relacionada a perda de agua superficial (DE SALVI et al., 2012). O segundo
evento de perda de massa foi atribuido ao processo de decomposicdo da
amostra em temperaturas entre 200 e 391 °C, com a decomposi¢cdo maxima de
328 °C e perda de massas de 70 %. A degradacdo da CB inclui a
despolimerizagdo, desidratacdo e decomposicdo de unidades de glicose
(BARUD et al., 2008).

Para a QTS, pelo perfil térmico apresentado na figura 20, dois eventos
distintos de perda em massa foram observados. O primeiro se estendeu desde
0 inicio do aquecimento até 132 °C, com a perda maxima em cerca em 57 °C,
correspondendo a 10 % da perda de agua e outras possiveis perdas de volateis.
A segunda perda de massa é refere-se a despolimerizacdo e degradacao da
quitosana, a partir de 230 °C e com pico maximo de decomposi¢cao em 300 °C.

O perfil térmico apresentado para CB/QTS apresenta reducdo na
estabilidade térmica, (temperatura maxima de degradacdo de 197 °C), quando
comparado com CB (328 °C) e QTS (300 °C). Nesse caso, também é possivel
observar outros dois eventos concomitantes em temperatura de degradacao
méaxima em 220 e 292 °C, que foi atribuido & QTS e CB, respectivamente. Para
a amostra de CB/QTS/CIP, o comportamento se repete, com a temperatura
méaxima do principal evento de degradacdo em 194 °C, seguido de outros dois
eventos com as temperaturas maximas de 250 e 292 °C, atribuidos
respectivamente para QTS e CB.

Em geral, esse comportamento € observado porque os plastificantes séo
moléculas de baixo peso molecular, que quando adicionados, modificam a
organizacao tridimensional da matriz polimérica, diminuindo as forgas de atragéo

intermolecular, aumentando o volume e a mobilidade das cadeias do polimero e
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consequentemente, diminuindo a temperatura maxima de degradacdo do
sistema (MOHSIN, HOSSIN e HAIK, 2011).
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4.4. Liberacdao in vitro do ciprofloxacino
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A figura 21 apresenta o grafico de porcentagem de liberacdo do

ciprofloxacino em fungéo do tempo de ensaio realizado e foi possivel observar

que nos primeiros 15 min foram obtidas taxas médias de liberagédo de 18 % para

CBI/CIP e taxas médias de 36 % para o biocurativo desenvolvido. Logo, em 45

min foi observado um burst de aproximadamente 80 %, porém, posterior a isso,

as taxas se mantiveram praticamente constantes para ambos 0s casos.
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Contudo, ndo se observou diferenca estatistica significativa entre os filmes
desenvolvidos e a CB pura.

O aumento nas taxas de liberacéo para a CB/CIP revela a influéncia do
tamanho nanométrico das fibras na aceleracdo de liberacdo, em relacdo a
grande area superficial e o curto caminho de difusdo que o farmaco precisa
percorrer de dentro das fibras para o meio de dissolu¢cédo, conforme expressado
pela equacao de Noyes-Whitney (NOYES e WHITNEY, 1897). Somado a esse
fator, o comportamento observado esta associado a fatores intrinsecos da CB,
como a alta cristalinidade e hidrofilicidade, bem como sua estrutura porosa, que
juntos facilitam a liberacdo de farmacos através da matriz polimérica
(MENEGUIN et al.,2017).

A elevada taxa de liberacédo reportada pode também estar relacionada
com a técnica de secagem por solvent casting, em que durante a evaporagao o
solvente (neste caso, &gua), moléculas de farmaco sdo arrastadas
conjuntamente com as moléculas de agua para a superficie do filme, tornando-
se mais suscetivel a dissolugdo. Deve-se destacar também que o glicerol € um
plastificante e como tal se intercala entre as cadeias poliméricas, aumentando
sua flexibilidade (AZEREDO et al., 2010), o que pode contribuir para o aumento
das taxas de liberacao do farmaco.

Por fim, outra contribuicdo que pode ser associada ao burst de liberacao
do filme é a solubilidade da quitosana em meios com pH mais acidos, e no ensaio
em discussao, o valor de pH foi de 5.8, onde foi observado uma significativa
erosdo do filme apGs o ensaio, 0 que leva a sugerir que ndo se obteve total
reticulacdo da quitosana com o TTP, uma vez que a reticulacdo é responsavel
pela diminuicdo da solubilidade aquosa em polimeros naturais.

Porém, as altas taxas liberadas devem contribuir para a liberacéo imediata
do ciprofloxacino na ferida, contribuindo para a erradicacdo das bactérias

presentes na leséo.
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Figura 23 - Perfil de liberacdo de CIP a partir da membrana de CB e do
biocurativos de CB/QTS/CIP em pH 5.8 no intervalo de 0 a 360 min.

4.5. Atividade antimicrobiana por método de difusdo em disco

Foram testadas as atividades antimicrobianas do filme produzido com
CB/QTS/CIP e CB/QTS em relacdo a diferentes microrganismos comumente
associados a patologias recorrentes. Para o filme CB/QTS sem ciprofloxacino,
os halos de inibicdo foram de 1,9 cm para P. aeruginosa e 1,2 cm para S. aureus.
Porém, para o filme carregado com o antibiético, observou-se uma atividade
superior, com inibicdo de 5,5 cm para P. aeruginosa e 4,3 cm para S. aureus. Os
halos de inibicdo formados pelos filmes podem ser observados na figura 22.

Somada a atividade do farmaco, a quitosana de baixo peso molecular ja
€ conhecida pelas propriedades antimicrobianas e esse fato foi um dos principais
atrativos para a escolha do polimero para o delineamento do biocurativo, e no
teste realizado, foi possivel comprovar através dos halos de difusdo formados.
Além disso, outros autores associam outros antibiéticos a quitosana e seus
derivados, afim de potencializar a capacidade antimicrobiana do sistema (TIN et
al., 2009).
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Figura 24 - Halos de inibic&o dos filmes de CB/QTS e CB/QTS/CIP para P.

aeruginosa e S. aureus.

4.6. Atividade antimicrobiana pelo método de coloracao de biofilmes com
Kit LIVE / DEAD BacLight®

A fim de complementar os resultados de atividade antimicrobiana
realizadas pelo método de difusdo em disco, foram realizadas pelo método de
coloragéo de biofilmes com Kit LIVE / DEAD BacLight. AS imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia podem ser observadas nas figuras 23 e 24, para
P. aeruginosa e S. aureus, respectivamente.
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Controle vivas
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CB/QTS/CIP 60 min CB/QTS 60 min

Figura 25 - Imagem obtida por microscopia de epifluorescéncia com filtros UV
(495 - 505 nm) a 400x para determinacao da atividade antimicrobiana de P.
aeruginosa pelo método de coloracdo de biofilmes com Kit LIVE / DEAD
BacLight.

Para P. aeruginosa o biofilme controle de 24 h demonstra uma pequena
populacdo de bactérias mortas (vermelhas), mas ndo significativa quando
comparadas a populacéo viavel (verdes). Para o controle de bactérias mortas, é
possivel observar que o tratamento de 10 min com hipoclorito (controle negativo)

foi capaz de gerar a morte celular de todo o biofilme. Nos primeiros 10 min de
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tratamento com o filme de CB/QTS/CIP se observou uma marcada reducédo da
populacao viavel e com aumento das células vermelhas, ja em 30 min, um
aumento significativo de células mortas. Logo, em 60 mins de tratamento, ndo
se observam bactérias devido a duas razdes, primeiro pela debilidade da
estrutura do biofilme pelo antibiético e segundo pela forte interacdo das bactérias
com a quitosana da superficie, que ao ser retirada da lamina, leva com ela
grande parte a populacao. Por fim, o tratamento do biofiime com CB/QTS sem
ciprofloxacino por 60 min de contato, gerou uma reducdo notavel de bactérias
viaveis, porém, com efeito menor quando comparada com a do biocurativo
desenvolvido.

Nos testes realizados para S. aureus, sSe observou 0 mesmo
comportamento dos controles, ou seja, sem tratamento com maior ndmero de
células verdes e o tratado com NaClO com maior nimero de células vermelhas.
Tanto aos 10 min quanto aos 30 min de contato com o filme CB/QTS/CIP é
possivel observar uma leve aparicéo de células mortas. Aos 60 min de exposicdo
foi apresentado um aumento consideravel de células mortas e poucas células
vidveis. Entretanto, para o tratamento do biofilme com a membrana sem
ciprofloxacino, houve um pequeno efeito bactericida com pequena populacéo de
bactérias mortas e uma maior populacdo de células vivas.

Os resultados da atividade antimicrobiana pelo método de coloracdo de
biofilmes podem ser positivamente correlacionados ao do teste de difusédo em
disco, uma vez que houve uma atividade maior P. aeruginosa s quando
comparada a S. aureus, tanto do filme desenvolvido quanto de CB/QTS sem o
farmaco. Existem dois mecanismos conhecidos de acdo antimicrobiana da
quitosana, ambas relacionadas ao nimero de grupos amino ativos. Primeiro, a
guitosana positivamente carregada interage com as cargas negativas das
bactérias, levando a um aumento da permeabilidade da membrana bacteriana,
0 que leva a inibicdo do crescimento das células. Outro mecanismo envolve a
ligacdo da quitosana ao DNA, que pode suprimir a producdo de mRNA
bacteriano (ROHAETI, LAKSONO e RAKHMAWATI, 2016).
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Figura 26 - Imagem obtida por microscopia de epifluorescéncia com filtros UV
(495 - 505 nm) a 400x para determinacao da atividade antimicrobiana de S.

aureus pelo método de coloracao de biofilmes com Kit LIVE / DEAD BacLight.

4.7. Ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT / viabilidade celular

A figura 25 apresenta os resultados do ensaio de citotoxicidade do

filme desenvolvido de CB/QTS/CIP com a membrana de CB, comparando
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com o controle negativo (DMEM + SFB + antibiético + antifingico) e com
controle positivo (DMEM+ SFF + 30 % de DMSO). Os resultados demonstram
que o controle negativo e a CB determinaram o mesmo padrdo de
viabilidade celular, evidenciando a auséncia de toxicidade proferida pelo
extrato das membranas de CB analisadas. A caracteristica atoxica das
membranas de CB representa uma propriedade consolidada pela literatura
cientifica, tanto em ensaios de extracdo como de adesao celular
(TORRES, COMMEAUX e TRONCOSO, 2012). As amostras de
CB/QT/CIP exibiram uma discreta reducdo na atividade metabdlica das
células, em contrapartida, ndo caracteriza uma influéncia citotoxica,
considerando a porcentagem de viabilidade exibida nas analises (superior
a 80 %).

120

=i
(=]
o

o
=]

[=1]
o

Viabilidade Celular (%)
B
=]

[\~ ]
o

0

Figura 27 - Gréfico dos resultados do ensaio de citotoxicidade pelo método de
MTT / viabilidade celular da CB e do filme de CB/QTS/CIP.

4.8. Avaliacdo da mutagenicidade pelo teste de Ames

Os resultados da média do namero de revertentes / placa (M), o desvio
padrdo (DP) e o indice de mutagenicidade (IM) apds os tratamentos com 0S
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extratos obtidos de celulose pura e com quitosana, observados nas linhagens
TA98, TA100 e TA97a de S. typhimurium estdo apresentados na tabela 7.

Os extratos avaliados nao induziram qualquer aumento estatisticamente
significativo no numero de revertentes quando comparado com o controle
negativo, com um indice de mutagenicidade inferior a 2,0, em todas as linhagens
testadas, demonstrando, dessa maneira, auséncia de atividade mutagénica nas

condic@es utilizadas deste estudo.

Tabela 7 - Atividade mutagénica expressa através da média e desvio padrdo do
namero de revertentes / placa e indice de mutagenicidade nas linhagens TA98,
TA100, TA97a e TA102 de S. typhimurium apds o tratamento com os extratos de
CB e CB/QTS/CIP.

Numero de revertentes (M + DP) / placa e IM

Tratamentos TA98 TA100 TA97a TA102
DMSO 13+4 108+9 123 +3 310+12
CB 12+1(0,92) 105+10(0,98) 122+12(0,99) 292+ 31(0,92)
CB/QTS/CIP 18+2(1,38) 113+6(1,05) 137+7(1,11) 298 +24(0,96)
C+ 435 + 252 1539 + 89° 1756 + 1122 1982 + 75¢

M = DP = média e desvio padrdo; Controle negativo: DMSO (100 pL/placa); Controle positivo (C
+): 24-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 ug/ placa — TA98, TA97a), "Azida Sddica (1,25 pg/placa —
TA100) e *Mitomicina C (0,5 uyg/placa - TA102)

4.9. Experimento de cicatriza¢céo in vivo

Os resultados dos célculos da medi¢do da reducdo da area original da
ferida estédo dispostos na tabela 8. No segundo dia de tratamento, o biocurativo
CB/QTSI/CIP foi responsavel pela reducado de 7 % da lesdo, enquanto que a CB
pura ndo exerceu nenhum efeito na area cicatricial. J& no sétimo dia de
tratamento, a leséo teve o diametro reduzido em 39,32 % quando tratadas com
CB/QTS/CIP contra apenas 20,30 % quando tratadas somente com CB.
Contrastando com os outros dias de verificagdo, os animais analisados no 14°
dia com a CB pura, apresentaram resultado de reepitelizacdo 5 % superior
quando comparados ao biocurativo. J& no 21° dia de experimento, 0os animais

obtiveram reducéo de 100 % da leséo em ambos os casos.
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Tabela 8 - Porcentagem da reducao da area original da ferida apés 2, 7, 14 e 21
dias de tratamento com CB e CB/QTS/CIP.

CB/QTS/CIP CB
2 dias 6,96 + 5,97 % 0
7 dias 39,32 + 9,36 % 20,30 + 9,22 %
14 dias 90,08 + 2,44 % 95,58 + 2,77 %
21 dias 100 % 99,30 + 0,77 %

M + DP = média e desvio padrado

Os resultados listados na tabela 8 podem ser visualizados com maior
facilidade a partir da insercdo do grafico tipo Dotplot (figuras 26 e 27) onde
visualiza-se a distribuicdo dos dados e é possivel observar que tanto no 2°
guanto no 7° dia de experimento, os dados apresentaram baixa normalidade
devido a alta variabilidade de reducdo de éarea obtida. A partir do 14°, a
normalidade dos dados foi extensivamente maior e observa-se com clareza a
diferenca de 5 % entre as duas amostras avaliadas no 14° dia e a concentracdo
de pontos em 100 %.

Em termos praticos, algumas diferencas entre o biocurativo desenvolvido
e a CB sao importantes de serem relatadas. A primeira delas é a facilidade de
aderéncia da CB ao tecido lesado, quando comparada ao filme desenvolvido,
que devido a concentracdo de 10 % de glicerol, apresentou aspecto mais
untuoso e com menor aderéncia ao tecido. Porém, pode-se observar na pratica
e também pela figura 28, que em alguns animais, a CB permanecia aderida até
o 7 dia de experimento, enquanto o filme de CB/QT/CIP ficava aderido somente
com auxilio de um suporte adesivo na parte superior, que se prendia nas laterais
da area da ferida. No uso clinico, essa caracteristica da CB n&o é considerada
uma desvantagem, uma vez que pode ser retirada facilmente com auxilio de soro
fisiol6gico ou mesmo no banho do paciente, ademais, cumpre com alguns dos
principais requisitos de um curativo que se objetiva a inibicdo de sangramento e
protecdo da ferida de irritantes ambientais, bem como agua e disturbios
eletroliticos, sem a necessidade de auxilio adesivo para manté-la no local
desejado (JAYAKUMAR et al., 2011).
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Figura 28 - Grafico DotPlot da porcentagem da reducado da area da lesao

tratadas com CB.
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Figura 29 - Gréfico DotPlot da porcentagem da reducédo da area da lesédo
tratadas com CB/QTS/CIP.
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Outras questdes praticas a serem observadas tanto para a CB quanto
para o biocurativo desenvolvido € a manutencdo da umidade na interface
curativo/ferida, a atuacdo como uma barreira para microrganismos e a nao

toxicidade ou qualquer sinal de irritabilidade na lesé&o.

CB/QTS/CIP CB

Dia 14 Dia7 Dia 2 Dia 0

Dia 21

Figura 30 - Acompanhamento clinico das feridas nos dias 0, 7, 14 e 21 dias de
experimento com CB e CB/QTS/CIP.
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De maneira geral, a cicatrizacdo de uma ferida envolve um complexo e
uma orquestrada interacdo de diferentes tipos de células, principalmente
neutrofilos, leucécitos, macrofagos, fibroblastos e queratindcitos. Dessa forma,
a taxa rapida de fechamento da ferida observada neste estudo pode ser atribuida
ao aumento da proliferacdo e migracédo de varios tipos de células para o tecido
lesado (BARRIENTOS et al., 2008).

Sobre os possiveis mecanismos de funcionamento tanto do filme de
CB/QTS/CIP, tanto a quitosana, que teve maior contato com a pele lesada,
guanto para a CB, fornecem uma matriz ndo proteica para crescimento de tecido
com estimulacdo celular para a proliferacdo e organizacdo de tecidos. Além
disso, pelo fato de serem hemostaticas, ambas ajudam na coagulacdo do sangue
e bloqueiam terminac¢des nervosas, diminuindo a dor (JAYAKUMAR et al., 2011).
Para a quitosana, além disso, sabe-se que gradualmente ocorre a
despolimerizacdo e é liberado o N-acetil-p-D-glucosamina, que engatilha a
proliferacdo de fibroblastos, ajuda na deposicdo de coldgeno ordenado e
estimula o aumento do nivel de sintese de acido hialurénico no local da ferida,
consequentemente reduzindo o tempo de cicatrizagdo e prevenindo cicatrizes
hipertréficas (PAUL e CHARMA, 2004).

Embora ainda nao haja na literatura relatos exatos acerca do mecanismo
da cicatrizacdo da CB, as impressdes obtidas durante o experimento in vivo foi
gue conforme a passagem de tempo, o tecido formado até o 14 ° tinha aspecto
mais firme quando comparado ao tecido formado pelo filme de CB/QTS/CIP que
parecia mais sensivel ao movimento e toque. Esse fato foi verificado na cirurgia
de retirada de tecido dos animais no 7° dia de experimento. Esse tipo de
afirmacao, a principio qualitativa, s6 podera ser confirmada apés os resultados
da morfohistologia, porém, acredita-se que a reepitelizacdo pode ocorrer das
partes mais profundas para a superficie da lesdo. Essas evidéncias tém sido
observadas em outro trabalho em andamento pelo grupo em pesquisa clinica
empregando curativos a base de celulose bacteriana pura, em que feridas
cronicas tém sua profundidade diminuida com posterior redugéo da area.

Afim de somar a afirmacdo, Lin e colaboradores em 2013 mediu

propriedades de retencdo de agua em filmes de CB comparando com CB/QTS
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e constatou a superioridade da CB nesse aspecto. No presente trabalho, além
de quitosana, foi utilizado o glicerol, que devido a sua polaridade, reduz ainda
mais a absortividade de agua pelo biocurativo, comparando com a CB. Essa fato,
pode corroborar com a teoria da terapia da ferida umida, criada por Winter em
1962, em que em sua pesquisa pioneira iniciou a conceito de curativo para
feridas que cria e mantém as condicdes ideais necessarias para a regeneracao
de tecido lesado a partir da manutencdo do nivel adequado de umidade e
temperatura do leito da ferida, acelerando a cura, ativando o desbridamento
autolitico, protegendo células recém-formadas, facilitando a angiogénese e a
reepitelizacao e a protegendo de contaminacédo (CIECHANSKA, 2004).

Acerca da importancia do uso do ciprofloxacino no filme desenvolvido, se
deve principalmente porque algumas bactérias que colonizam areas superficiais
de feridas, como a P. aeruginosa, que se reproduzem no microambiente mido
e quente do tecido lesado, podendo progredir mais profundamente no tecido,
levando a sepse e até a morte. Ja a S. aureus € altamente invasiva e capaz de
penetrar a lesé@o e entrar no tecido subcutéaneo onde interfere com as defesas do
hospedeiro (BRANSKI et al., 2009). S. aureus é frequentemente encontrado no
sangue de pacientes com queimadura séptica e outras lesdes, 0 que é uma
consequéncia provavel da penetracéo de tecido lesionado (DE MACEDO, ROSA
e CASTRO, 2003).

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o biocurativo desenvolvido n&o
demonstrou ser citotbxico e mutagénico. Os testes in vitro de liberacado
demonstraram que as taxas de dissolucdo nao diferenciaram entre a CB e o
biocurativo, porém, com vantagem na liberacdo do antibidtico no inicio do
tratamento, situacdo em que a ferida estad mais susceptivel a contaminacao.
Quanto a area de cicatrizacao, até o 7 ° dia, o diametro cicatricial foi maior para
o biocurativo, porém, no 14 ° dia, a reepitelizacéo foi superior para os animais
tratados com CB pura e qualitativamente com formacdo de tecido mais

consistente.
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CONCLUSAO GERAL

De maneira geral, a CB se demonstrou como um material versatil e
vantajoso para ambas aplicacdes e modificacées propostas. No capitulo sobre a
prensagem, foi possivel acelerar o processo de retirada de 4gua sem alterar a
estrutura quimica, o que pode ser considerado como vantajoso para 0 uUso em
grande escala. No terceiro capitulo, foi possivel produzir a CB com adicdo de
residuos no meio de cultivo e sem alterar as propriedades da membrana, com
vantagem na reduc¢do de custos de producdo. No quarto e quinto capitulo, em
qgue de fato € utilizada para fins médicos, a CB confirmou sua versatilidade e
funcionalidade, tanto na liberacdo do metronidazol, retardando a dissolucéo
guando utilizada como nanocomposito juntamente com a argila paligorsquita,
quanto no desenvolvimento de um biocurativo com quitosana e ciprofloxacino,

gue na avaliacédo in vivo se demonstrou eficiente na cicatrizacdo de feridas.
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