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RESUMO

Sistemas matriciais capazes de controlarem a liberagdao de farmacos com consequente melhoria
da eficacia terapéutica sdo de grande interesse para a industria farmacéutica, principalmente
aqueles advindos de fontes naturais e microrganismos, também designados como biopolimeros.
A celulose bacteriana (CB) € um biopolimero obtido por rota biotecnolégica que apresenta
diversas propriedades desejaveis para tal aplicagcdo, e que associada a materiais naturais ou
sintéticos pode apresentar propriedades superiores e ainda mais notaveis. Sabe-se que o
copolimero em bloco PEO-b-PPO-b-PEO possui a capacidade de formar micelas quando em
solugdo aquosa, sendo estas estruturas de grande interesse, principalmente no que se refere ao
transporte e liberagcédo controlada de farmacos de uso tépico. Sendo assim, o presente estudo
avaliou a incorporagao do copolimero tribloco PEO-b-PPO-b- PEO com diferentes razdes
massicas no meio de cultura in situ e ex situ para a obtencdo de biocompésitos de CB e
incorporacao de diclofenaco de sddio (DS) em duas diferentes porcentagens (0,5% e 1% m/v),
por método de adsorcao. As analises fisico-quimicas e morfolégicas confirmaram a presenca do
copolimero e do DS nas nanofibrilas da CB. A Microscopia Eletrdnica de Varredura mostrou os
dominios esféricos do copolimero na estrutura 3D da CB, bem como particulas caracteristicas do
DS, embora a homogeneidade e eficiéncia de incorporacdo do farmaco nas micelas nao foi
constatada. Os espectros de FT-IR evidenciaram as principais bandas de CB nativa, e bandas
adicionais e deslocamentos dos picos para os biocompdsitos de CB/copolimero com e sem DS,
inferindo a presenca dos materiais na estrutura da CB. A analise de DRX indicou maiores
intensidades de picos cristalinos nos biocompésitos modificados in situ. A partir da determinagéo
do angulo de contato, constatou-se que a hidrofilicidade da superficie dos biocompdsitos
incorporados ou nao com o DS nao foi alterada significativamente quando comparada a CB
nativa. Os testes bioldgicos in vitro demonstraram a atoxicidade dos materiais frente as células
de fibroblastos, sugerindo a aplicacdo dos mesmos na &rea médico-farmacéutica, exceto os
biocompédsitos com 1% de DS, que apresentaram citotoxicidade significativa. O ensaio de
liberagao in vitro do DS, evidenciou que os materiais biocompésitos ndo controlaram a liberagcéo
do farmaco ao longo do tempo. Em 5 minutos, 26% (0,5% DS) e 55% (1% DS), alcangando 98%
em 120 minutos. O modelo cinético de Peppas foi aquele que melhor representou a cinética de
liberacdo do farmaco oriundo das matrizes dos biocompositos. Sendo assim, os métodos de
modificag&o in situ e ex situ provaram a presenga do copolimero na estrutura da CB nativa, com
alteragdes tanto da cristalinidade, molhabilidade e estabilidade térmica dos biocompositos, bem
como a atoxicidade frente a células de pele. Entretanto, novas abordagens de incorporacao seja
de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos precisam ser exploradas, a fim de otimizar o
encapsulamento destes farmacos na estrutura das micelas e assim, garantir o desenvolvimento

de sistemas de liberag¢do controlada.

PALAVRAS-CHAVE: Celulose Bacteriana; Copolimero PEO-b-PPO-b-PEO;Modificagdo in situ e

ex situ; Biocompdsitos de CB; sistemas de liberagao controlada de farmacos.



ABSTRACT

Matrix systems capable of controlling the release of drugs with consequent improvement in
therapeutic efficacy are of great interest to the pharmaceutical industry, especially those coming
from natural sources and microorganisms, also known as biopolymers. Bacterial cellulose (BC) is
a biopolymer obtained through a biotechnological route that presents several desirable properties
for such an application, and which, when combined with natural or synthetic materials, can
present superior and even more notable properties. It is known that the PEO-b-PPO-b-PEO block
copolymer has the ability to form micelles when in aqueous solution, and these structures are of
great interest, especially with regard to the transport and controlled release of drugs for topical
use. Therefore, the present study evaluated the incorporation of the triblock copolymer
PEO-b-PPO-b-PEO with different mass ratios in the in situ and ex situ culture medium to obtain
BC biocomposites and incorporation of diclofenac sodium (DS) in two different percentages
(0.5% and 1% wi/v), by adsorption method. Physicochemical and morphological analyzes
confirmed the presence of the copolymer and DS in BC nanofibrils. Scanning Electron
Microscopy (SEM) showed the spherical domains of the copolymer in the 3D structure of the BC,
as well as characteristic particles of the DS, although the homogeneity and efficiency of
incorporation into the micelles was not verified. The FT-IR spectra showed the main bands of
native BC, and additional bands and peak shifts for the CB/copolymer biocomposites with and
without DS, inferring the presence of the materials in the BC structure.. XRD analysis indicated
higher intensities of crystalline peaks in the in situ modified biocomposites. From the
determination of the contact angle, it was confirmed that the hydrophilicity of the surface of the
biocomposites incorporated or not with DS was not significantly changed when compared to
native CB. In vitro biological tests demonstrated the non-toxicity of the materials against fibroblast
cells, suggesting their application in the medical-pharmaceutical area, except for biocomposites
with 1% DS, which showed significant cytotoxicity. The in vitro DS release assay showed that the
biocomposite materials did not control the release of the drug over time. In 5 minutes, 26% (0.5%
DS) and 55% (1% DS), with release up to 98% in 120 minutes. Peppas' kinetic model was the
one that best represented the kinetics of drug release from biocomposite matrices. Therefore, the
in situ and ex situ modification methods proved the presence of the copolymer in the structure of
the native BC, with changes in both the crystallinity and wettability of the biocomposites, as well
as the non-citotoxicity against skin cells. However, novel incorporation methods for both
hydrophilic and hydrophobic drugs need to be explored in order to optimize the encapsulation of
these drugs in the micelle structure and thus enable the development of controlled release

systems.

KEYWORDS: Bacterial celulose; PEO-PPO-PEO Triblock Copolymers; In situ and Ex situ

modification; BC-based Biocomposites; Controlled Drug Delivery Systems.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistemas de liberacdo de farmacos e biopolimeros

Nas ultimas décadas muitos estudos tém sido focados no desenvolvimento de
novas formas farmacéuticas ou sistemas carreadores visando a liberagdo controlada
de farmacos (GARG et al.,, 2019; SUN et al., 2019; SEVERINO et al., 2019) O
principio basico da liberacdo controlada de um farmaco concentra-se na entrega do
ingrediente ativo diretamente no local de interesse e de sua liberagdo em velocidade
pré-determinada por um periodo de tempo definido, sem que haja necessidade da
administracdo sucessiva de doses. Diferentemente dos sistemas de liberagao
convencionais, essa estratégia garante a maximizacdo da eficacia terapéutica,
menores custos de tratamento, reducao de possiveis efeitos secundarios/adversos,

e melhor adeséao do paciente ao tratamento (NAYAK et al., 2018).

Dada as vantagens de prescricdo e administracdo destes farmacos, e a
importancia de mais estudos e investimentos nesse segmento, o mercado global de
vendas deste setor prevé um faturamento de 124.17 bilhdes de dolares até 2032,
com uma taxa de crescimento anual de 9.6% entre 2023 a 2032. Dentre os
principais impulsionares desse setor esta o farmaco TAR-200 (GemRIS™), que
permite a liberacdo controlada de gencitabina, um quimioterapico empregado no
tratamento de cancer de bexiga musculo invasivo. Empresas como Merck, Jhonson
& Jhonson, Pfizer, Capsugel, atuam como as principais detentoras no
desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas, incluindo, implantes,
sistemas transdérmicos, lipossomas, microcapsulas, micro/ nanoesferas e hidrogéis
(PRECEDENCE RESEARCH, 2022). A Figura 1 evidencia as principais

propriedades dos sistemas de liberacdo controlada:
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Figura 1. Principais vantagens do desenvolvimento de novas formas farmacéuticas voltadas a
liberagao controlada de moléculas terapéuticas (Autoria prépria).

Ressalta-se que o controle da liberagdo da substancia ativa até o tecido-alvo,
concentra-se especialmente em mecanismos de particdo, ativacdo modulada por
pressao hidrodindmica, ativacdo mecanica, ativagcdo quimica (responsivo a pH,
clivagem enzimatica ou reacdes de hidrélise), bem como a partir de mecanismos
envolvendo o uso de sistemas baseados em polimeros. Neste ultimo caso, as
primeiras formulagées desenvolvidas utilizaram polimeros degradaveis tais como o
poliuretano, borracha de silicone e poli(etileno-co-acetato de vinila), sendo o
principio de difusdo aquele que predominou e ainda predomina dentre os trés
principais mecanismos envolvidos com a liberacdo controlada de farmacos por
sistemas poliméricos (KAMALY et al., 2016).

A difusdo é governada por (i) movimentos aleatdrios do farmaco para a parte
externa da matriz polimérica mediante intumescimento e aumento do tamanho dos
poros, por (i) mecanismos que envolvem a permeabilidade e espessura da
membrana polimérica, onde as moléculas sao passivamente difundidas para fora da
matriz, e através da (iii) conveccao causada por pressao osmotica, com enfoque

para sistemas utilizando membranas semipermeaveis (KAMALY et al., 2016).

Os sistemas poliméricos exibem como principais vantagens, a possibilidade e

facilidade na conjugacdo entre a substancia com efeito terapéutico e a matriz
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polimérica a partir de uma variedade de ligagbes quimicas (covalentes e nao-
covalentes), a habilidade de incorporacédo tanto de farmacos hidrofilicos e
hidrofobicos, a habilidade em liberar macromoléculas, a protecdo contra enzimas
proteoliticas e componentes do plasma sanguineo, somado a gama de polimeros
quimicamente validados para tal aplicagcédo, e a possibilidade de escalabilidade dos

diferentes componentes poliméricos (QING et al., 2022).

Comparado aos polimeros sintéticos convencionais que demonstram uma
estrutura mais aleatéria e simples, os biopolimeros oriundos de fontes naturais
(alginato, quitosana, colageno, gelatina, amido, fibroina de seda, celulose, acido
hialurénico, dentre outros), configuram-se como moléculas complexas que adotam
estruturas tridimensionais definidas, e que sao semelhantes as macromoléculas
encontradas na matriz extracelular (MEC) (GHEORGHITA et al., 2021). Os
biopolimeros tem inumeras vantagens em relacdo aos polimeros sintéticos, tais
como, baixa toxicidade, biodegradabilidade, sustentabilidade, e elevada
hidrofilicidade, embora carecam de propriedades térmicas e mecanicas. Suas
aplicagcbes se estendem as diferentes areas, incluindo a area farmacéutica
(SHARIATINIA, 2019), cosmética (JUNCAN et al., 2021), alimentos (BARBOSA et
al., 2023), agricultura (BLAGA et al., 2022), e no desenvolvimento de dispositivos
médicos (KAMEL & KHATTAB, 2020). Ademais, os biopolimeros podem ser
empregados em diferentes formas, tais como os filmes, membranas, fibras,
esponjas, aerogel, hidrogéis e como involucros para alimentos (INACIO, 2022;
GHEORGHITA et al., 2021).

Assim, pode-se dizer que os sistemas matriciais biopoliméricos sdo de grande
interesse da industria farmacéutica, pois apresentam caracteristicas fisicas e
quimicas adequadas para tal aplicabilidade (INACIO, 2022). Somado a isso, a
possibilidade de desenvolver sistemas de liberagdo controlada de farmacos
empregando sistemas baseados em biocompdsitos na forma de sistemas micelares,
sistemas baseados em microparticulas e/ ou nanoparticulas, aumenta ainda mais o
interesse por esses materiais (LAZARINI & LUSTRI, 2018).

Os biocompdésitos sao sistemas compostos por duas ou mais fases, sendo
pelo menos um de origem natural, e que pode ser empregado tanto como matriz ou

reforco. Recentemente, Busuioc et al. (2023), publicaram um estudo com enfoque no
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desenvolvimento de filmes biocompdsitos em monocamada e multicamadas
baseados em alcool polivinilico (PVA) e CB nanofibrilada para a incorporacdao de
tetraciclina. Como resultados obtidos, os autores constataram que a liberagdo de
tetraciclina foi influenciada pela estrutura dos filmes, e pela composicao e espessura
das camadas. As nanofibrilas de CB provaram ser um fator chave para a liberagéo
controlada do farmaco de escolha, com uma liberagdo alcangando alguns dias para
o sistema multicamadas. Além disso, os biocompdsitos evidenciaram manter a

estabilidade do farmaco e garantir sua eficiéncia antimicrobiana.

A CB e seus derivados (etilcelulose, metilcelulose, carboximetilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose) sdo amplamente empregados como excipientes de
formulacbes farmacéuticas e como reservatérios de substancias ativas. A estrutura
quimica, e a distribuicdo de seus diferentes grupos funcionais influenciam
diretamente na viscosidade e solubilidade, fatores estes que determinam a taxa e
tempo de liberacdo de diferentes farmacos (LUKOVA et al., 2023). Portanto,
acredita-se que os polissacarideos, com destaque para os materiais baseados em
celulose, podem ser considerados uma excelente estratégia para a obtencdo de

novos sistemas de liberagao controlada de farmacos.

1.2 Celulose Bacteriana: propriedades e aplicacdes

A celulose ou biocelulose (CsH1005)n € 0 biopolimero mais abundante da
natureza, oriundo de fontes vegetais e de micro-organismos, tais como bactérias,
fungos ou protozoarios (AMARAL et al., 2020). A CB ¢ obtida através do processo
de fermentagdo acética de bactérias gram-negativas pertencentes aos géneros
Komagataeibacter, Agrobacteruim, Achromobacter, e Rhizobium, tanto em cultivo
estatico e agitado, a partir do uso de meios sintéticos e nao sintéticos. A CB também
pode ser designada como nanocelulose cristalina ou celulose nativa (LEAL et al.,
2020; MARESTONI et al., 2020).

O primeiro relato da obtencao de CB foi descrito por Brown em 1886, que
observou a formagdo de uma pelicula gelatinosa sobre a interface ar/meio liquido
oriunda do cultivo da anteriormente denominada Gluconacetobacter xylinus
(formalmente designada como Komagataeibacter xylinus) em meio a base de
vinagre (BROWN, 1886)
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Classificada como um homopolimero natural, a CB é constituida de unidades
de glicose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B-(1—4). Sua estrutura quimica
possui trés hidroxilas livres por unidade glicosidica que interagem entre si por meio
de ligagcdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares. Contudo, a CB
também conta com ligagbes do tipo Van der Waals e hidrofébicas, que levam a

formacao das cadeias paralelas (CLARO et al., 2022).

Macroscopicamente, a CB constitui-se como uma membrana altamente
hidratada, que pode apresentar diferentes formatos e tamanhos, dependendo do
aparato onde a cepa bacteriana € cultivada, enquanto microscopicamente, a CB é
formada por uma rede tridimensional de nanofibrilas (com didmetro que varia entre 2
a 4 nm e 100 nm de largura), semelhante as fibras colagenas presentes na MEC, e
que |lhe garante uma elevada area superficial, elevada resisténcia mecanica, e
elevada capacidade de retencdo de agua (teor superior a 90%) (DE OLIVEIRA
BARUD et al., 2016). Somado a isso, diferentemente da celulose oriunda da parede
das plantas, a CB possui elevada pureza quimica, e é atoxica, tornando-a um
biopolimero excepcional para a area biomédica (TROVATTI et al., 2016; PICHETH
et al., 2017).

Sabe-se que o meio de cultivo utilizado, o pH do meio, a porcentagem de
oxigénio e o modo de cultivo (estatico ou agitado), podem influenciar diretamente
nas caracteristicas morfologicas e fisicas da CB (DE OLIVEIRA BARUD et al., 2016;
LIYASKINA et al., 2017). A Figura 2 apresenta a sintese da pelicula de CB em meio
de cultura estatico, oriundo do cultivo de bactérias do género Komagataeibacter em
meio Hestrim Schramm (HS), e sua rede 3D de nanofibras que tem como unidade

fundamental cadeias glicosidicas unidas por ligagées do tipo B-1->4.
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a) b) c) d)

Figura 2. a) llustragcdo da sintese de CB na interface ar/meio liquido por bactérias gram-negativas do
género Komagataeibacter; b) Imagem fotografica da manta gelatinosa de CB obtida apos 5 dias de
cultivo e que passou pelo processo de purificagdo em solugdo de NaOH; ¢) Microscopia eletrbnica de
Varredura (MEV) que evidencia a rede 3D de nanofibras dispostas de maneira aleatéria,
caracteristico da CB; d) Estrutura quimica da CB representada por unidades glicosidicas unidas por
ligacoes do tipo B-1->4 (Autoria propria).

Diante do supracitado, a CB tem sido amplamente empregada nas areas de
alimentos e embalagens, eletrdnica, cosmética, téxtil, fabricagdo de papel funcional,
bioengenharia e engenharia tecidual, especialmente com o desenvolvimento de
scaffolds de CB/hidroxiapatita e novos biocurativos para o tratamento de feridas
cronicas. Na area médica, a CB também tem sido empregada como constituinte de
valvulas cardiacas, no revestimento de stents, implantes de cartilagem e menisco
(MARESTONI et al., 2020; ARAUJO et al., 2018; LAZARINI et al., 2018; BARUD et
al., 2016; LUSTRI et al., 2015).

Diferentes abordagens metodoldgicas demonstram a potencialidade da CB
como matriz ou reforgo de sistemas de liberagcdo de farmacos. Dentre os farmacos
incorporados na matriz de CB, cita-se o diclofenaco de sédio (DS), doxorrubicina,
ibuprofeno e tretraciclina, destinados tanto para o tratamento de feridas de pele,
como também para o tratamento de diferentes tipos de cancer. Como exemplo,
microesferas baseadas em CB/6xido de grafeno reduzido (rGO) foram preparadas
através da incorporacao in situ de GO durante o cultivo sob agitacdo da cepa
Komagataeibacter medellinensis (ID13488). Apds secagem por liofilizacdo, as
microesferas foram empregadas para a incorporacao de ibuprofeno. Os resultados
de liberacdo in vitro demonstraram uma liberagdo de 63% do farmaco apos 6 h de
ensaio. O estudo ainda demonstrou a possibilidade em projetar sistemas de
liberagdo baseados em CB responsivo a eletroestimulos, tendo em vista as
propriedades condutivas do rGO (URBINA et al., 2020). Chanabodeechalermrung e
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colaboradores (2022), também reportaram o desenvolvimento de materiais
baseados em CB/alginato, CB/pectina e CB/alginato/pectina preparados em
diferentes razées massicas (m/v), com posterior reticulagdo com cloreto de calcio
(CaCl) e secagem por liofilizagdo para a obtencdo de materiais semelhantes a
esponjas. Em seguida, o farmaco PHMB (polihexametileno biguanida), um potente
antimicrobiano, foi incorporado e avaliado quanto a eficiéncia de encapsulacao e
atividade biolégica. Dentre o0s resultados obtidos, constatou-se uma maior
resisténcia mecanica, maior intumescimento, e maior eficiéncia de incorporagao do
farmaco no sistema constituido por CB/alginato, evidenciando uma liberagéo
controlada do PHMB em tampao Tris-HCI, pH 7.4. Somado a isso, os autores
reportaram boa atividade antibacteriana frente aos patdgenos Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, e atoxicidade frente a queratinécitos humanos.
Portanto, o uso da CB combinada a outras particulas ou materiais poliméricos
organicos e inorgéanicos, assume propriedades adicionais e que pode encontrar
aplicacbes em diversas areas, inclusive no campo de drug delivery (TERCJAK et al.,
2015).

1.3 Biocompdsitos

Com o avanco da biotecnologia, tem-se explorado a interagido entre diferentes
matrizes biopoliméricas derivadas de plantas e de diferentes tipos de animais, tais
como a celulose, amido, quitina, acido poli-L-latico (PLA), hidroxialcanoatos (PHA),
poli-3-hidroxibutirato (PHB), com materiais de reforco, seja de origem fossil (fibras de
vidro, nanotubos de carbono, argilas, silica, e grafite), assim como os bio-baseados,
incluindo fibras oriundas da madeira, a seda e a la de origem animal, e a juta,
qguenafe, canhamo e linho, oriundos da biomassa agricola. Essas interacdes tém
com o intuito otimizar as propriedades dos materiais nomeados biocompdsitos e
ofertar caracteristicas adicionais que atendam as necessidades do mercado,
especialmente no que se refere as melhorias de desempenho e baixo custo
(NAGALAKSHMAIAH et al., 2019)

O termo biocompdésito se refere tanto aos compdsitos onde apenas um
componente é de origem bioldgica/biodegradavel, assim como quando ambos os

componentes sdo de base bioldgica. E importante ressaltar que na combinacao
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entre uma matriz de origem renovavel com um reforgo de origem sintética, ou na
combinagcdo de uma matriz sintética com um reforco natural, os materiais séao
parcialmente biodegradaveis, enquanto na interagdo entre uma matriz e reforco de
origem natural, esses materiais sdo ditos como biocompdsitos verdes, termo
conhecido como Green Biocomposites|| (NAGALAKSHMAIAH et al., 2019).

A interacdo sinérgica entre o reforco e a matriz confere ao biocompdsito
propriedades superiores em comparagdo com 0s componentes vistos de forma
separada. O componente de reforco possui como principais atribuicbes, o aumento
da rigidez, da resisténcia ao calor, corrosdo e condutividade do biocompdsito,
enquanto a matriz contribui para a processabilidade e protecdo do material de
reforco (MANU et al.,, 2022; VENTURA, 2009). A utilizacdo de constituintes de
origem natural em biocompadsitos torna-os particularmente atrativos para a industria,

tanto em termos de viabilidade econémica quanto de responsabilidade ambiental.

Na esfera bioldgica, a aplicacdo dos biocompdsitos se estende a diversos
campos, incluindo o uso em implantes (VALENTE et al., 2020), suturas (SPALEK et
al., 2022), aparelhos dentarios (FURTOS et al., 2016) e enxertos cardiacos
(WERTHEIMER et al., 2021). Na industria farmacéutica, os biocompositos oferecem
a capacidade de controlar as taxas de liberagdo de farmacos e aumentar sua meia-
vida. Isso é possivel devido a configuragdo molecular extensa dos polimeros, que
pode interagir com outras estruturas por meio de ligagcdes covalentes ou nao-
covalentes, aprimorando a solubilidade, estabilidade e permeabilidade dos farmacos
(LOPES et al., 2015).

Uma abordagem para modular a liberacdo controlada de farmacos foi
proposta por Bodhibukkana et al. (2006), que investigaram a obtencao de polimeros
molecularmente impressos (MIP) baseados em celulose bacteriana (CB) para a
liberacdo transdérmica de propranolol. Os MIPs foram sintetizados pela
copolimerizagdo in situ da CB utilizando acido metacrilico e dimetacrilato de
etilenoglicol como agentes de reticulagdo. Os resultados indicaram melhorias no
transporte seletivo do propranolol através da pele. Além disso, termoplasticos
biodegradaveis soluveis em agua, como poli(6xido de etileno) e poli(alcool vinilico),
tém sido empregados na producéo de biocompdésitos a base de CB.
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1.4 Copolimeros: estrutura, organizacao e aspectos gerais dos sistemas
micelares

Um copolimero € uma macromolécula formada por mais de um tipo de
mondmero com repeti¢cdes distintas que interagem entre si por meio de ligagdes
quimicas. De acordo com a disposi¢cao de seus monémeros, 0os copolimeros podem
ser divididos em quatro classes: em bloco, alternado, estatistico, e enxertado
(YOKOYAMA, 1992). Tratando-se dos copolimeros em bloco, estes sdo uma classe
especifica de copolimeros, nos quais as unidades monoméricas sao agrupadas em
bloco ao longo da cadeia polimérica. Essas macromoléculas podem ser
configuradas em arquiteturas moleculares lineares, ramificadas e ciclicas
(AGUDELO, 2015). As estratégias para a sintese dos copolimeros incluem
principalmente: (1) a adicdo sequencial de mondmeros através de técnicas de
polimerizacdo controlada; e (2) reagcdes de acoplamento que exploram as

extremidades ativas dos diferentes segmentos de cada cadeia (FENG et al., 2017).

Dentre os polimeros sintéticos, destacam-se os copolimeros de estrutura
tribloco A-B-A. Este tipo de copolimero foi sintetizado pela primeira vez em 1950
pela BASF Corporation, apresentando como constituintes dois grupos hidrofilicos
laterais de poli(6xido de etileno) (PEO) e um grupo lipofilico central de poli(6xido de
propileno) (PPO). Atualmente s&do comercializados com diferentes denominagoes,
sendo elas, Pluronics®, Poloxamers®, Synperonic® e Tetronic® (FREITAS et al.,
2023).

Pluronics tem um custo relativamente barato devido a sua rota sintética
simples que ocorre por meio de polimerizacdao de adicdo. Em geral, a fase de
iniciacdo da sintese envolve a polimerizacao das unidades de 6xido de propileno
(PO) e subsequentemente, os grupos etdxi (EO) crescem em ambos os lados da
cadeia PPO. Assim, podem ser obtidas cadeias poliméricas com diferentes
comprimentos dos blocos PEO-PPO-PEO, que depende da quantidade de
mondmeros iniciadores, sendo mais de cinquenta copolimeros Pluronics diferentes

disponiveis comercialmente (FREITAS et al., 2023).

Os copolimeros Pluronics sao surfactantes nao ibnicos, anfifilicos, que
apresentam boa dispersao em agua, além de excelentes propriedades umectantes.
Em relagcédo as aplicagées na area farmacéutica, eles tém sido empregados como
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excipientes em diferentes formulagdes, incluindo o desenvolvimento de novas
nanoparticulas (NPs), bem como em aplicagbes envolvendo novos carreadores de
farmacos, garantindo-lhes propriedades umectantes, maior espalhabilidade, além de
formas farmacéuticas emulsificantes e espumantes. Para formulagdes intravenosas,
o0 Pluronic também minimiza a tensao superficial entre a forma farmacéutica
contendo o ingrediente ativo e as proteinas plasmaticas, aumentando o seu tempo
de meia-vida na circulagdo sanguinea (FREITAS et al., 2023; ZARRINTAJ, 2023).

Uma propriedade extremamente interessante desses copolimeros € a
capacidade das moléculas individuais se auto-organizarem em micelas quando em
solucao aquosa. As micelas podem possuir a forma esférica, de bastonete e lamelar,
dependendo para isso da massa molar dos blocos de EO e PO, da concentracao do
copolimero (concentragdo micelar critica, CMC) e da temperatura empregada
durante a reagdo. Sabe-se que todas as estruturas micelares possuem um nucleo
hidrofébico devido a presenca das cadeias de PO e uma extremidade hidrofilica
formada por cadeias de EO disposta em volta do nucleo, garantindo o
aprisionamento de diferentes farmacos (hidrofilicos ou lipofilicos) em sua estrutura
micelar (HUYSECOM et al., 2023; KHALIQ et al., 2023; PANKAJ et al.,, 2022;
AGUDELO, 2015).

A Figura 3 representa a estrutura molecular do copolimero em bloco PEO-
PPO-PEO, a estrutura basica de uma micela apos atingir a CMC, e a incorporagao
de um farmaco lipofilico, tal como o diclofenaco de sodio (DS) sobre a rede

hidrofébica da micela.
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Figura 3. a) Estrutura quimica do copolimero tribloco PEO-PE-PEQO; b) copolimero em solucéo
aquosa; c) Estrutura micelar do copolimero tribloco PEO-PE-PEO apds atingir a concentragdo micelar
critica; d) Representagdo da incorporagdo de um farmaco lipofilico entre a regido hidrofébica da
micela. Adaptado de Khaliq et al. (2023); Hussein & Youssry (2018).
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Ressalta-se que o tamanho da micela € um elemento crucial para garantir
que o farmaco seja liberado de forma controlada, exercendo impacto direto em sua
biodisponibilidade. A faixa de tamanho das micelas mais explorada para tal
aplicacao esta entre de 10 a 100 nm, tamanho esse que permite a incorporagao
eficaz do farmaco nas vesiculas endociticas, facilitando o transporte para o tecido-
alvo e, assim, promovendo uma distribuicdo mais eficiente (KHALIQ et al., 2023;
ISHIDA et al., 1999). Outro aspecto relevante na formacdo das micelas é a
temperatura micelar critica (MCT). Para a maioria dos copolimeros, a faixa ideal de
temperatura esta entre 25 2C a 40 °C. Nesse intervalo, ocorre a desidratacao
progressiva das cadeias de PO e EO, tornando-os insoluveis em solugdo aquosa,

culminando com a formacgao das micelas (AGUDELO, 2015).

Sahu et al. (2010) avaliaram a eficiéncia de encapsulagdo de curcumina nas
micelas do copolimero F68 utilizando método de hidratagéo de filmes finos, seguido
da liofilizagdo. O F-68 é composto por uma média de 25-30 unidades no segmento
PPO e 75-85 unidades de PEO em cada segmento. A eficiéncia de incorporacao foi
de 25,72% quando a razao 1:5 (farmaco/copolimero) foi empregada. Por outro lado,
quando os autores aumentaram a razao para 1:50, a eficiéncia de incorporacao foi
de 70,24%. Pelo ensaio de liberagao in vitro, constatou-se que 20% do farmaco foi
liberado nas primeiras 4 h, alcancando 80% em 240 h. O tempo estimado para

liberar 50% do farmaco foi de 36 h.

Tercjak e colaboradores (2015) avaliaram os efeitos da modificagao in situ do
meio de cultura para a sintese de CB a partir da adi¢cdo do copolimero em bloco F68
em diferentes razées massicas (0,5, 1 e 1,5% m/v). Os resultados de ATR-FTIR
demonstraram a interagcédo entre a CB/F68, com o deslocamento do pico em 3345
cm! equivalente ao estiramento de O-H, evidenciando a interacdo quimica entre o
grupo OH de BC e o bloco EO do copolimero. Adicionalmente pela analise de DRX
dos biocompdsitos de BC/F68, foi constatado a presenca de trés picos cristalinos em
14,9 ¢, 17,2 2 e 23 2 na regiao de 20, caracteristico da celulose |, com um sutil
aumento do indice de cristalinidade de 77% para CB nativa para 79-82% nos
diferentes biocompdésitos de CB/F68. As analises de Microscopia de Forgca Atdmica
(AFM), demonstraram a presencga de uma estrutura tridimensional de fibras em todos
0s biocompdsitos, sem alteracéo significativa no didmetro das fibras (25-100 nm),

embora com a adicao de 1% de copolimero, tenha sido observado a presenca de
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dominios bem dispersos entre as fibras (didmetro de 25-50 nm) e a partir da adicao
da 1,5% de copolimero, constatou-se o recobrimento da superficie da CB em
diferentes areas. Influéncia significativa foi observada em relagcdo a nanorugosidade
média (Ra) da CB pura frente aos biocompdésitos, com valores de 55 nm frente a 130
nm para o biocompdsito contendo 3% de copolimero, respectivamente. Contudo,
ainda ndo existem trabalhos que avaliaram a influéncia de diferentes métodos de
modificagao (in situ e ex situ) para a obtengcdo de biocompdsitos de CB/copolimero
tribloco PE-PO-PE como um sistema matricial para a liberacdo controlada de

farmacos.

Considerando o exposto, esse estudo visou avaliar a aplicabilidade de
biocompdsitos de CB/copolimero tribloco PE-PO-PE como um potencial sistema de
liberacdo controlada do DS, sendo este o farmaco modelo do estudo. Para tal,
diferentes razdes massicas do copolimero Pluronic® F68 foram empregadas durante
os métodos de modificacdo in situ e ex situ, com posterior avaliacdo de suas
propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas, do perfil de liberagdo in vitro do DS e

avaliagdo da citotoxicidades dos biocompdésitos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo concentrou-se na obtencdo e caracterizacao fisico-
quimica de biocompodsitos de CB/copolimero tribloco PE-PO-PE obtidos através da
modificagdo in situ e ex situ, € na investigacdo da aplicabilidade destes materiais
como um possivel sistema de liberacao controlada de farmacos, utilizando como

farmaco modelo, o diclofenaco de sodio.

2.2 Objetivos especificos

I.  Obter biocompdsitos baseados em celulose bacteriana/copolimero PE-PO-PE
utilizando diferentes razdes massicas durante o cultivo in situ e ex situ de
bactérias do género Komagataeibacter (AF1).

[I.  Caracterizar os biocompdsitos sem e com farmaco, quanto a morfologia,
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composicao estrutural, indice de cristalinidade, estabilidade térmica,
molhabilidade e transparéncia , utilizando as técnicas de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia Vibracional na Regidao do
Infravermelho (FT-IR), Difragdo de raios-X (DRX), analise termogravimétrica
(TGA/DTG), Angulo de contato (AC) e Espectroscopia de UV-Vis.

lll.  Realizar os testes de incorporagéao e liberagdo in vitro do diclofenaco de sodio
nas concentragbes de 05% e 1% (m/v) nos biocompdsitos
deCB/5%Copolimero PE-PO-PE.

IV. Realizar o ensaio de citoxicidade in vitro a fim de verificar a ndo toxicidade

dos biocompositos obtidos sem e com o farmaco.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das membranas de Celulose Bacteriana (CB)

A producao das membranas de CB foi realizada em parceria com a empresa
HB Biotech de Araraquara/SP. Para a producdo da CB, utilizou-se a cepa AF1
(Komagateibacter rhaeticus) em meio de cultivo HS, que apresenta a seguinte
composicao basica: 2% (m/v) glicose, 0,5% (m/v) peptona, 0,5% extrato de levedura,
0,27% (m/v) fosfato dissdédico anidro e 0,115% (m/v) acido citrico monohidratado.
Apods o preparo do pré-inéculo e inéculo, obedecendo 10% do volume das bandejas
de cultivo, as membranas de CB foram obtidas apés 8 dias de cultivo, sob modo
estatico a 28 2C. Para a remocdo dos microrganismos, realizou-se a etapa de
purificacdo através de um tratamento quimico utilizando solucdo de hidréxido de
sédio (NaOH) 0,1 M por 40 minutos a 80 °C, sendo posteriormente lavada com agua
destilada até atingir pH neutro. As membranas de CB purificadas foram utilizadas
tanto como controle (CB nativa), como também para a obtenc¢do dos biocompdésitos

oriundos da modificagao ex situ, apresentado no tépico 3.3.
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3.2 Modificagéo In situ com o Copolimero Tribloco

O copolimero Pluronic® F-68 foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich ® (CAS:
9003-11-6).

Os biocompositos obtidos a partir da modificagéo in situ foram preparados de
acordo com o método descrito por Tercjak et al. (2015), desenvolvido em parceria
Com 0 nOsso grupo de pesquisa, BioPolMat.

Na sintese dos biocompdsitos, diferentes porcentagens do copolimero foram
incorporadas no meio de cultura convencional (HS). Assim, porcentagens de 0,5%,
1%, 3%, 5% e 10% m/v foram adicionadas a um frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 90 mL de meio HS e 10 mL de pré-inéculo contendo a cepa AF1. Apds um
periodo de 8 dias de cultivo em estufa com circulagéo de ar, sob condi¢bes estaticas
a 28 °C, as membranas gelatinosas resultantes foram obtidas. Posteriormente, as
membranas modificadas com o copolimero foram lavadas com agua destilada para a
remocao do excesso de meio e submetidas a etapa de purificacdo com NaOH 0,1 M,
conforme método descrito no tépico anterior. Com o término da purificacdo, os
materiais foram secos em estufa com circulacdo de ar a 40 °C por 8 horas para

seguirem com as caracteriza¢des morfoldgicas, fisico-quimicas e biologicas.

3.3 Modificacdo Ex situ com o Copolimero Tribloco

As membranas obtidas apds o cultivo somente em meio HS (topico 3.1.)
foram recortadas nas dimensdées de 10 cm x 10 cm posterior incorporagdo do
copolimero tribloco, obedecendo as mesmas razbes massicas descritas
anteriormente. Sendo assim, as diferentes porcentagens de copolimero (0,5%, 1%,
3%, 5% e 10%), foram previamente solubilizadas em 100 mL de agua destilada, e
simultaneamente, o excesso de agua das membranas de CB foi removido com
auxilio de papel filtro. Em seguida, as membranas de CB foram imersas nas
diferentes solugées de copolimero F-68, permanecendo em agitagdo por um periodo
de 12 horas. Com o término da modificagdo ex situ, os materiais também foram

secos em estufa com circulag&o de ar, conforme descrito na se¢&o anterior.
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3.4 Incorporacgéo do Diclofenaco de sédio

A incorporacao do DS (S0765000 - Sigma-Aldrich®) em filmes de CB nativa e
biocompdsitos de CB/copolimero foi realizada de acordo com método proposto por
Silva et al. (2014). Para a incorporagao, optou-se por utilizar apenas os filmes de
CB/copolimero 5% pés modificacdo in situ e ex situ, respectivamente. Portanto, 8
cm?2 de cada membrana drenada foi empregado para a incorporagdo de duas
diferentes concentragdes de DS: 0,5% (m/v) e 1% (m/v). Previamente a essa etapa,
o DS foi mantido overnight em solugédo salina tamponada, pH 7.4 para completa
dissolucdo. Apo6s a solubilizagcdo, 8 mL de cada solu¢do contendo o farmaco foi
vertida sobre as membranas drenadas e mantidas por 48 horas em temperatura
ambiente. Para finalizar, as membranas foram secas em temperatura de 40°C por 12
horas. A incorporacdo de DS 0,5% e 1% foi conduzida em duplicata para cada

membrana.

3.5 Caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica dos biocompdsitos sem
e com o farmaco

As membranas de CB nativa, o copolimero PE-PO-PE e os biocompdsitos de
CB/copolimero PE-PO-PE com e sem farmaco foram caracterizados
morfologicamente pela técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV-FEG,
Modelo JSM IT500HR).O preparo das amostras consistiu na deposicdo de uma
camada fina de carbono a fim de torna-las condutoras. Estruturalmente os materiais
foram caracterizados por Espectroscopia Vibracional na Regidao do Infravermelho
(FTIR) utilizando o espectrofotometro Agilent Cary 630 e por Difratometria de raios-X
(DRX), empregando o equipamento DRX-6000, Shimadzu. Os espectros de FT-IR
foram obtidos na faixa de 4000 cm-' a 600 cm-!, com um total de 32 varreduras e
resolucdo de 4 cm'. Os parametros para a analise de DRX envolveu o uso de
radiacdo CuKa (A = 1,5418 A), com tens&o de 40 kV,corrente de 30 mA, e varredura
angular de 5° a 70° (dngulo de Bragg - 26) e passo angular de 0,02 por segundo.
Tratando-se da analise térmica, 5 mg de cada amostra foram submetidas a uma taxa
de aquecimento de 10 2C/min em uma faixa de 29 °C a 700 °C, sob um fluxo de ar
sintético de 100 mL/min-'. O equipamento utilizado para a avaliagdo de perda de

massa versus temperatura foi o TGA Q600 SDT (TA Instruments). A determinagéo
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da alteracdo da molhabilidade da superficie dos diferentes materiais foi realizado
através da medicao do angulo de contato em goniémetro Ramé-Hart modelo 260-F,
por meio da avaliagdo de dois liquidos-sonda: agua deionizada e diiodometano.
Cada amostra foi submetida a medicao de trés gotas, sendo cada medicao repetida
trés vezes, perfazendo um total de nove medidas por amostra. Através da teoria de
Young-Laplace (WU, 2007), foram determinadas as  propriedades
hidrofilicas/hidrofobicas do material, assim como sua tensao superficial. Esse
processo envolveu a aplicacdo das equacgdes e parametros estabelecidos por Wu et
al. (1971). Para calcular esses parametros, foi empregado o método harménico
utilizado em superficies poliméricas, conforme descrito por Wu (CHIBOWSKI;
TERPILOWSKI, 2009).

3.6 Ensaio In Vitro de Citotoxicidade dos Biocompdsitos sem e com o
farmaco

Para o ensaio, utilizou-se fibroblastos murino derivados de tecido conjuntivo
(L929) adquiridos da ATCC (American Type Culture Collection), que foram
gentilmente cedidas pelo laboratorio da Prof?. Gisele Faria da Faculdade de
Odontologia de Araraquara/UNESP.

Inicialmente, as células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e antibioticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior
incubagao em estufa a 372C e 5% de CO2. Apds 2 repiques consecutivos, iniciou-se
o ensaio de citotoxicidade, empregando uma concentracdo de 2x104 células/poco,
que foram incubadas em placa de 96 pogos. A placa foi mantida por 24 h em
incubadora, respeitando os mesmos parametros de temperatura e porcentagem de

CO2 descritos anteriormente.

Paralelamente ao plaqueio das células, os meios de extragcédo (tratamento)
empregando os filmes de CB pura e os biocompdsitos de CB/Copolimero tribloco
PE-PO-PE com e sem incorporagao do farmaco modelo foram preparados de acordo
com a ISO 10993-12. Para tal, 3 cm? de cada filme foi disposto em tubo cénico com
a adicao de 3 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de soro fetal bovino). Os filmes
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em contato com o meio foram deixados sob agitacdo por 24 h a 37°C. Finalizado o
periodo de agitagcdo, os meios foram filtrados em filtro de seringa 0.22 um. Apds a
filtragem, estes foram adicionados sobre a monocamada celular empregando 100
uL/pocgo, seguido da incubacdo em estufa de CO2 por mais 24 h. Decorrido as 24 h
de tratamento, os meios de extragcdo foram removidos, seguido da lavagem com
Phosphate Buffer Saline (PBS) por duas vezes consecutivas. Finalizado essa etapa,

100 pL de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
previamente diluido na concentragcao de 1 mg/mL foram adicionados em cada poco.
A placa foi novamente incubada a 37°C, ao abrigo da luz, até a observacado da
formacdo dos cristais violeta de formazana (3 horas). Finalizado o periodo de
incubacao, o MTT foi retirado dos pocos e os cristais de formazana formados foram

dissolvidos adicionando-se 50 pL de alcool isopropilico absoluto.

Os valores de absorbéncia (Abs) foram obtidos em espectrofotdmetro de
microplacas (SoftMax® Pro 5), com leitura em comprimento de onda a 570 nm.
Como controle de morte celular (controle positivo), as células foram tratadas com
DMSO (Dimetilsulfoxido) a 10% e como controle de sobrevivéncia (controle
negativo), as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata, em trés ensaios independentes, incluindo os controles
(MOSMANN et al., 1983). Com os valores de Abs, calculou-se a média da
porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao controle de sobrevivéncia (100%),

conforme apresentado pela equagao abaixo (horma ISO 10993-5):

(Abs da amostra — Abs branco)
100

X
(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco)

3.7 Determinacéo do Perfil de Liberagéo in vitro do diclofenaco de sédio

Para determinar o perfil de liberagado in vitro do DS foram realizados os

experimentos: curva de calibracado, estudo de liberagao in vitro e determinagao dos

modelos cinéticos de liberacdo do farmaco oriundo dos filmes de CB nativa e
biocompdsitos de CB/copolimero.
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3.7.1 Curvade calibracéo

A partir do preparo de uma solucdo mae de 20 ug/mL, preparou-se oito
diferentes concentragdes do DS, sendo elas: 2 ug/mL, 4 ug/mL, 6 ug/mL, 8 ug/mL 10
ug/mL, 12 ug/mL, 14 ug/mL e 16 ug/mL. Todas as diluicbes foram realizadas em
solucdo salina tamponada, pH 7.4. A determinagcdo da Abs foi conduzida em
equipamento de Espectroscopia UV-Vis (Perkin Elmer, modelo Lambda 365), em
comprimento de 276 nm. As analises foram conduzidas em triplicata para cada
concentragcdo. Apos a determinacao das Abs, realizou-se a plotagem do grafico (Abs
versus concentracdo) para a determinacéo do coeficiente de correlagdo de Pearson

(r2) e obtencao da equacdo da reta através do software Excel.

3.7.2 Avaliagéo do perfil de liberagéo in vitro

Para determinar o perfil de liberacdo in vitro do DS incorporado na CB nativae
nos diferentes biocompdsitos, empregou-se o dissolutor modelo 299 (Ethik),
aplicando o método de dissolugdo com o uso de cesto rotatério (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Para tal, 8 cm? de cada amostra. Para o ensaio, uma solucao
aquosa de tampao fosfato, pH 5.5 (pH da pele), foi preparada e vertida nas cubas
em volume total de 400 mL/cada. O meio de dissolugao foi mantido sob temperatura
de 37 £ 0,5 °C durante todo o ensaio. Os filmes de CB/DS e biocompésitos de
CB/copolimero/DS foram entdo alocados nos cestos e imersos nas cubas do
dissolutor sob agitacao constante de 50 rpm. Aliquotas de 1 mL foram coletadas em
diferentes intervalos de tempo: 5, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120 minutos, sendo feita a
reposicao imediata do mesmo volume em cada tempo. Os valores de Abs foram
determinados por Espectroscopia UV-Vis (Perkin Elmer, modelo Lambda 365), com

leitura em 276 nm. As analises foram realizadas em duplicata para cada amostra.

3.7.3 Determinacdo dos modelos cinéticos
Para compreender a cinética e 0 mecanismo de liberagdo do DS oriundo dos
biocompdsitos, empregou-se dois modelos matematicos, sendo eles: Higuchi, e

Korsmeyer-Peppas, de acordo com as equacgdes abaixo:
[Modelo de Higuchi] Qt = kHt"2

Onde Qt é igual a taxa de liberagdo do farmaco na raiz quadrada do tempo

(t'2), kH é a constante de dissolugao de Higuchi
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Modelo de Korsmeyer-Peppas Qt = At"

Onde Qt é igual a taxa do farmaco no tempo t, A € a constante da taxa de
liberagdo, que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do dispositivo de

liberag&o, e n é o expoente da liberaggo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Biocompositos de CB/Copolimero PE-PO-PE

4.1.1 Analise Morfoldgica

A Figura 4 evidencia os aspectos morfolégicos tanto da CB nativa e
copolimero, enquanto as Figuras 5 a 9 evidenciam os aspectos morfolégicos dos
diferentes biocompdsitos de CB/copolimero a 0,5%, 1%, 3%, 5% e 10% apds

modificagao in situ e ex situ, respectivamente.

Figura 4. Microscopia Eletrénica de Varredura da CB nativa (micrografia da esquerda) e Copolimero
tribloco PEO-b-PPO-b-PEO (micrografia da direita).
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Figura 5. Microscopia Eletrénica de Varredura do biocompésito CB/copolimero 0,5% pos modificagdo
Ex situ (micrografia da esquerda) e In situ (micrografia da direita).

Figura 6. Microscopia Eletronica de Varredura do biocompdsito CB/copolimero 1% pés modificagéo
Ex situ (micrografia da esquerda) e In situ (micrografia da direita).

Figura 7. Microscopia Eletrdnica de Varredura do biocompdésito CB/copolimero 3% pds modificagdo
Ex situ (micrografia da esquerda) e In situ (micrografia da direita).
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Figura 8. Microscopia Eletronica de Varredura do biocompdésito CB/copolimero 5% pds modificacao
Ex situ (micrografia da esquerda) e In situ (micrografia da direita).

Figura 9. Microscopia Eletronica de Varredura do biocompdsito CB/copolimero 10% p6s modificagao
Ex situ (micrografia da esquerda) e In situ (micrografia da direita).

A analise por MEV da CB nativa revelou a presenca de fibrilas nanométricas e
alongadas que se entrelagcam formando uma rede interconectada e tridimensional.
Essa disposicdo das fibrilas confere ao material uma estrutura porosa, além de
elevada resisténcia e flexibilidade (DOMENEGUETTI et al., 2023). Ja para o
copolimero tribloco PEO-b-PPO-b-PEO (F-68), constatou-se a presenca de
particulas esféricas e de tamanho similar, embora também tenha sido verificado a
presenca de fragmentos menores. Constatou-se em todos os biocompdsitos de

CB/copolimero (Figuras de 5 a 9), a presenca da mesma rede interconectada de
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nanofibrilas, embora pode-se inferir uma reducao perceptivel e visual no didmetro
das fibrilas para os biocompédsitos de CB com diferentes porcentagens de
copolimero. Ademais, foi possivel constatar a presenca de dominios esféricos,
dispersos entre as redes de nanofibrilas, caracteristico do copolimero F68, bem
como um aumento crescente destes dominios a medida que maior porcentagem de
copolimero foi incorporada a partir do emprego de ambos os métodos de

modificagao.

Infere-se que a interacdo entre o copolimero e as redes de nanofibrilas foi
governada por ligacoes de hidrogénio intermoleculares entre os grupos hidroxilas da
CB e a extremidade PEO, conforme sugerido por Tercjak et al. (2015). Porém, vale
ressaltar que os biocompaésitos obtidos a partir da insercdo de 10% de copolimero in
situ, levaram a obtencdo de membranas com espessura significativamente menor,
como apresentado na Tabela 1, sugerindo que essa porcentagem de copolimero

pode ter causado toxicidade para as bactérias durante a sintese.

AMOSTRA ESPESSURA (mm)
CB nativa 0,028333 +0,004784233
Biocompésito 0,5% 0,028667 ¥ 0,007717225
Biocompdsito 1% 0,024667 + 0,002867442
Biocomposito 3% 0,019667 + 0,008178563
Biocompdsito 5% 0,023 ¥ 0,005715476
Biocomposito 10% 0,006667 F 0,001699673

Tabela 1. Tabela representativa da espessura da CB nativa e Biocompésitos In situ.

4.1.2 Difracao de Raios-X (DRX)
O indice de cristalinidade de materiais baseados em CB tem influéncia direta

em suas propriedades fisicas, especialmente em seu comportamento mecanico
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(resisténcia a tracdo e modulo elastico), e em sua estabilidade térmica (LANGAR!I,
2019).

A Figura 11 mostra os espectros de XRD para biocompédsitos CB/EPE. Os
espectros exibem predominantemente o padrdao caracteristico de CB. A
desconvolugao gaussiana revelou os picos cristalinos e o halo amorfo de celulose,
bem como um halo em algumas amostras potencialmente atribuidas a EPE. O indice
cristalino (Crl), tamanho do cristalito (t), microdeformacéao (¢) e fungao discriminante
Z de Wada e Okano foram calculados (Tabela 2). A fung¢ao discriminante Z foi > 0
para todas as amostras, indicando uma estrutura cristalina triclinica do tipo rico em
la, com picos de cristal em 14,5°, 16,5° e 22,5°, correspondendo aos planos de
reflexdo (100), (010) e (110), respectivamente (llla et al., 2019).

Isso pode indicar que o EPE cristalino esta intercalado na estrutura da
celulose. A microdeformacao quantifica as imperfeicbes e o estresse interno de um
material (Surdu, Gyérgy, 2023). Um desvio da cristalinidade ideal resulta no
alargamento do pico de XRD, que pode surgir de fatores como tamanho do cristalito,
microdeformacao, heterogeneidade da solucdo sdlida e variacbes de temperatura.
Os biocompdésitos BNC/EPE exibiram valores de microdeformagao proximos uns dos
outros. No entanto, valores ligeiramente mais altos foram observados para as
amostras in situ, o que se reflete em tamanhos de cristalito marginalmente menores
(Tabela 2). O indice de cristalinidade (Crl) da amostra CB pura foi de 34,5 + 0,6%
(Tabela 2). CB/EPE 1% Ex situ mostrou mudancas insignificantes no valor de Cirl,
mas uma diminuicdo em Crl foi observada com concentragées mais altas de EPE.
Para as amostras /n situ, 1% de EPE aumentou o Crl para 63,8 = 0,6%, sem

alteracao para 5% de EPE e uma diminuicao apenas em 10% de EPE.
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Figura 11. Difratogramas de XRD de copolimero EPE, BNC puro e biocompésitos BNC/EPE (1%,
5% e 10%) preparados por métodos Ex situ e In situ. A deconvolugdo gaussiana dos picos foi

incluida.

Tabela 2. Parametros calculados da deconvolugdo gaussiana do pico de XRD para copolimero
EPE, BNC puro e biocompositos BNC/EPE.

Amostras Indice Cristalino (Crl) | Tamanho do cristalito (z) | MicroStrain (¢) | Z - Fungdo Discriminante | R-Square
% SD nm SD * SD * SD

EPE 60.0 0.5 10.0 0.3 0.017 0.001 | - - 0.9914
CB 34.5 0.6 6.3 0.7 0.039 0.002 | 4.1 0.2 0.9916
CB/EPE biocompositos

1% Exsitu | 39.4 0.6 6.3 0.4 0.039 0.001 | 13.0 0.1 0.9934
5% Exsitu | 26.8 1.1 6.1 0.5 0.039 0.002 | 9.7 0.2 0.9908
10% Ex situ | 16.6 1.8 6.4 0.2 0.037 0.001 | 9.0 0.1 0.9972
1% /In situ 63.8 0.6 5.5 0.2 0.043 0.001 | 14.6 0.1 0.9965
5% In situ 59.1 0.9 5.8 0.3 0.041 0.001 | 10.3 0.2 0.9957
10% /nsitu | 26.0 0.5 6.0 0.3 0.040 0.002 | 13.2 0.2 0.9964
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4.1.3 Anélise da composicdo quimica por FT-IR/ATR

A Figura 12 apresenta os espectros de FT-IR/ATR obtidos da CB nativa e do
copolimero tribloco PE-PO-PE. O espectro de FT-IR da CB nativa demonstrou
bandas caracteristicas de sua estrutura quimica, dentre elas, a banda em 3345 cm-!
(alongamento O-H da celulose tipo 1), 3240 cm-' (O-H ligado a hidrogénio), 2895 cm-
T (alongamento CH dos grupos CH2), 2854 cm-' (alongamento assimétrico de CHy>),
1650 cm™' (movimento de flexdo da agua absorvida H-O-H), 1427 cm™ (flexdo
simétrica de CHz), 1365 cm-! (flexdo de CH), 1160 cm-! (alongamento assimétrico de
C-0-C) e 1060 cm-' (alongamento de C-O). Por outro lado, o espectro do copolimero
tribloco demonstrou uma banda caracteristica em 1462 cm -1, atribuido a vibracao de
flexdo C-H e uma banda em 1098 cm-', atribuida ao alongamento do grupamento
éter (C-O-C).

————————— CB NATIVA

CB NATIVA

COPOLIMERO PO-PE-PO

v

COPOLIMERO PO-PE-PO

Numero de onda (cm™)

Figura 12. FT-IR/ATR das amostras de CB nativa e do copolimero tribloco PE-PO-PE.

As Figuras 13 e Figura 14 apresentam os espectros dos biocompdsitos de
CB/PE-PO-PE obtidos via modificagdo In situ e Ex situ, respectivamente. Os
resultados evidenciaram a presenca do mesmo padrao de bandas observado para a
CB nativa, que foram computados nos mesmos comprimentos de onda, sem a

presenca de bandas adicionais.
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Figura 13. FT-IR das amostras de biocompdésitos de CB/copolimero PE-PO-PE obtidos in situ, nas
concentragoes de (c) 0,5%; (d) 1%; (e) 3%; (f) 5%; e (g) 10% de copolimero, respectivamente.
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Figura 14. FT-IR das amostras de biocompdsitos de CB/copolimero PE-PO-PE obtidos ex situ, nas
concentragdes de (c) 0,5%; (d) 1%; (e) 3%; (f) 5%; e (g) 10% de copolimero, respectivamente.
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4.1.4 Avaliagdo das propriedades térmicas por Termogravimetria
(TGA/DTG)

A analise termogravimétrica monitora rea¢des quimicas e conversoes fisicas
que ocorrem durante o processo de aquecimento de uma amostra, detectando a
perda de massa em fungcdo da temperatura e do tempo. A analise por
Termogravimetria (TG) e Derivada Termogravimétrica (DTG) avalia as propriedades
térmicas e da estabilidade dos materiais biomédicos. A compreensao das
propriedades térmicas dos biocompositos € fundamental para determinar sua
estabilidade sob condicbes de processamento e armazenamento, bem como para
compreender os mecanismos de degradacao térmica (LOOF, 2016).A Figura 15
exibe as curvas referente a analise de TG/DTG para a amostra de CB nativa e
copolimero tribloco. As Figuras de 16, 17, 18, 19 e 20 apresentam as curvas
TG/DTG dos biocompésitos de CB/copolimero tribloco obtidos via modificacao In situ

e Ex situ.
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Figura 15. Termogramas da CB nativa e do copolimero tribloco.

O termograma da CB nativa apresentou trés eventos principais de perda de
massa: o primeiro evento na faixa de 80 2C - 170 ¢C, e relacionado com a perda de
agua intermolecular da celulose, enquanto o segundo evento foi observado na faixa
de 240 °C - 328 °C, onde ha a despolimerizagdo das cadeias glicosidicas. O terceiro
evento ocorreu por volta de 350 °C - 400 °C, onde ha uma degradacdo maxima de
sua estrutura, levando a uma massa residual de 0%. Ja para o copolimero tribloco,

observou-se apenas um evento relacionado com a perda de massa do material, que
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iniciou-se em 175°C, e atingiu um pico maximo em 250°C, com uma perda de 96%

e massa residual de 2% na temperatura de 700°C.

Em relagcdo aos biocompdsitos de CB/copolimero tribloco para modificagdes
in situ e ex situ, pode-se constatar a presenca de trés principais eventos de perda de
massa: o primeiro evento térmico ocorre até 100°C, associada a saida de agua
presente dentre das lamelas da CB, enquanto o segundo evento térmico entre 250°C
— 400°C pode ser relacionado com a despolimerizacdo e degradacao das cadeias
poliméricas. Acima de 400°2C, constatou-se a carbonizagdo das amostras, e a
obtencao de diferentes massas residuais para os diferentes biocompdésitos obtidos
via in situ, alcangcando valores de 3%, 4%, 2,5%, 14% e 2%, respectivamente.
Ademais, para os biocompodsitos obtidos via ex situ, os valores de massa residual
foram de 3%, 5%, 2,6%, 14% e 0%. Nesse sentindo, infere-se que o copolimero
estava presente na estrutura dos biocompdédsitos de CB, embora nao foi encontrado
um aumento proporcional da massa residual com o0 aumento da porcentagem de

copolimero adicionado in situ e ex situ.
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Figura 16. Termogramas dos biocompdsitos de CB/copolimero PE-PO-PE 0,5%obtidos In situ e Ex
situ.
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Figura 17. Termogramas dos biocompoésitos de CB/copolimero PE-PO-PE 1%obtidos In situ e Ex

situ.
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Figura 18. Termogramas dos biocompdsitos de CB/copolimero PE-PO-PE 3%obtidos In situ e Ex
situ.
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Figura 19. Termogramas dos biocompdésitos de CB/copolimero PE-PO-PE 5% obtidos In situ e Ex
situ.
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Figura 20. Termogramas dos biocompdsitos de CB/copolimero PE-PO-PE 10% obtidos In situ e Ex

situ.

37



4.1.5 Anélise de molhabilidade por Angulo de Contato (AC)

A molhabilidade de uma superficie € um parametro fisico que expressa a
afinidade entre um liquido e uma fase solida. Quando um liquido entra em contato
com uma superficie solida, ocorre a formagédo de uma interface soélido-liquido. Essa
interacdo resulta no deslocamento de outro fluido, quando realizado em ar ambiente
geralmente é uma fase de vapor. A forma assumida pela gota liquida é determinada
pela competicdo entre as interagdes coesivas entre moléculas semelhantes na fase
liquida e as interacbes adesivas entre as fases sélida e liquida. Ou seja, a
molhabilidade de uma superficie depende da afinidade entre o liquido e a superficie
sélida, influenciando a area de contato e a forma da gota liquida. Assim, o dngulo de
contato, enquanto propriedade termodindmica que define a molhabilidade de
superficies solidas, desempenha um papel relevante nas modernas aplicagoes

tecnoldgicas e na ciéncia dos materiais.

A Figura 21 (a) apresenta o angulo de contato medido em agua para as
amostras pura, modificadas pelo copolimero de forma in situ e ex situ. Os angulos
obtidos tanto para a superficie da CB nativa (HS), quanto para as superficies dos
biocompdsitos de CB/copolimero tribloco em diferentes porcentagens (0,5% - 10%),
foram inferiores a 90°, indicando que os biocompdsitos apresentam caracteristicas

hidrofilicas, assim como a CB.

Ao observar os resultados, tem-se que a modificagdo in situ da CB com o
copolimero tribloco ndo promoveu uma mudanca siginificativa nos valores de angulo
de contato em relagcdo a CB nativa [Fig. 21 (a)]. No entanto, para as amostras
modificadas via método ex situ, nota-se que em maiores concentragdes de
copolimero, os valores de angulo de contato tendem a aumentar, com um aumento
significativo para o biocompésito CB/copolimero 1%, conduzindo a uma redugao da
molhabilidade da superficie do material, tornando-a menos hidrofilica. Esse fato,
pode estar relacionado ao método de obtencdo dos biocompdsitos, uma vez que
pelo método ex situ, o copolimero pode se concentrar na superficie da matriz de
CB, preenchendo os poros existentes entre as fibrilas, resultado esse que foi

observado nas imagens de MEV.

Para o calculo da tensao superficial, foram utilizados agua deionizada e

diiodometano como liquidos sonda. A tensao superficial pode ser definida como a
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relacdo de forcas que atuam diferentemente na parte mais superficial de um liquido
em comparagao com as forgas que atuam internamente. Quando duas superficies
estao em contato formando duas fases, sélido e liquido, € possivel calcular a tensao
superficial aparente formada na interface (PAIVA 2020; YUAN; LEE, 2013;
ZETTLEMOYER, 1974).

Partindo da medida do angulo de contato (8), € possivel obter a equacao
conhecida como Equacdo de Young-Dupré, que antecede a tensdo superficial

(Zettlemoyer, 1974), conforme representada abaixo:

1

1
yiv (1 + cos 8) = 2 (y,y;)? Eq. (1)

Onde yL é a tenséo superficial do liquida, y? e y¢ sdo as componentes dispersivas e
L L
polares do liquido.

A partir da equacéao 1 de Young-Dupré, uma expressao geral pode ser obtida,

onde leva-se em consideragdo as componentes polares yr.e dispersivas ydsdos
soélidos conforme demonstrado por Owens e Wendt (Annamalai et al., 2016):

d d1 P p 1
Yo (1 + cos 8) = 2 (ysyL)z + (ysyL)? Eq. (2)

Para calcular a tensao superficial e as componentes polares e dispersivas dos
materiais obtidos, recorreu-se a equacao aproximada de Wu (1978) de superficies

poliméricas, baseando-se em média harménica (equacao 3)

aydyd aylyl
+ = S7L + 7S°L
vy (1 + cos 6) S Vl-Wp] Eq. (3)
S L S L
Os valores das componentes polares e dispersivas dos liquidos sondas,
assim como sua energia de interface, conforme descrito por Zettlemoyer (1974),
estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores das componentes polares e dispersivas dos liquidos sondas (agua e
diiodometano).

Liquido Sonda Agua Diiodometano
Coef. Lig/vap yL (mN/m) 72.8 50.8
Componente polar Lig/Vap y¢ (mN/m) 51.0 0.0
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Componente dispersiva yr (mN/m) 218 50.8

Com base nas medidas do angulo de contato e nas componentes listadas na
tabela 1 dos liquidos sonda utilizados, foi possivel determinar a tensao superficial da
CB nativa, e dos biocompdésitos de CB/copolimero via métodos in situ e ex situ,

conforme evidenciado na Figura 21b.
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Figura 21. Valores de angulos de contato (a) e tensao superficial (b) para as amostras de CB nativa
(HS) e biocompésitos de CB/copolimero PE-PO-PE obtidos in situ e ex situ, nas concentragdes de
0,5, 1%, 3%, 5% e 10% de copolimero, respectivamente.

Semelhante ao que ocorre com o angulo de contato, a tensao superficial para
as amostras in situ ndo apresentam diferenca em relacdo a amostra de CB nativa
(HS). Ja para as amostras ex situ, nota-se uma tendéncia de redugao dos valores

da tensao superficial com o aumento da concentragdo do copolimero. Tal fato &
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semelhante ao observado por Barbosa et al. (2023), quando modificou filmes a base
de cebola com a argila Laponita. De acordo com os autores, o aumento do angulo
de contato faz com que a energia superficial se torne menor do que a tenséao
superficial do liquido, mantendo o formato de gota. Consequentemente, a tenséo
interfacial entre o solido e o liquido diminui, uma vez que a interagdo entre eles se
torna menor (CARRIER; BONN, 2015).

4.1.6 Avaliacdo da citotoxicidade por método colorimétrico

O MTT, conhecido como (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide), € capaz de penetrar em células vidveis e em suas mitocéndrias através de
sua polaridade positiva, sendo metabolizado através de desidrogenases
mitocondriais em um segundo composto conhecido como formazan (E,Z-1-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan). Essa metabolizacdo indica que as
células estao vivas e ativas, e por isso, pode ser empregado para a determinagéo da
citotoxicidade de compostos desconhecidos e que podem vir a terem uma aplicagéao
médico-farmacéutica. O MTT € um sal de coloragdo amarela que, apds sua
metabolizacdo a formazan, passa a apresentar uma cor purpura e, por isso, €
considerado um método colorimétrico. Essa intensidade de cor pode ser mensurada
através de um espectrofotdbmetro de microplacas, onde os valores de absorbancia
sao diretamente proporcionais ao aumento da intensidade da cor (GHASEMI et al.,
2021).

A figura 22 demonstra a porcentagem de viabilidade celular de fibroblastos
murinos apos o tratamento com os meios de extracdo oriundos dos diferentes
biocompdésitos de CB/copolimero tribloco in situ e ex situ e CB nativa. Os resultados
confirmam que tanto a CB nativa quanto os diferentes biocompdsitos sao
considerados atoxicos para a linhagem de fibroblastos L929, uma vez que a
viabilidade celular para todos os tratamentos testados se manteve acima de 70%
(1SO 10993-5).
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Figura 22. Avaliagdo da viabilidade (%) de células L929 apds 24 h de tratamento com as amostras
de: Controle de sobrevivéncia (CS), e biocompositos de CB/copolimero PE-PO-PE obtidos in situ e
ex situ (a e b, respectivamente), nas concentragdes de 0,5%, 1%, 3%, 5% e 10% de copolimero. A
viabilidade celular (%) foi determinada pelo ensaio colorimétrico utilizando MTT.
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4.2 BIOCOMPOSITOS 5% CONTENDO 0,5% E 1% DE DICLOFENACO DE
SODIO

4.2.1 Anélise Morfologica

Nas figuras 22, 23 e 24 sdo representadas as caracteristicas

morfoloégicas dos biocompoésitos de CB/copolimero 5% contendo 0,5% 1% de DS.
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Figura 23. Microscopia Eletronica de Varredura da CB nativa com 0,5% (esquerda) e 1% de DS
(direita).
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Figura 24. Microscopia Eletrénica de Varredura dos biocompésitos de CB/copolimero 5% in situ com
0,5% (esquerda) e 1% de DS (direita).
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Figura 25. Microscopia Eletrénica de Varredura dos biocompésitos de CB/copolimero 5% ex situ com
0,5% (esquerda) e 1% de DS (direita).

Nas imagens da Figura 23, observou-se a presenca de estruturas
aglomeradas sobre a superficie da CB nativa, sugerindo a presenca do farmaco
ap6s método de incorporacao. Para os biocompdsitos de CB/copolimero 5% In situ e
Ex situ (Figuras 24 e Figura 25), observou-se a presenca de dominios esféricos e
estruturas aglomeradas sobre a superficie das fibras, mas sem a distingdo clara
entre o copolimero e o farmaco. Outro achado foi em relacdo a quantidade dessas
estruturas aglomeradas, com maior quantidade quando maior concentracdo de
farmaco foi empregada durante a incorporacao, ficando evidente que a incorporagao

conduziu ao aprisionamento do farmaco entre as fibrilas.

4.2.3 Analise da composic¢do quimica por FT-IR

A compreensao das interagcdes moleculares entre os componentes dos
biocompdsitos € essencial para elucidar os mecanismos de incorporacao e liberagao
de farmacos, bem como para avaliar a estabilidade quimica do material. Portanto, a
figura 27 apresenta os espectros referentes aos biocompésitos de CB/copolimero

5%, incorporados com DS (0,5 e 1%).
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Figura 26. FT-IR das amostras de CB nativa incorporado com 05% e 1% DS (1 e 2,
respectivamente) e dos biocompdsitos de CB/copolimero 5% in situ (3 e 4) e ex situ (5 e 6)
incorporados com 0,5% e 1% de DS.

Além das bandas caracteristicas da CB nativa e do copolimero, o espectro de
FT-IR de ambas as amostras revelam diversas bandas distintas associadas aos
grupos funcionais presentes na molécula do DS. Notavelmente, observamos picos
em 3390 cm, indicativos dos grupos NH da amina secundaria, em 1574 cm,
relacionados ao grupo C=0 dos ions carboxila, em 1289 cm-', atribuidos a vibracao
C-CO-C, e em 746 cm™, correspondentes as vibracoes C-Cl. Adicionalmente,
identificamos uma banda em torno de 3320 cm!, possivelmente associada aos
estiramentos NH da amina secundaria do farmaco. Outras caracteristicas espectrais
incluem bandas em aproximadamente 1580 cm™' e 1450 cm', atribuidas na literatura
as vibragoes de estiramento C=0 e C=C, respectivamente. A presenca de uma nova
banda em 1290 cm, relacionada a ligacdo C-CO-C, confirma a incorporacdo do
farmaco nos biocompositos. Vale ressaltar que os espectros 1, 2 e 3, apresentam
bandas mais aparentes da CB, ja as amostras 4,5 e 6 apresentam um perfil mais
semelhante aos espectros do DS, indicando que o farmaco estava de maneira mais

disponivel na superficie do biocompadsito.
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4.2.4 Avaliacdo das propriedades

(TGA/DTG)
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Figura 27. Termogramas da CB nativa incorporada com 0,5% de DS (1) e 1% de DS (2).
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Figura 28. Termogramas dos biocompositos de CB/Copolimero 5% in situ, incorporado com 0,5% (3)

e 1% de DS (4).
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Figura 29. Termogramas dos biocompdsitos de CB/copolimero 5% PE-PO-PE ex situ, incorporado
com 0,5% (5) e 1% de DS (6).

46



A partir dos dados apresentados conseguimos comparar os dados tanto com
a CB nativa sem farmaco (Figuras 15 a 20), quanto para o biocompésito
CB/copolimero 5% in situ e ex situ. E possivel notar que a adicdo do DS na CB e
nos biocompositos, levou ao deslocamento dos eventos de perda de massa,
especialmente para os biocompdsitos ex situ, com a presenca de maior massa
residual em 700°2C, com valores de 25%, e 13% para os biocompdésitos in situ
contendo 0,5% e 1% de DS, respectivamente, e de 19% e 18% para os

biocompdsitos ex situ contendo 0,5% e 1% de DS.

O perfil de perda de massa do DS consiste em trés eventos principais: o
primeiro entre 288°C a 340°C, com uma perda de massa, acompanhada pela
desidratacdo. Ja no segundo evento, observa-se uma perda de massa a medida que
a temperatura se aproxima de 443°C. Finalmente, no ultimo evento, a pirdlise do
medicamento comecga a partir de 457°C e continua até ficar completamente estatico
(SUHAIL, et al., 2021).

4.2.5 Analise de molhabilidade por Angulo de Contato (AC)
Os dados apresentados na Figura 31 se concentram na analise do angulo de
contato em biocompoésitos de CB/copolimero 5% in situ e ex situ com duas

diferentes concentracdes do farmaco DS (0,5% e 1%).

Os resultados a seguir sugerem que a molhabilidade dos materiais ndo é
influenciada pela presenca do farmaco [Fig. 31(a)]. No entanto, conforme observado
também nos dados dos biocompdésitos de CB/copolimero 5% ex situ exibiram uma
menor molhabilidade em comparag¢do com os biocompdésitos in situ, enquanto a CB
nativa contendo o farmaco demonstrou um perfil de molhabilidade menor quando
comparado aos biocompoésitos. Além disso, pela analise da tensao superficial, a
superficie da CB nativa ndo é afetada pela presenca do farmaco [Fig. 31 (b)].
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Figura 30. Valores de angulos de contato (a) e tensdo superficial (b) para as amostras de
Biocompositos de CB/copolimero 5% in situ e ex situ, incorporados com 0,5% e 1% de DS.

4.2.6 Avaliacao da citotoxicidade por método colorimétrico

A Figura 32 demonstra a porcentagem de viabilidade celular de fibroblastos
murinos apds o tratamento com os meios de extragédo oriundos da CB nativa e dos
diferentes biocompdsitos de CB/copolimero tribloco in situ e ex situ 5% incorporados
com 0,5% e 1% DS.
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Figura 31. Avaliagédo da viabilidade (%) de células L929 apos 24 h de tratamento com as amostras:
(1) CB nativa incorporado com 0,5% DS, (2) CB nativa incorporado com 1% DS, (3) Biocompdésito de
CB/copolimero PE-PO-PE 5% obtido in situ incorporado com 0,5% DS, (4) Biocompésito de
CB/copolimero PE-PO-PE 5% obtido in situ incorporado com 1% DS, (5) Biocompésito de
CB/copolimero PE-PO-PE 5% obtido ex situ incorporado com 0,5% DS e (6) Biocomposito de
CB/copolimero PE-PO-PE 5% obtido ex situ incorporado com 1%. A viabilidade celular (%) foi
determinada pelo ensaio colorimétrico utilizando MTT.

Os resultados confirmam que todos os materiais utilizando 0,5% de DS (1,3 e
5) sédo considerados atoxicos para a linhagem de fibroblastos murino (L929), uma
vez que a viabilidade celular para todos os tratamentos testados se manteve acima
de 70% (ISO 10993-5). Todavia, as amostras contendo 1% de DS (2,4 e 6),
demonstraram citotoxicidade para a linhagem de fibroblastos murino (L929), o que
indica que a incorporacao do farmaco diclofenaco nesta porcentagem ja implica em
uma reducao de sua aplicabilidade para testes envolvendo o desenvolvimento de

novas formulagdes farmacéuticas.

4.2.7 Ensaio de Liberacdo do Diclofenaco de sodio

A compreensao do perfil de liberagdao de um farmaco é crucial para entender
seu comportamento em diferentes sistemas, e os testes de dissolugdo in vitro
desempenham um papel vital na previsdo de sua eficacia in vivo. Esses testes
recomendam o uso das "sink conditions", um método que evita a saturagdo do meio
e permite uma avaliacao eficaz da capacidade do sistema em regular as taxas de
liberacao.
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Varios fatores influenciam na taxa de liberacdo de farmacos, incluindo a
solubilidade do farmaco, difusdo através da matriz, erosdo da matriz e dessorcao do
farmaco adsorvido. Além disso, a eficiéncia da liberagao in vitro de uma molécula
depende nao apenas das caracteristicas do meio/pH, mas também da natureza e
das propriedades fisico-quimicas da matriz/carreador. Portanto, neste estudo, foi
avaliado o perfil de liberacdo in vitro dos biocompositos de CB/copolimero 5%

incorporados com o DS a um pH de 5,5, que simula o pH da pele humana.

Os resultados experimentais demonstram que o farmaco seja da matriz de CB
nativa, quanto dos biocompdsitos de CB/copolimero 5% foi liberado rapidamente ao
longo do tempo de ensaio (120 min), apresentando um perfil denominado de burst
release|. Verifica-se que em aproximadamente 5 minutos de ensaio, 26% de
farmaco incorporado a 0,5% e 55% para 1% de farmaco incorporado, ja havia sido
liberado da CB nativa, enquanto para os biocompdsitos, esses valores alcangaram
20% (0,5% DS) e 56% (1% DS) para os biocompdsitos de CB/copolimero 5% in situ
e 77% (0,5% DS) e 41% (1% DS) para obtidos via ex situ. Com o término do ensaio
em 120 minutos, essas porcentagens alcancaram 53% e 68% de DS liberado da CB
nativa, enquanto para os biocompdsitos CB/copolimero 5% in situ foram de 61%
para 0,5% de DS incorporado e 75% para 1% de DS incorporado, ademais, para os
biocompdsitos CB/copolimero 5% ex situ a liberagdo foi de 98% (0,5% DS) e 52%
(1% DS). E importante enfatizar que para nenhuma formulacg&o, o farmaco foi 100%
liberado no tempo avaliado, sendo necessario a repeticdo dos experimentos para
avaliarmos o perfil de liberagdo completo ao longo do tempo. A partir do emprego
dos modelos matematicos de Peppas, Higuchi e Weibul apresentados na Tabela 3,

obteve-se os valores do coeficiente de correlagao linear (R?2).

Tabela 3. Resultados do ensaio de liberagdo dos materiais a partir de diferentes modelos
matematicos.

Modelo Kormeyer-
Amostra Peppas Higuchi Weibul
R2 R? R?
CB 0,5% DS 0,7798 0,5605 0,7795
CB 1% DS 0,9783 0,9285 0,9783
Biocompésito In situ 0,5% DS 0,8748 0,6811 0,8748
Biocompésito In situ 1% DS 0,9246 0,8074 0,9246
Biocompdsito Ex situ 0,5% 0,8532 0,7259 0,8532
DS
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Biocompdsito Ex situ 1% DS 0,9853 0,9078 0,9853

Verificou-se que os coeficientes de correlagdo R2 para o modelo de Peppas
foi aguele que melhor representou a cinética de liberagdo do DS das matrizes de CB
nativa e dos biocompdésitos de CB/copolimero 5%. Esse modelo prevé que a
liberacdo do farmaco ocorre em duas fases principais: inicialmente ocorre uma
liberacao rapida da matriz, caracteristica da dissolugdo do farmaco, seguida por uma
liberacdo mais lenta, onde ocorre a difusdo do farmaco. Além do modelo de Peppas,
o modelo de Weibull também pode ser aplicado para elucidar o comportamento
cinético de liberacdo, que preconiza que o perfil de liberacdo de matrizes
biopoliméricas é caracterizado pela dissolucao do farmaco (liberacao rapida e inicial)
(ALVES, 2015). Esses resultados indicam que os biocompdsitos de CB/copolimero
5%, em ambos os métodos de obtencdo, ndo controlaram as taxas de liberagdo do
DS.

Sistemas matriciais contendo copolimeros anfifilicos, como o F-68 sdo usados
para incorporar principalmente moléculas hidrofobicas, que geralmente séo
encapsuladas dentro das micelas que se auto organizam em solucao, a medida que
a concentracao micelar critica e a temperatura ideal sdo aprimoradas e validadas
(NUMATA et al., 2015).

A pesquisa guiada por a Volkova, et al., demonstrou que diferentes
copolimeros Pluronics possuem a capacidade de solubilizar formas neutras e
aniénicas (como a sulfassalazina- SSZ), com uma eficiéncia maior para formas
farmacéuticas neutras. Foi evidenciada a influéncia do comprimento dos blocos PEO
e PPO sobre o seu efeito solubilizante. Os grupos PPO, juntamente com os grupos
EO, desempenham um papel crucial na solubilizacdo da SSZ, sugerindo que um
fragmento da molécula SSZ é inserido no nucleo micelar, enquanto o outro
fragmento interage parcialmente com a por¢ao hidrofilica dos grupos EO através de

ligacdes de hidrogénio.

Galarda e Goscianska, (2023) e Silva et al. (2014), demonstraram que a
liberagdo do DS em diferentes matrizes incluindo a CB nativa, também culminou com
um perfil de liberagdo sem controle ao longo do tempo, ocorrendo rapidamente logo

no inicio do ensaio.
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4. CONCLUSAO

A partir do compilado de resultados apresentados no presente estudo, foi
possivel comprovar a eficiéncia da modificagdo in situ e ex situ de peliculas de CB
com o copolimero tribloco PEO-PPO-PEO em diferentes razdes massicas. A
presenca de dominios do copolimero sobre a rede 3D de nanofibrilas da CB foi
confirmada pelas analises de MEV. Em relacao a analise de FT-IR foi comprovado a
presenca das principais bandas caracteristicas da CB nativa, sem a presenca de
bandas adicionais apds incorporacdao do copolimero. O DRX evidenciou dois
principais picos relacionados com a regidao amorfa e cristalina da celulose | (14,5° e
22,79), respectivamente, com maiores intensidades de pico para os biocompadsitos
obtidos por modificagdo in situ quando comparados aos biocompdsitos obtidos ex
situ. Os estudos de molhabilidade indicaram que a presenca do copolimero e do
farmaco modelo, ndo alterou significativamente a hidrofilicidade da superficie das
amostras. No entanto, os biocompdsitos obtidos via método ex situ apresentaram
uma menor molhabilidade em maiores concentragcées de copolimero, provavelmente
devido a presenca do copolimero entre os poros das fibrilas de CB. Ademais, o
ensaio biolégico in vitro utilizando a linhagem L929, confirmou a natureza atoxica
dos diferentes materiais, tendo em vista que tanto a CB nativa, como o copolimero
F-68 j&4 sdo extensivamente empregados em diferentes areas, incluindo as areas

médico-farmacéuticas, sendo considerados seguros para tal aplicacao.

Para os biocompédsitos de CB/copolimero 5% incorporados com duas
diferentes porcentagens de DS pelo método de adsor¢ao ndo evidenciou alteragoes
significativas pelos ensaios de DRX e molhabilidade. Entretanto, as imagens de
MEV demonstraram estruturas aglomeradas na superficie da celulose bacteriana
(CB) nativa e biocompositos, indicando a presenca do farmaco apos a incorporacao.
Os espectros de FT-IR revelaram bandas adicionais e caracteristicas dos grupos
funcionais do DS, confirmando sua incorporagédo nos biocompésitos. A adi¢cao do DS
levou ao deslocamento dos eventos de perda de massa, especialmente nos

biocompadsitos ex situ, que apresentaram maior massa residual a 700°C.

Os testes de viabilidade celular demonstraram que os biocompoésitos de

CB/copolimero 5% contendo 0,5% de DS foram atdxicos para os fibroblastos
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murinos, mantendo viabilidade acima de 70%. Entretanto, as amostras contendo 1%
de DS mostraram citotoxicidade, sugerindo que essa concentra¢cao ndo € adequada

para aplicagbes médico-farmacéuticas.

Os ensaios de liberacdo utilizando dissolutor, demonstraram uma rapida
liberacdo do farmaco. Em 5 minutos do ensaio, 26% (0,5% DS) e 55% (1% DS)
foram liberados da CB nativa, e valores semelhantes foram observados nos
biocompadsitos In situ e Ex situ. Em 120 minutos, a liberacao alcancou até 98% para
alguns biocompasitos. Os modelos matematicos indicaram que o modelo de Peppas
foi aquele que melhor representou a cinética de liberagao do DS, com uma liberagao
rapida e inicial guiada pela dissolucdo e difusdo oriundo das matrizes dos

biocompdsitos.

Em conclusao, os biocompdsitos de CB/copolimero F-68 ndo controlaram as
taxas de liberacdo do DS, havendo a necessidade de novas abordagens de
incorporacao baseadas no controle de temperatura e concentracdo micelar critica
para avaliar a possivel otimizacdo da incorporagdo de diferentes farmacos, tanto
hidrofilicos, quanto hidrofébicos, a fim de propor um novo sistema de liberagao

controlada de farmacos baseado em CB/copolimero tribloco.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretende-se para as etapas futuras determinar as propriedades de topografia
e nanorugosidade dos materiais biocompdsitos por analises de Microscopia de
Forca Atdbmica (AFM) e também AFM-IR, e investigar a partir de novas estratégias
de incorporagdo de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos, a eficiéncia de
encapsulagao nos diferentes biocompdsitos de CB/copolimero, visando propor uma
formulagcdo com propriedades que otimize e controle a liberacdo de diferentes

farmacos.
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