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RESUMO DA TESE

Nesse trabalho foram realizadas pesquisas acerca do desenvolvimento e caracterizagdo de
compositos a base de celulose bacteriana (CB) e laponita (Lap), organofuncionalizados, como
potenciais curativos multifuncionais e sistemas de liberagdo de farmacos para o tratamento de
feridas cutaneas. Para isso, no Capitulo 1 foi realizada uma prospeccao tecnoldgica sobre o
uso de compdsitos do tipo celulose bacteriana e argilas como materiais promissores no
desenvolvimento de novos curativos, avaliando o cenario atual sobre feridas e a necessidade
de novos curativos modernos. Desta forma, verificou-se que o desenvolvimento utilizando a
celulose bacteriana e argilas, apesar de serem pesquisados como curativos e sistema de
liberacao de farmacos, a producao de compositos com esses materiais € pouco explorada na
literatura o que seria interessante na obtencdo de curativos multifuncionais. J4 no Capitulo 2 o
leitor estard a parte do desenvolvimento e caracterizacdo de compdsitos CB/Lap, contendo
diferentes teores de argila, com o objetivo de verificar o comportamento do material frente a
adsor¢ao e liberagdo do farmaco antibacteriano Ciprofloxacina. Os compdsitos obtidos
apresentaram maior resisténcia térmica, maior capacidade de adsorcdo e liberagdo sustentada
do farmaco em comparacdo com a CB isolada, indicando que materiais obtidos sdo
promissores para a aplicagdo em curativos topicos. No Capitulo 3 foi aprofundada a
caracterizagcdo estrutural dos compdsitos CB/Lap utilizando técnicas de luz Sincrotron
(USAXS e Microtomografia Pticografica 3D) obtidos no Sirius/LNLS-CNPEM, com o
objetivo de compreender melhor a interferéncia da argila na estrutura do material e
compreender a relacdo entre a estrutura e o comportamento da amostra durante o processo de
liberacdo do farmaco. Foi possivel entender de forma mais aprofundada as interagdes da
laponita com a CB, indicando deposicao superficial da argila nas fibras do polimero e um
comportamento de “agregacdo” ocasionada pela argila, demonstrando assim a relacdo
estrutura atividade no processo de liberagdo de farmacos. Por fim, no Capitulo 4 foram
obtidos materiais funcionalizados com organosilano para ancoragem de grupos amino (-NHj)
visando obter um material multifuncional, com propriedade antibacteriana intrinseca ¢ com
liberacdo de farmaco pH dependente. Técnicas de infravermelho e Raman demonstram a
modificacdo superficial dos compdsitos com inser¢do de grupos amino € como perspectiva,
em trabalhos futuros pretende-se realizar testes de adsor¢ao e liberacdo de farmacos bem

como avaliar a atividade antibacteriana das amostras.

Palavras-chave: Celulose Bacteriana, Laponita, Compositos, Curativos multifuncionais,

Ciprofloxacina, Libera¢cdo de Farmacos.



THESIS SUMMARY

In this work, research was carried out into the development and characterization of
organofunctionalized composites based on bacterial cellulose (BC) and laponite (Lap) as
potential multifunctional dressings and drug release systems for the treatment of skin wounds.
To this end, Chapter 1 carried out a technological survey on the use of bacterial cellulose
composites and clays as promising materials in the development of new dressings, evaluating
the current wound scenario and the need for new modern dressings. It was found that although
bacterial cellulose and clays have been researched as dressings and drug release systems, the
production of composites with these materials is little explored in the literature, which would
be interesting in obtaining multifunctional dressings. In Chapter 2, the reader will learn about
the development and characterization of CB/Lap composites, containing different clay
contents, with the aim of verifying the behavior of the material in relation to the adsorption
and release of the antibacterial drug Ciprofloxacin. The composites obtained showed greater
thermal resistance, adsorption capacity and sustained release of the drug compared to CB
alone, indicating that the materials obtained are promising for application in topical dressings.
In Chapter 3, the structural characterization of the CB/Lap composites was further developed
using synchrotron light techniques (USAXS and 3D microtomography) obtained at
Sirius/LNLS-CNPEM, with the aim of better understanding the interference of the clay in the
structure of the material and understanding the relationship between the structure and the
behaviour of the sample during the drug release process. It was possible to gain a deeper
understanding of the interactions between laponite and CB, indicating surface deposition of
the clay on the polymer fibers and an "aggregation" behavior caused by the clay, thus
demonstrating the structure activity relationship in the drug release process. Finally, in
Chapter 4, materials functionalized with organosilane were obtained to anchor amino groups
(-NH3) in order to obtain a multifunctional material with intrinsic antibacterial properties and
pH-dependent drug release. Infrared and Raman techniques show the surface modification of
the composites with the insertion of amino groups and, as a prospect, in future work we intend
to carry out adsorption and drug release tests as well as evaluating the antibacterial activity of

the samples.

Keywords: Bacterial cellulose, Laponite, Composites, Multifunctional dressings,

Ciprofloxacin, Drug release.
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CAPITULO 1 - PROSPECCAO TECNOLOGICA: COMPOSITOS A BASE DE
CELULOSE BACTERIANA E ARGILAS COMO CURATIVOS TOPICOS E
SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS



RESUMO

Prospeccdo tecnoldgica ¢ um instrumento para mapear desenvolvimentos cientificos e
tecnologicos futuros capazes de influenciar de forma significativa uma industria, a economia
ou a sociedade como um todo. Um assunto de grande relevancia a ser avaliado sdo as feridas.
E fato que as feridas, sejam elas cronicas ou agudas, sdo uma das principais causas de morte
em todo o mundo e impactam, ndo apenas a saide e bem-estar humano, como também geram
impactos econdmicos nos sistemas de saude. O desenvolvimento de curativos avangados para
tratamento de feridas com propriedades especificas como o controle da umidade local,
remog¢ao de exsudatos, com propriedades contra micro-organismos, isolamento térmico, que
permita troca gasosa e¢ se adapte a ferida sem aderir a superficie ¢ almejado. Portanto, o
desenvolvimento de materiais inovadores para adentrar o mercado de curativos topicos ¢
relevante e promissor, visto a tendéncia crescente no cenario mercadoldgico para os proximos
anos, nesse sentido destaca-se a celulose bacteriana. Assim, neste capitulo realizou-se uma
prospeccao tecnoldgica com o objetivo de levantar os possiveis trabalhos e patentes ja
desenvolvidos envolvendo celulose bacteriana (CB) e seus compositos utilizando argilas, bem
como vislumbrar as tecnologias emergentes nas areas de curativos e sistemas de liberagdo de

farmacos utilizando esses materiais.

Palavras-chave: Prospeccdo tecnologica, Curativos, Feridas, Celulose Bacteriana, Argilas,

Mercado.

15



RESUMO GRAFICO

T
al

o
— (Scopus\

N a9

Buscade

anterioridade . 1Py o

—

wacionat
04 prOPRIEOADE  @—
NDUSTRIAL

Bases de artigos

e patentes

Curativos

i fl.‘};‘
. " tépicos
L

/
/

T

7

Celulose
Bacteriana
* Argilas

* Compdsitos

Sistemas de liberacdo
de farmacos

Prospeccdo
tecnoldgica

16



1 —INTRODUCAO

Neste capitulo, com o objetivo de buscar os possiveis trabalhos e patentes
desenvolvidos envolvendo celulose bacteriana (CB) e seus compositos utilizando argilas, bem
como vislumbrar as tecnologias emergentes nas areas de curativos e sistemas de liberagao de
farmacos utilizando esses materiais, foi realizado uma prospeccao tecnologica em bases de

dados e patentes.

O termo “prospecc¢ao tecnologica”, quando avaliado em sua etimologia e significado, é
a juncao das palavras “prospeccao”, que segundo o Diciondrio Online da Lingua Portuguesa

(Dicio), tem origem no latim “Prospectione” (agdo de prospectar ou pesquisar), que significa:

“Sondagem; método ou processo que busca descobrir ou investigar algo
numa determinada area: prospecgdo de clientes, de negocios.

[Geologia] Analise minuciosa que, feita através de técnicas especializadas,
avalia um terreno, buscando encontrar jazidas minerais, petroliferas ou
gasosas: prospecgdo de petroleo.

[Figurado] Investigacdo dos sentimentos, dos pensamentos ou das sensagdes
de alguém: prospecc¢do afetiva, emocional, fisica.

Agdo ou efeito de prospectar, de analisar ou de avaliar algo.”

(RIBEIRO et al., 2023)

Com a palavra “tecnologica”, relativo a “tecnologia”, palavra originada do grego

“Tekhne” (técnica, oficio) e “logia” (estudo), cuja definigdo é:

Ciéncia que estuda os métodos e a evolugdo num ambito industrial:
tecnologia da internet.

Procedimento ou grupo de métodos que se organiza num dominio especifico:
tecnologia médica.

Teoria ou analise organizada das técnicas, procedimentos, métodos, regras,
ambitos ou campos da a¢do humana.

(RIBEIRO et al., 2023)

Desta forma, “Prospeccao tecnologica” tem como significado literal a investigagao,
avaliagdo ou sondagem minuciosa de tecnologias, ou seja, técnicas, procedimentos, métodos
ou regras da acdo humana. Em outras palavras, a prospec¢do tecnologica visa investigar as

17



tecnologias ja existentes em um determinado campo de estudo da ciéncia, industria, economia
e sociedade com o objetivo de verificar possiveis tecnologias emergentes ou oportunidades de

inovacao.

Ainda para sedimentar a defini¢do do termo, segundo Kupfer e Tigre (KUPFER;
TIGRE, 2004) “a prospec¢do tecnologica pode ser definida como um meio sistematico de
mapear desenvolvimentos cientificos e tecnologicos futuros capazes de influenciar de forma
significativa uma industria, a economia ou a sociedade como um todo”. Ja de acordo com

Coelho (COELHO; COELHO, 2003):

“o termo “prospeccdao tecnoldgica” designa atividades de
prospeccao centradas nas mudancas da capacidade funcional ou
no tempo e com significado de uma inovagdo. Visa incorporar
informacdes ao processo de gestdo tecnoldgica tentando predizer
possiveis estados futuros da tecnologia ou condigdes que afetam
sua contribuicdo para as metas estabelecidas” (COELHO;

COELHO, 2003)

Portanto, a abordagem de prospeccdo desenvolvida no presente capitulo serve como
estudo das tecnologias anteriores envolvendo a CB e os compdsitos com argilas para o uso
como curativos topicos e sistemas de liberagdo de farmacos com o objetivo de compreender o
estagio de desenvolvimento desse mercado e as oportunidades de insercao tecnologica para

sanar possiveis dores deste mercado.

1.1 — Cenario problema: Feridas cutineas

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, ¢ a primeira e mais extensa barreira de
protecao do organismo conta o meio externo, incluindo patogenos, traumas fisicos, quimicos,
térmicos e por radiagdo ultravioleta. Além disso, € responsavel pela manutengdo da
temperatura corporal, serve de barreira para perda de agua e facilita fungdes metabolicas,
como a sintese da vitamina D (ABDO; SOPKO; MILNER, 2020; HSU et al., 2022; MAYET
etal., 2014; ZHANG, 2020; ZHENG et al., 2020; ZHOU et al., 2022). Justamente pela fungao
de protecdo, a pele ¢ um 6rgdo muito suscetivel a injurias, sejam fisicas ou patologicas,

ocasionando as feridas (ZHOU et al., 2022).
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Feridas podem ser definidas como a injuria dos tecidos de um 6rgao, prejudicando sua
estrutura e funcdo. As feridas cutaneas ocorrem pelo rompimento da pele, que pode ocorrer
por diversos fatores como traumas fisicos, térmicos, quimicos ou patolégicos (BOATENG et

al., 2008; LAZARUS et al., 1994; PERCIVAL, 2002; WHITNEY, 2005).

Além disso, podem ser avaliadas por diversos fatores como o tipo de injuria, o grau da
ferida, a duragao do ferimento, o fluxo de sangue, infe¢do, inflamacdo, dentre outros
parametros. Sdo classificadas também como agudas ou crdnicas a depender do tempo de cura
da ferida. (BOATENG et al., 2008; LAZARUS et al., 1994; PERCIVAL, 2002; WHITNEY,
2005).

Feridas agudas sdo aquelas que evoluem para cicatrizagdo, ou seja, que passam pelas
fases homeostase, inflamagao, proliferacdo, maturacdo e remodelacdo, entre 8-12 semanas,
deixando cicatrizes minimas (BOATENG et al., 2008; DAI; SHIH; KHACHEMOUNE, 2020;
LAZARUS et al., 1994; WHITNEY, 2005). J& as feridas cronicas sdo aquelas que nao
evoluem para o processo normal de cicatrizagdo no periodo de 12 semanas e podem aparecer
com frequéncia. A perturbagdo do processo de cicatrizagdo pode estar associada a fatores
como o tamanho da ferida — feridas com didmetro maior que 4 cm ndo evoluem para
cicatrizagdo sem intervencao (ZHOU et al., 2022) — falta de cuidados primarios ou cuidados
precarios da ferida, infegdes bacterianas, diabetes, problemas vasculares, entre outros
(BOATENG et al., 2008; DAI; SHIH; KHACHEMOUNE, 2020; EAGLSTEIN; FALANGA,
1997; LAZARUS et al., 1994; MACDONALD; GEYER, 2010; MAYET et al., 2014; SEN et
al., 2009).

E fato que as feridas, sejam elas cronicas ou agudas, sdo uma das principais causas de
morte em todo o mundo e impactam, nao apenas a saude e bem-estar humano, como também
geram impactos econdmicos nos sistemas de satde (MACHADO et al., 2022). Vale ressaltar
que as causas mais comuns de feridas na clinica médica sdo por queimaduras, tlceras venosas
ou por pressdo, em membros inferiores de diabéticos e em decorréncia de radioterapias
(HENRIQUE DE SOUZA, PEDRO, SMANIOTTO, FERREIRA, MARCUS CASTRO,
ISAAC, CESAR, GALLI, 2012).

Tratando-se do cendrio brasileiro de feridas apenas por queimaduras, segundo
estimativas de 2018 do Ministério da Saude, avaliou-se que ocorram em média cerca de 1
milhdo de incidentes por queimaduras todo ano, dos quais cerca de 100 mil pacientes buscam
atendimento hospitalar e desses aproximadamente de 2,5 mil pacientes irdo a 6bito direta ou
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indiretamente em funcdo de suas lesdes. As infec¢des sdo responsaveis por 80% desses

dbitos (BRASIL, 2018).

Consequentemente, dados do Ministério da Satide demonstraram que o Sistema
Unico de Saude (SUS) gastou cerca de 55 milhdes de reais por ano apenas para o tratamento

de pacientes queimados (BRASIL, 2018a).

Avaliando um cenario internacional, dados do livro de 2010 “Wound and
lymphoedema management” da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) (MACDONALD;
GEYER, 2010) demonstram que nos Estados Unidos, cerca de 2% da populacao
(aproximadamente 6 milhdes de pessoas) sofreram com feridas cronicas e de acordo com
dados do trabalho de Heher et al (HEHER et al., 2018) gasta-se cerca de US$ 25 bilhdes de

dolares anualmente no tratamento desses pacientes.

Agora, segundo Nussbaum er a/ (NUSSBAUM et al., 2018), a estimativa do gasto
anual dos EUA no tratamento de pacientes com feridas cronicas ultrapassa US$ 33 bilhoes de

dolares (MACHADO et al., 2022; NUSSBAUM et al., 2018).

Sob um prisma mercadoldgico, de acordo com relatorio de junho de 2022 do site
Markets and Markets (MARKETS, 2022), o mercado mundial de tratamento de feridas esta
projetado para US$ 27,2 bilhdes de ddlares com uma taxa de crescimento anual (CAGR) de
5,4%. J& de acordo com trabalho de Sen et al (SEN, 2019), estimativas apontavam que em
2022, no mercado dos Estados Unidos e Europa, os produtos para tratamento de feridas
alcancariam um mercado acima de US$ 15 bilhdes de dolares passando de US$ 22 bilhdes de

dolares até 2024.

O tratamento de feridas cutaneas ¢ considerado como um desafio de saude global, e o
desenvolvimento de ferramentas para auxiliar no tratamento pode trazer grande impacto social
e orcamentario, tanto para os governos e sistemas de satide dos paises quanto para o bem estar

dos pacientes e familiares (MACDONALD; GEYER, 2010; MACHADO et al., 2022).

No tratamento de feridas cutaneas, os curativos sdo parte essencial para o processo de
cura, uma vez seu uso tem como objetivo servir como barreira fisica contra o ambiente
externo, prevenindo o contato direto com micro-organismos patogénicos e futuras injarias.
Contudo, o uso de curativos tradicionais como gazes, bandagens e algodao, ainda largamente
utilizados, apresentam desvantagens significativas no tratamento de feridas como a adesao no

local da lesdao, gerando novos ferimentos, e a livre passagem de vapor de agua, ocasionando
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assim o ressecamento da ferida e dificultando o processo de re-epitelizacdo e cicatrizagdo (HE
et al., 2021; MACHADO et al., 2022; MAYET et al., 2014; SYED ABDULLAH et al., 2022;
ZHANG, 2020).

O desenvolvimento de curativos avangados para tratamento de feridas com
propriedades especificas como o controle da umidade local, remo¢do de exsudatos, com
propriedades contra micro-organismos, isolamento térmico, que permita troca gasosa € se
adapte a ferida sem aderir a superficie ¢ almejado (MACHADO et al., 2022; MAYET et al.,
2014; SYED ABDULLAH et al., 2022; ZHENG et al., 2020). Além disso, com base nos
panoramas anteriormente apresentados o desenvolvimento de novos materiais inovadores para
adentrar o mercado de curativos topicos ¢ relevante e promissor, visto a tendéncia crescente

no cenario mercadologico para os proximos anos.

Nesse sentido, curativos a base de celulose bacteriana tém se demonstrados
promissores para tal finalidade (OLIVEIRA BARUD, Hélida Gomes et al., 2016; SOUSA et
al., 2021; SYED ABDULLAH et al., 2022)

1.2 — Celulose bacteriana como curativos topicos

A celulose (féormula quimica (C4H,,0s),) € o biopolimero mais abundante do planeta.
Pode ser definida como uma macromolécula linear e ndo ramificada, composta por repetidas
unidades de celobiose a qual ¢ formada por duas unidades de glicose na conformacdo de
B-d-anidroglicopiranose, unidas por ligagdes glicosidicas na posi¢ao B-(1114) (BROWN,
2003; ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; FADEL et al., 2017, KLEMM et al., 2005;
POTULSKI et al., 2014; QIU; NETRAVALI, 2014; SILVA, 2018; SOUSA et al., 2021), como

demonstrado na Figura 1.

OH OH OH &o OH
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Figura 1: Estrutura molecular da celulose (n= grau de polimeriza¢ao) (KLEMM et al., 2005
Publisher Tax ID EU826007151)
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O biopolimero ¢ extraido principalmente de fonte vegetal, contudo, pode ser produzido
por diversos organismos como algas, animais marinhos (como os animais presentes no subfilo
Urochordata ou Tunicados) e por bactérias, como as do género Komagateibacter,
Acetobacter, Acanthamoeba e Achromobacter spp (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014;
FADEL et al., 2017; KLEMM et al., 2005; QIU; NETRAVALI, 2014; SOUSA et al., 2021).

A celulose de origem vegetal, apesar da sua grande biodisponibilidade,
frequentemente ¢ encontrada associada com outros polimeros naturais, como lignina e
hemicelulose, necessitando de processos quimicos agressivos para sua purificagdo, como o
processo Kraft que utiliza hidroxido de sodio e sulfeto de sddio para a obtencdo da celulose a
partir da madeira, o que gera poluentes ambientais tais como o dioxido de enxofre, efluentes
com suspensdes de fibras finas que podem aumentar turbidez, aumento na Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) e causar asfixia ou alterar crescimento e composicao

sanguinea de peixes (BATISTA, 2018; SOUSA et al., 2021)

J& a celulose produzida por bactérias, aqui denominada de celulose bacteriana (CB), ¢
isenta de lignina e hemicelulose em sua composi¢do, e ¢ formada por estruturas nanométricas
tridimensionais em forma de rede. Comparada com a celulose vegetal, a CB presenta
propriedades bastante distintas como: elevada pureza, alto grau de polimerizacao (até 8000),
alta cristalinidade (70-80%), elevada estabilidade mecénica e biocompatibilidade (BARUD,
H. S. et al., 2012; ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; HU et al., 2014; OLIVEIRA BARUD,
H. G. et al., 2015). Além disso, o didmetro médio das fibras (40-70 nm) da CB resulta em
uma grande porosidade e elevada area superficial possibilitando uma maior retencao de agua
em sua estrutura (até 99%) (FADEL et al., 2017; HU et al., 2014; QIU; NETRAVALLI, 2014;
SOUSA et al., 2021; ZHENG et al., 2020). A Figura 2 demonstra o material em sua forma

hidratada obtida em meio de cultivo estatico.
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Figura 2: Manta purificada e hidratada de celulose bacteriana.

Devido suas caracteristicas, a CB ¢ um material muito promissor na area biomédica, e
tem sido pesquisada para o uso como vasos sanguineos artificiais (KLEMM et al., 2001; LEE;
PARK, 2017; SCHUMANN et al., 2009), como scaffolds na engenharia de tecidos (JIA et al.,
2009; NEMATI; GHOLAMI, 2021), curativo para lesdes na pele (MENEGASSO et al., 2022;
PORTELA et al., 2019), liberagio modificada de farmacos (ABEER; MOHD AMIN;
MARTIN, 2014), entre outras aplicagdes (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; FADEL et al.,
2017; KLEMM et al., 2005; OLIVEIRA BARUD, et al., 2016), como demonstrado na Figura
3.
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Figura 3: Aplicagdes da celulose bacteriana na area biomédica. Fonte: (OLIVEIRA BARUD
et al., 2016 Publisher Tax ID GB 494 6272 12)
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Em comparagdo com os curativos tradicionais, as membranas de CB apresentam
vantagens interessantes no tratamento de lesdes cutaneas, como o a facilidade de aplicacgao e
adaptacao a regido da ferida, o alivio imediato da dor local e a propriedade de ndo aderir na
regido lesionada prevenindo o surgimento de novos danos decorrentes do tratamento (HSU et
al., 2022; MUANGMAN et al., 2011; ULLAH et al., 2016; ZHENG et al., 2020; ZHOU et al.,
2022).

Além disso, devida sua estrutura nanométrica em forma de rede, a celulose bacteriana
consegue efetivamente servir de barreira fisica contra infe¢do por micro-organismos do meio
externo e apresenta uma taxa satisfatoria de transmissdo de vapor de agua, caracteristica
importante para a manuten¢do da umidade local necessaria para evita a formagao de crostas e

conduzir o crescimento celular no processo de granula¢dao (ZHOU et al., 2022).

Vale ressaltar ainda que, devido a elevada capacidade de absor¢do de agua em sua
estrutura, os curativos a base de celulose bacteriana conseguem promover a adsor¢do do
excesso de exsudatos durante a fase inflamatoria que acelera o processo de cura e encurtam o
tempo de tratamento da lesdo (HSU et al., 2022; MUANGMAN et al., 2011; ULLAH et al.,
2016; ZHENG et al., 2020; ZHOU et al., 2022).

Segundo Portela et a/ (PORTELA et al., 2019), uso da CB em curativos foi descrito
em meados de 1980 e desde entdo tem sido constantemente melhorado. Hoje, a CB ja ¢
produzida industrialmente e comercializada para tratamento de ferimentos na pele, com por
exemplo o curativo Nexfill®, da empresa brasileira Seven Biotecnologia, avaliado como
tecnologia para incorporagdo no SUS (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA
DE CIENCIA, 2018b) e o curativo Nanocell® da empresa Thai Nano Cellulose demonstrada
no trabalho de Muangman et a/ (MUANGMAN et al., 2011).

Avaliando um possivel impacto or¢amentario do uso de celulose bacteriana como
curativo topico na rede do Sistema Unico de Saade (SUS), o relatério de 2018 da CONITEC
(Comissao Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no SUS) o relatorio (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE CIENCIA, 2018a), compara o custo para o
tratamento de Ulceras venosas em membros inferiores utilizando o procedimento padrao
(bandagens e sulfadiazina de prata) com o tratamento utilizando a biocelulose comercial
Nexfill®. No relatério em questdo chegou-se a conclusio que apesar do maior custo do

curativo em relagdo as bandagens tradicionais, a membrana de biocelulose possui indicagao
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para troca a cada sete dias, utilizando assim de um menor nimero de insumos quando

comparado ao curativo padrao (com indicacao para trocas didrias).

Desta forma, além dos beneficios associados ao uso da biocelulose conforme
levantados anteriormente, o custo de tratamento serd menor. Sendo assim, ainda segundo os
dados da CONITEC, considerando uma estimativa a da popula¢do brasileira com ulceras
venosas dos membros inferiores no decorrer de 5 anos, a analise do impacto orgamentario
apresentou uma economia estimada no valor de R$ 56,6 milhdes de reais ao longo dos 5 anos.

O que demonstra a viabilidade econdmica e tecnolégica do material para uso como curativos.

Contudo, apesar das vantagens de uso em curativos, as membranas puras de CB sao
limitadas por ndo possuirem acdo antibacteriana, servindo apenas de barreira contra tais
micro-organismos (BARUD, et al., 2013; OLIVEIRA BARUD, H. G. et al., 2015; ZHENG et
al., 2020). O que ¢ um problema, pois prevenir infegdes em feridas com perda de pele ¢ de
elevada prioridade, infe¢des elevam o tempo, o custo de tratamento e aumentam a taxa de
mortalidade de pacientes, sendo necessarias novas intervengdes como a administragcdo
sistémica e/ou local de agentes antibidticos e o uso de bandagens incorporadas com prata,
iodo ou outros agentes antimicrobianos (MACDONALD; GEYER, 2010; ZHENG et al.,
2020; ZHOU et al., 2022).

Desta forma, a modificacdo da celulose bacteriana para liberacdo de farmacos ou
particulas com propriedades antibacterianas pode ser uma rota capaz de contornar tal

limitagao.

1.3 — Compéositos CB-argilas para controle da liberac¢io de ativos

Pensando no uso multifuncional da CB, como curativo antibacteriano e em sistemas
para liberacao de farmacos, ¢ possivel propor filmes de CB que possam servir ndo apenas
como curativo tépico mas também como matriz de libera¢do, podendo assim entregar a ferida
espécies ativas de interesse, que auxiliardo em diversos aspectos como a acao antibacteriana, a
diminuicao da dor local, abreviacdo da fase inflamatodria, aceleragdo da cura e cicatrizagao do

tecido prejudicado (ABEER; MOHD AMIN; MARTIN, 2014; MUANGMAN et al., 2011).

A incorporagdo de ativos com propriedades antibacterianas em membranas de CB ja ¢
amplamente explorada na literatura (ZHENG et al., 2020). Alguns exemplos incluem agente

antimicrobianos organicos como Amicacina e Ceftriaxona (VISMARA et al., 2019),
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Amoxicilina (YE et al., 2018), Ciprofloxacina (SYED ABDULLAH et al., 2022), cetoprofeno
(SUN et al., 2019), propolis vermelha (MACHADO et al., 2022) e agentes inorganicos como
nanoparticulas de prata (CHATCHAWANWIROTE; CHUYSINUAN; THANYACHAROEN,
2019), nanoparticulas de cobre (WEI et al., 2018), dioxido de titanio (KHALID et al., 2017),
entre outros (ZHENG et al., 2020).

Contudo, a liberagdo de ativos em matrizes nao-degradaveis, como ¢ o caso da
celulose bacteriana, ¢ regida por mecanismos do modelo Fikiano, no qual a liberacao ¢ regida
pela difusdo do solvente pela matriz, concentracdo do ativo na membrana e o caminho de
difusdo (espessura dos filmes). Desta forma, a estrutura e composi¢ao da matriz ¢ diretamente
relacionada com o perfil de liberacao do material (FU; KAO, 2010). Assim, devido ao livre
movimento de gases e solventes pela membrana de CB, o sistema de entrega de agentes segue
um modelo de liberagdo rapida do principio ativo (“burst release”), que, apesar de ser
utilizada em certas estratégias de administracdo de farmacos, possui efeitos negativos,
podendo ser farmacologicamente perigosos (BADSHAH et al., 2018; HUANG; BRAZEL,
2001). Uma estratégia para modificar o perfil de liberagio da CB ¢ a obtencdo de

nanocompdsitos utilizando cargas inorganicas argilosas.

Compositos do tipo polimero-argilas sdo conhecidos e amplamente discutidos na
literatura para diversas finalidades (VALAPA et al., 2017). E se tratando de sistemas para
controle de liberacdo de farmacos (do inglés “Drug Delivery Systems” ou “DDS”) o
desenvolvimento de novos compdsitos organico-inorganicos combina as vantagens dos
polimeros (como biodegradabilidade, capacidade de intumescimento, baixa toxicidade) com
caracteristicas interessantes das argilas (como baixo custo, elevada capacidade de adsor¢ao,
capacidade de troca catidnica, aumento da resisténcia térmica e quimica de componentes
incorporados) gerando novos materiais com propriedades farmacocinéticas promissoras para

no controle de liberagio de espécies ativas (GAREA; VOICU; IOVU., 2017).

A combinagdo de argilas-polimeros é uma rota vantajosa para DDS, uma vez que as
cargas inorganicas podem agir no controle da liberagdo de ativos, ao modificar a estrutura do
polimero, influenciando assim nas propriedades de intumescimento, servindo de barreira
dificultando a passagem de solvente e vapores através da membrana e podem interagir
diretamente com a espécie ativa, seja através das cargas superficiais das argilas e/ou por
canais internos de difusdo (GAREA; VOICU; IOVU.,, 2017; MENEGUIN et al., 2021). Além
disso, segundo trabalho de Garea et al (GAREA; VOICU; IOVU., 2017)
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Os nanocompositos baseados em polimeros e argilas sdo materiais atraentes
com notavel potencial para o desenvolvimento de DDS controlado devido as
propriedades vantajosas, tais como (1) alta eficiéncia de encapsulamento de
drogas (EE), (2) maior estabilidade do ativo contra variagdo de pH e agdo
enzimatica, (3) baixa liberagdo de droga, e (4) um perfil de liberagdo de droga

controlada, respectivamente.

Desta forma, visto as diversas vantagens anteriormente apresentadas, o presente trabalho
mapeou o uso de celulose bacteriana e argilas para o desenvolvimento de compositos para
curativos topicos e DDS, utilizando pesquisa de termos especificos nas bases de dados Web of
Science, Scopus, e nas bases de patentes Derwen e INPI. As palavras-chave bem como os

resultados e metodologias utilizadas se encontram descritas nos itens a seguir.

2 —-OBJETIVOS

Levantar os possiveis trabalhos e patentes ja desenvolvidos envolvendo celulose
bacteriana (CB) e compdsitos utilizando argilas, bem como vislumbrar as tecnologias
emergentes nas dareas de curativos e sistemas de liberacdo de farmacos utilizando esses

materiais.

3 — METODOS

Para esta pesquisa foram realizadas buscas de anterioridade em bases de artigos e
patentes para o periodo de 2010 até 2022. Os artigos foram pesquisados nas bases Web of
Science e Scopus e as patentes nas bases Derwent (Web of Science), Scopus e INPI. As
buscas foram focadas no biopolimero “celulose bacteriana” e nas cargas denominadas
“argila”. O objetivo foi pesquisar estas duas palavras-chave e suas aplicacdes na area de

curativos e liberacao de farmacos.

As palavras-chave utilizadas para as pesquisas de curativos foram “wound dressing’ e
“bandage” com propdsito de englobar mais artigos e patentes possiveis e “drug delivery” e

“drug release” para pesquisas relacionadas a liberacao de farmaco. Ja para pesquisas no INPI
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foram utilizadas as palavras-chave “curativo de ferida” e “liberag¢do de farmaco” e “liberacao

controlada de farmaco”.

As pesquisas de artigos em inglés na Scopus e Web of Science bem como busca de
patentes na Derwent e Scopus foram realizadas com as seguintes palavras-chave para
pesquisar curativos de feridas utilizando CB e argilas, separadamente: “bacterial cellulose”
AND “wound dressing”; “bacterial cellulose” AND “bandage™; “clay” AND “wound
dressing” e “clay” AND “bandage”. Para pesquisar a palavra-chave “bacterial cellulose”
também foi utilizada a palavra-chave “biocellulose” com objetivo de englobar mais artigos e

patentes.

J& para pesquisas relacionadas a DDS de trabalhos nas bases Scopus e Web of Science
bem como, na busca de patentes na Derwent e Scopus utilizou-se as seguintes palavras-chave:

“bacterial cellulose” AND “drug delivery”; “bacterial cellulose” AND “drug release”; “clay”

AND “drug delivery”; “clay” AND “drug release”.

Por fim, com o objetivo de levantar os trabalhos utilizando de celulose bacteriana e
argilas realizou-se a busca com as palavras-chave “clay” AND “bacterial cellulose” tanto para

aplicagcdo em curativos como para a liberagao de farmaco, conforme realizado anteriormente.

Para buscas de artigos nas bases de pesquisa, as palavras foram pesquisadas nos
campos de titulo, resumo e palavras-chave. Os dados coletados foram apresentados na forma
de graficos e tabelas e estdo disponiveis em resultados e discussdes. Vale ressaltar ainda que,
com o objetivo de evitar duplicidade de trabalhos, para cada busca com termos equivalentes,
os artigos encontrados foram adicionados em listas utilizando ferramentas disponiveis nos

periodicos de busca, cruzando assim os dados coletados e eliminando a duplicidade.

4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 — CB como curativos topicos

A Figura 4 demonstra o nimero de trabalhos utilizando CB como curativo entre os

anos 2010-2022 disponiveis nas plataformas Scopus ¢ Web of Science.
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Figura 4: Artigos publicados sobre uso de CB como curativo entre 2010-2022. Termos
utilizados na pesquisa: “Bacterial Cellulose” AND “Wound dressing”; “Bacterial Cellulose”

AND “Bandage”.

Analisando os valores apresentados, nota-se o aumento no nimero de trabalhos na area
de curativos utilizando CB em ambas bases de dados. Tal crescimento evidencia o interesse
em pesquisas utilizando o biopolimero como curativo de feridas. Vale ressaltar que no
trabalho de Sousa ef al (SOUSA et al., 2021), o qual realizou uma prospecg¢ao tecnologia do
uso da CB para aplicagdes biomédicas (termos utilizados no trabalho: “Bacterial cellulose”
AND “biomedic*”, ‘“Bacterial cellulose” AND “medic*”, “Bacterial cellulose” AND
“calcium phosphate”, “Bacterial cellulose” AND “modification”, “Bacterial cellulose” AND
“bone”, observou-se um aumento semelhante no niumero de artigos publicados para uso da

CB em curativos topicos.

E interessante verificar que o niimero total de trabalhos coletados no recorte de data
desta pesquisa ¢ de 338 e 295 nas bases de dados Scopus e Web of Science, respectivamente.
Ainda comparando com o trabalho de Sousa et al (SOUSA et al., 2021), entre 2011-2020

encontrou-se cerca de 245 e 280 trabalhos.

Agora, afim de analisar geograficamente as publicagdes coletadas, a Figura 5 demostra

a distribuicao decrescente dos trabalhos de acordo com os paises de origem da pesquisa.
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Figura 5: Paises com maior nimero de trabalhos investigando o uso da CB como curativo.

Observa-se no grafico da Figura 5 que a China lidera em ntimero bruto de artigos (100
e 82 artigos localizados no Scopus e Web of Science, respectivamente), mais de trés vezes em
relagdo ao segundo colocado na lista, no caso o Brasil, com 31 e 21 trabalhos publicados. A
producdo industrial de CB na China iniciou-se em meados de 1996, pela empresa Hainan
Yeguo Foods Co. Ltd, para suprir a demanda de nata de coco, uma sobremesa que se
popularizou no Japao e paises sul-asiaticos e acelerou a producao do biopolimero no pais
(ZHONG, 2020). Atualmente, segundo Zhong et al (ZHONG, 2020), a empresa ¢ a maior
produtora de produtos utilizando CB em todo o mundo, o que pode justificar os nimeros

observados.

Nesse cendrio, o Brasil se encontra como o segundo maior pais a desenvolver
pesquisas utilizando CB como curativo topico. Desta forma, fica evidente o interesse de
grupos de pesquisa nacionais em desenvolver novos curativos com o biopolimero. Destaca-se
ainda que o autor brasileiro com mais publicagdes utilizando CB em curativos ¢ o Prof. Dr.

Sidney José Lima Ribeiro (docente no Instituto de Quimica — Unesp/Araraquara — SP).

Agora, se tratando de registro de patentes, o cenario observado muda de figura. A
Tabela 1 demonstra o nimero de registros de patentes encontrados nas bases Scopus, Derwent

e Instituto Nacional de Protecao Industrial (INPI).
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Tabela 1: Patentes encontradas entre 2010-2022 sobre CB como curativo. Termos utilizados

na pesquisa: “Bacterial Cellulose” AND “Wound dressing”; “Bacterial Cellulose” AND

“Bandage”.
Local de registro Scopu Derwen INP
S t I
Escritério de Patentes e Marcas Registradas dos Estados Unidos 229 1 0
Escritério Europeu de patentes 55 0 0
Escritorio de patentes do Japao 20 1 0
Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual 25 9 0
Escritorio de Propriedade Intelectual do Reino Unido 1 0 0
China 0 39 0
Brasil 0 0 3

Os escritorios que mais registraram patentes protegendo uso da CB como curativo

foram os localizados nos Estados Unidos e Europa, respectivamente, seguidos pela China.

No Brasil, encontrou-se apenas 3 patentes registradas no INPI com o recorte desta
pesquisa. Em comparagdo com o numero de publicagdes fica evidente que o desenvolvimento

de produtos utilizando CB para curativos topicos no Brasil ainda ¢ incipiente.

Portanto, sob prisma mercadologico, o Brasil tem grande potencial no
desenvolvimento de novos produtos para curativos utilizando CB, visto o nimero de trabalhos
publicados investigando tal aplicacdo, contudo, é necessario converter tal conhecimento de

pesquisa em novas patentes para uma aplicacdo mercadoldgica.
4.2 — CB como sistemas de liberacao de farmacos (DDS)

Tratando-se do uso de membranas de celulose bacteriana em sistemas de liberacdo de
farmacos, encontrou-se um total de 285 e 369 artigos nas bases Scopus ¢ Web of Science,
respectivamente. A Figura 6 demonstra o numero de publicagdes por ano relacionadas ao

tema no periodo entre 2010-2022.
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Figura 6: Trabalhos utilizando CB em DDS entre 2010-2022 nas bases de dados Scopus e
Web of Science. Termos utilizados na pesquisa: “Bacterial Cellulose” AND “Drug delivery”;

“Bacterial Cellulose” AND “Drug release”.

Ao avaliar o grafico, nota-se que o nimero de trabalhos investigando a CB em DDS
aumentou no decorrer dos anos 2010-2014, teve uma queda em 2015 e continuou crescendo
até 2021. E interessante verificar que se observou um perfil muito semelhante em publicagdes
com o uso de CB para curativos. Desta forma, fica claro que pesquisas utilizando CB para fins
biomédicos tem crescido durante os anos, o que denota o interesse no desenvolvimento

cientifico para tal area.

Na avaliagdo geografica desses artigos, disponivel na Figura 7, nota-se mais uma vez
que a China lidera em niimero de pesquisas (151 trabalhos), seguido novamente pelo Brasil
(64 trabalhos) sendo mais uma vez o Prof. Dr. Sidney Jos¢ Lima Ribeiro o autor brasileiro que

mais aparece nas pesquisas.
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Figura 7: Paises com maior nimero de trabalhos investigando o uso da CB em sistemas de

liberagdo de farmacos.

Outra avaliagdo que desperta o interesse ¢ em relacao ao tipo de farmaco e a finalidade
do sistema de liberacdo de farmacos. Analisou-se os 285 trabalhos disponiveis na base de
dados Scopus, e dos trabalhos avaliados cerca de 20% sdo voltados para liberacdo de
farmacos ou ativos com propriedades antibacterianas. Os mesmos 20% sao destinados a
liberagdo de farmacos em feridas cutineas e ao relacionar os dados verifica-se que 10% dos

artigos sdo destinados a curativos com propriedades antibacterianas.

Avaliando as patentes encontradas, disponiveis na Tabela 2, fica claro que existe maior
registro de trabalhos envolvendo CB em sistemas de liberagdo de farmacos quando
comparado para o uso como curativos. No Brasil, foi localizada 7 patentes registadas, sendo 6

no INPI.
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Tabela 2: Patentes encontradas entre 2010-2022 utilizando CB para sistemas de liberacao de
farmacos. Termos utilizados na pesquisa: “Bacterial Cellulose” AND “Drug delivery”;

“Bacterial Cellulose” AND “Drug release”.

Local de registro Scopu Derwen INP
S t I
Escritério de Patentes e Marcas Registradas dos Estados Unidos 365 4 0
Escritério Europeu de patentes 40 1 0
Escritorio de patentes do Japao 57 1 0
Organizac¢do Mundial de Propriedade Intelectual 12 1 0
China 0 11 0
Brasil 0 1 6

Apesar do numero maior de patentes registadas, em comparagdo com o numero de
trabalhos publicados ainda fica claro a necessidade de investimento no desenvolvimento de

produtos utilizando CB.

De acordo com os resultados levantados, nota-se um interesse em pesquisas para
desenvolvimento de sistemas de libera¢do utilizando CB, visto que o material apresenta
caracteristicas muito relevantes para tal finalidade como: -elevada pureza, boa
biocompatibilidade, grande area superficial, capacidade de retencdo de dgua em sua estrutura
(AMIN et al., 2012; OSSOWICZ-RUPNIEWSKA et al., 2021). Vale a pena ressaltar que de
acordo com trabalhos na literatura (MENEGUIN et al., 2021; VISMARA et al., 2019) a CB
tem um perfil de liberagdo de farmaco acelerado (busrt release), contudo, a modificagao

estrutural do biopolimero podem ocasionar em sistemas de liberacao controlada de ativos.

Uma rota para obter sistemas de liberagcdo controlada de farmacos utilizando CB ¢ a
obtencdo de compositos com argilas. Semelhante ao trabalho de Meneguin et a/ (MENEGUIN
et al,, 2021) que obteve compositos utilizando CB e a argila fibrilar Paligorskita para
liberacao do farmaco metronidazol, o qual observou-se um aumento no tempo de liberacao do
farmaco quando comparado ao biopolimero isolado. Desta forma, o item 4.3 analisard os

possiveis trabalhos envolvendo CB em compdsitos com cargas inorganicas argilosas.

4.3 — Compositos a base de CB e argilas para sistema de liberacio de farmacos e

curativos topicos.
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As argilas ja sdo amplamente investigadas na literatura como DDS. Muito
provavelmente pela elevada capacidade de adsorg¢do, capacidade de troca cationica,
resisténcia térmica e quimica que pode proporcionar a espécies ativas (GAREA; VOICU;
IOVU., 2017; MENEGUIN et al., 2021). Sendo assim, avaliou-se o uso de argilas de DDS e o

resultado estd demonstrado na Figura 8.

140

12

0
100
8
B
4
2 '

2022 2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010

(=]

=]

[=]

=]

M scopus MWeb of Science

Figura 8: Trabalhos utilizando argilas em DDS entre 2010-2022 nas bases de dados Scopus e
Web of Science. Termos utilizados na pesquisa: “Clay” AND “Drug delivery”; “Clay” AND

“Drug release”.

Foram encontrados 900 e 1081 trabalhos relacionados ao uso de argilas em DDS, nas
bases Scopus e Web of Science, respectivamente. Mais uma vez nota-se um perfil crescente
no numero de trabalhos entre 2010 e 2022, indicando assim um aumento no interesse

académico em avaliar argilas para liberagdo de fArmacos.

E comum também a associa¢io de cargas argilosa com polimeros naturais para o
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos, como ¢ o caso do trabalho
Kevadiya et al (KEVADIYA et al., 2014), que obteve hidrogeis a base de

gelatina-montmorilonita para a libera¢do controlada do fArmaco ciprofloxacina.

Contudo, apesar das evidentes vantagens mencionadas anteriormente para aplicagdes
em DDS, tanto das argilas quanto do biopolimero CB (ambos amplamente pesquisados para

tal finalidade), a jungdo desses materiais para obtencdo de nanocompositos em sistemas de
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liberagdo de farmacos ainda ¢ pouquissimo explorado na literatura. Entre 2010-2022 apenas 6

artigos foram encontrados (disponiveis na Tabela 3).

O mesmo se observa em compositos a base de CB-argilas para curativos topicos. No

recorte temporal avaliado no presente trabalho, apenas 5 trabalhos foram encontrados.

Importante ressaltar que nenhuma patente relacionada ao uso de compositos

CB-argilas para curativos topicos e em sistemas de liberagdo de farmacos foi encontrada e que

foram encontrados artigos de revisdo e para ambas aplicagoes.

Tabela 3: Compositos CB e argilas para uso em curativos e/ou sistemas de liberacdo de

farmacos.
Titulo do trabalho Aplicacio  Base de dados  Referéncia
Bacterial cellulose-MMTs Curativos Web of Science  (UL-ISLAM et al., 2013)
nanoreinforced composite films: novel
wound dressing material with
antibacterial properties
Microwave-Assisted Synthesis of Revisdo Web of Science (BOGDAL; BEDNARZ;
Hybrid ?olymer Materials and MATRAS-POSTOLEK,
Composites

2014)
Biomaterials from Nature for Revisdo Scopus (BARUD, Hernane S. et
Advanced Devices and Therapies —
Cap 21 Bacterial Cellulose al., 2016)
Evaluation of Different Methods for Curativos Scopus ¢ Web (HODEL et al., 2020)
Cultivating Gluconacetobacter hansenii os Science
for Bacterial Cellulose and
Montmorillonite Biocomposite
Production: Wound-Dressing
Applications
Nanocellulose/palygorskite Liberacao =~ Web of Science ~(MENEGUIN et al., 2021)
biocomposite membranes for controlled de e Scopus
release of metronidazole farmacos
Nanocellulose — Cap 16: Applications Revisdo Scopus (WAHID; ZHONG, 2021)
of Bacterial Cellulose
A Review of Pickering Emulsions: Revisao Web of Science  (BRITO et al., 2022)
Perspectives and Applications
Bacterial nanocellulose containing Liberagdo =~ Web of Science  (BORBA et al., 2022)
diethylditiocarbamate bio-curatives: de
physicochemical characterization and farmacos

drug delivery evaluation
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https://www-webofscience.ez88.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/full-record/WOS:000697936100005
https://www-webofscience.ez88.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/full-record/WOS:000697936100005
https://www-webofscience.ez88.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/full-record/WOS:000697936100005
https://www-webofscience.ez88.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/full-record/WOS:000912423300001
https://www-webofscience.ez88.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/full-record/WOS:000912423300001

Desta forma, o desenvolvimento de nanocompdsitos utilizando argilas e CB como

curativos multifuncionais ¢ de grande relevancia e apresenta elevado carater inovativo.

5 — CONCLUSAO DO CAPITULO 1

No presente capitulo realizou-se uma prospec¢do tecnologica para avaliagdo do
cenario cientifico e mercadologico de compdsitos a base de CB e argilas para uso como

curativos e sistemas de liberagao de farmacos.

Ficou evidente a demanda mundial para novas tecnologias em curativos, € a vantagem
do uso de CB para tal finalidade. Evidenciou também o crescente numero de trabalhos entre
2010-2022 pesquisando o uso de CB em curativos, o que demonstra o carater promissor do
biopolimero frente a tal finalidade. Ainda durante a pesquisa verificou-se que o Brasil tem
destaque mundial em trabalhos utilizando celulose bacteriana, sendo o segundo pais no
mundo em nimero de pesquisas. A mesma conclusdo foi alcangcada quando avaliado uso de
CB em sistemas de liberagdo de farmacos, em especial na liberagdo de agentes

antimicrobianos.

Agora, se tratando de compositos utilizando CB e argilas. Apesar das argilas serem
amplamente pesquisadas para produgao de compositos e em sistemas de liberacao de
farmacos, a obtencdo de nanocompositos utilizado CB para tal finalidade ainda ¢ pouquissimo

explorado na literatura. O mesmo segue para os compositos CB-argila em curativos topicos.

Portanto, o desenvolvimento de nanocompositos utilizando CB e argilas ¢ uma rota
promissora e pouco explorada para o desenvolvimento de curativos multifuncionais com

propriedades de liberagdo de farmacos em feridas cutaneas.
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CAPITULO 2 - NANOCOMPOSITOS A BASE DE CELULOSE BACTERIANA E
LAPONITA COMO POTENCIAIS CURATIVOS MULTIFUNCIONALIS —
OBTENCAO, CARACTERIZACAO E LIBERACAO DO FARMACO
CIPROFLOXACINA
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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) apresenta propriedades interessantes para o uso biomédico como
citado anteriormente, contudo, possui limitacdes para seu uso em sistemas de liberagdo de
farmacos e como curativos. Desta forma, objetivando um material para uso em curativos
multifuncionais com propriedades antibacterianas e de liberacdo controlada de farmacos, no
presente trabalho propds-se a obten¢ao de nanocompdsitos utilizando CB e laponita (Lap),
com diferentes teores de argila, para estudo de adsorcdo e liberagdo do farmaco
ciprofloxacina. Nos resultados de MEV, nota-se um aumento no didmetro médio das fibras
com aumento do teor de laponita e verifica-se uma agregacdo das fibras nos compositos
CB/Lap 15-50%. Ja nos resultados de DRX, verificou-se que a presenca da argila reduziu a
cristalinidade relativa dos filmes conforme o aumento do teor da laponita, sendo que nos
materiais CB/Lap 15-50% observou pico na regido de 001 indicando o empilhamento da
argila e a formagao de agregados. Contudo, apesar da reducao da cristalinidade, observou-se
um aumento na estabilidade térmica dos compositos em relacdo a CB. Ja nos testes in vitro
em linhagem de fibroblastos humanos, todos os materiais do presente trabalho apresentaram
viabilidade celular acima de 70%, demonstrando que os materiais ndo apresentaram
comportamento citotoxico nessas células. E se tratando dos resultados de adsor¢do e
liberacao, os compdsitos obtiveram maior afinidade com o farmaco e maior capacidade de
adsor¢do em relacdo a CB isolada, sendo capaz de adsorver cerca de 2,15 vezes (CB/Lap
15%) e controlar a liberagcdo do fairmaco (liberou cerca de 44,2% em 24 horas) comparado a
CB (liberou 87,2% em 24 horas). Todos os compositos obtidos apresentaram atividade
antibacteriana frente linhagens de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, destacando-se os
compositos CB/Lap 30 e 50% com maior atividade em comparagdo com os demais materiais.
Os materiais obtidos se demonstraram promissores para o desenvolvimento de curativos

multifuncionais com capacidade de liberagao controlada de fArmaco antibacteriano.

Palavras-chave: Celulose Bacteriana, Laponita, Compositos, Curativos topicos, Liberagcdo de

farmacos, Ciprofloxacina
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Laponita e o uso no meio biomédico

A laponita (férmula Na,,[(SigMgs sLi4)O0,0(OH),](H,0),) ¢ uma argila lamelar de
origem sintética, pertencente a familia das esmectitas. Suas lamelas sdo do tipo 2:1
Tetraédrica-Octaédrica-Tetraédrica (TOT) com duas folhas de tetraedros de [SiO,] entre uma
folha de octaedros de [MgO4(OH),], unidas entre si por compartilhamento de atomos de
oxigénio comum (LEZHNINA, et al., 2012; PEROTTI et al., 2011; SILVA, et al., 2018;
SILVA, , 2018; TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018) como demonstrado pela Figura 1.

cations catic}ms cations

Al 4[.3@@@

¢

|
\“\\

1079 pm ‘]‘.“.

O

Figura 1: Estrutura das lamelas da laponita (LEZHNINA, et al., 2012 Publisher Tax ID
EU826007151).

A laponita possui carga superficial negativa devido a troca isomorfica de parte dos
fons Mg*" por Li" que provoca uma deficiéncia em cargas positivas em sua lamela. Desta
forma, ions sodio (Na") acomodam-se no espago entre as lamelas para contrabalancear essas
cargas. Por isso, a laponita apresenta grande expansibilidade, uma vez que os ions Na" podem
ser hidratados, ocasionando no aumento do espago interlamelar da argila. Ademais, devido a
elevada troca catidnica, os cations de sodio (Na") podem ser facilmente trocados por outros de
maior interesse como cations de lantanideos, fArmacos e particulas carregadas positivamente
(LEZHNINA, et al., 2012; PEROTTI et al., 2011; SILVA, et al., 2018; SILVA, 2018;
TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018).
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A laponita possui propriedades fisico-quimicas tUnicas, comparada as demais
esmectitas, tais como: boa dispersdao em sistemas aquosos, capacidade de formar filmes e géis
translucidos, conteudo reduzido de metais de transi¢do (presentes em argilas naturais),
pequeno tamanho do cristalito, grande capacidade de troca catidnica. Vale ressaltar que a
argila proposta para o presente projeto (Laponita XLG) possui um grau de pureza compativel

com o uso pretendido (BYK ADDITIVES & INSTRUMENTS, 2014).

Além disso, a argila possui grupos silanodis (=Si-OH) nas arestas das lamelas que
podem ser funcionalizados com organosilanos (JABER; MIEHE-BRENDLE, 2009). Desta
forma pela possibilidade de modificar quimicamente sua superficie, a laponita estd sendo
utilizada na producdo de novos materiais funcionais com propriedades distinta dos seus
componentes isolados (OLIVEIRA et al., 2015; PEROTTI et al., 2011; SILVA, Jhonatan
Miguel, 2018).

Na area biomédica, a argila sintética tem sido utilizada em bioimageamento como
veiculo para corantes fosforescentes insoliiveis em agua e complexos luminescente de eurdpio
para monitoramento de proteinas (TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018). Também ¢
reportado seu uso na producdo de contrastes com ion gadolinio para imagens de ressonancia

magnética nuclear (TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018).

Em Medicina Regenerativa ¢ na Engenharia de Tecidos, a laponita ¢ utilizada como
matriz de transporte para a liberagao local e modificada de fatores bioquimicos que podem
induzir respostas bioldgicas especificas, incluindo proliferagdo celular e diferenciacdo de
células-tronco (TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018). E utilizada também na produgéo de
bioceramica para potencial aplicagdo em Engenharia de Tecidos Osseos (AFEWERKI et al.,

2019).

Tratando-se de liberacdo modificada de farmacos, a laponita, além de matriz de
transporte para espécies bioativas pouco soluveis em agua, serve também como meio de
prote¢do contra a degradacdo do principio ativo no ambiente fisioldgico, uma vez que pode
acomodar as espécies de interesse em seu espaco interlamelar. Desta forma, essa argila
sintética tem sido utilizada como veiculo de farmacos, por exemplo o antifungico, pouco
solivel em 4gua, intraconazol, que foi avaliado para uma rota de administragao oral,
simulando o meio gastrico humano (TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018) e o antibiotico
trimetoprim (GONZALEZ et al., 2017).
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Foi relatado também o uso da laponita no transporte do farmaco cloridrato
de doxorrubicina para o tratamento de diversos tipos de cancer. Por possuir carga positiva, a
doxorrubicina foi inserida no espago interlamelar da argila por troca cationica. Estudos in
vitro demonstraram um comportamento de liberagdo dependentes do valor do pH do
ambiente, que foi maior em valores de pH 4cido (5,4) do que em pH fisioldgico (7,4). Desta
forma, avaliando o comportamento em células de carcinoma epitelial humano, relatou-se que
um maior efeito de citotoxicidade foi obtido quando se utilizou a laponita como veiculo de
entrega de farmaco em relacdo ao uso do farmaco isolado (TOMAS; ALVES; RODRIGUES,
2018).

1.2 - Compositos organicos-inorginicos em sistemas de liberacio de fiarmacos e

curativos

Sistemas de liberagdo de farmacos sdo descritos como processos pelo qual um
principio ativo, de interesse terapéutico, migra do interior de uma matriz para a superficie
externa e ¢ liberado no meio fisioldgico com uma taxa controlada (FU; KAO, 2010; SHI et

al., 2014).

Esse processo ¢ governado por multiplos fatores tais como: propriedades
fisico-quimicas do soluto, caracteristicas estruturais das matrizes, ambiente de liberacdo e
possiveis interagdes entre esses fatores (FU; KAO, 2010). A Tabela 1, retirada e modificada
do trabalho de Fu e Kao (FU; KAO, 2010), demonstra os principais fatores que controlam os

sistemas de liberagdo de farmacos.

Tabela 1: Fatores de influéncia no processo de liberacao de farmacos

Matriz Meio de liberacgao Caracteristicas do
farmaco

Composicao pH Solubilidade

Estrutura Temperatura Estabilidade

Intumescimento Forgas i6nicas Cargas

Degradagao Enzimas Interagdes com a matriz
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Sendo assim, a matriz pode ser desenvolvida a fim de responder estimulos especificos
do meio de liberagdo como: intumescimento “inteligente” ocasionado por diferentes valores
de pH, forca idnica, temperatura, entre outros (FU; KAO, 2010; PANDEY et al., 2013; SHI et
al., 2014; ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016).

Segundo o trabalho de Fu e Kao (FU; KAO, 2010), as matrizes poliméricas utilizadas
em processos de liberacdo de farmacos podem ser classificadas em dois grupos, as matrizes

degradéveis e ndo-degradaveis.

As matrizes degradaveis liberam farmacos pela decomposicao de grupos passiveis a
hidroélise ou degradacdo enziméatica como os ésteres, amidas e grupos anidridos. O polimero
pode sofrer uma degradagdo superficial e liberar os farmacos gradativamente ou pode ocorrer
uma decomposi¢do homogénea por todo material, ocasionando em diferentes perfis de
liberacao. A degradagdo ¢ dependente da intrusdo de agua na matriz e ¢ um fator crucial para

o estudo cinético desse tipo de material.

Ja os polimeros nao-degradaveis, geralmente utilizados em implantes e em liberagao
transdérmica, devem ser materiais biocompativeis, termo e quimicamente estaveis, com
estrutura fisica e mecanica compativeis ao tecido bioldgico circundante. Sdo constituidos de
materiais inertes, ou seja, que ndo reagem com os farmacos, no qual grupos funcionais
controlam a libera¢do da espécie ativa. A cinética de liberagdo dos farmacos em polimeros
nao-degraddveis segue um modelo Fikiano no qual a liberagcdo ¢ regida pela difusdo do
solvente na matriz, a concentragdo do farmaco e o caminho de difusdo (espessura dos filmes).
Desta forma, a estrutura e composi¢cdo da matriz ¢ diretamente relacionada com o perfil de

liberagdo do material (FU; KAO, 2010).

A celulose bacteriana se caracteriza como polimero nao-degradavel em sistemas de
liberacdo de farmacos e possui propriedades interessante que facilitam seu uso para tal
finalidade, como: a biocompatibilidade, grande porosidade, elevada area superficial e grande
capacidade de retencdo de agua em sua estrutura (at¢ 99%) (HU et al, 2014; QIU;
NETRAVALI, 2014). Contudo, devido ao livre movimento de gases e solventes pela
membrana a liberagdo de farmacos seguem um modelo de liberacdo rapida do principio ativo
(“burst release™). Apesar de ser utilizada em certas estratégias de administragdo de farmacos,
os efeitos negativos desse modelo podem ser farmacologicamente perigosos (BADSHAH et

al., 2018; HUANG; BRAZEL, 2001).
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Uma estratégia para modificar o perfil de liberacdo da CB ¢ a obtengdo de compdsitos
utilizando argilas, como a montmorilonita (UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012), laponita
(PEROTTT et al., 2011) e Paligorsquita (MENEGUIN et al., 2021) as quais desempenham

papeis importantes no controle da liberagdo de farmacos, uma vez que podem modificar a

estrutura dos filmes e influenciar em caracteristicas como o intumescimento, por dificultar a

passagem de solvente e vapores através da membrana, e pela interagdo direta com o farmaco,

através das cargas superficiais (FONTES et al., 2018; MENEGUIN et al., 2021).

Os compositos do tipo polimero-argila podem apresentar diferentes estruturas a

depender da interagdo entre a matriz inorganica e as fibras do polimero. Segundo Paiva,

Morales ¢ Guimardes (PAIVA; MORALES; GUIMARAES, 2006), existem 3 formas

estruturais dos compositos (demonstrados na Figura 2) sendo eles:

“[...] estrutura de fase separada quando as cadeias poliméricas ndo intercalam
as camadas de argila levando a obtencdo de uma estrutura de propriedades
similares as de um composito convencional; estrutura intercalada quando as
cadeias poliméricas sdo intercaladas entre as camadas de argila, formando
uma estrutura multicamada bem ordenada, que apresenta propriedades
superiores a de um composito convencional; e estrutura esfoliada, onde a
argila ¢ completa e uniformemente dispersa em uma matriz polimérica,
maximiza as interagdes polimero-argila e leva a significativas melhorias nas

propriedades fisicas e mecanicas.” }
(PAIVA; MORALES; GUIMARAES, 2006).

Estruiura de lase

{microcomposito)

=¢ ik

Polimero

Estrutura
esfoliada
(nanocompdsito)

Estrutura
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(nanocompasito)

separada

Figura 2: Diferentes

GUIMARAES, 2006)

tipos

de compositos

polimero-argila (PAIVA; MORALES;
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Compositos polimero-argila podem apresentar diversas vantagens em sistemas de
liberacdo de farmacos. A juncdo das propriedades dos diferentes materiais pode ser bem
interessante na obtencdo de curativos multifuncionais com propriedade de liberagdao de
farmacos, uma vez que os polimeros, em geral apresentam boa viabilidade e
biocompatibilidade e formam filmes flexiveis, ja4 as cargas inorganicas sdo capazes de
“encapsular” os farmacos no espago interlamelar (denominado de Eficiéncia de
Encapsulamento — EE), podendo tornar o principio ativo mais estavel em relagdo ao pH, acao
quimica, enzimdtica ou temperatura. Além disso, os compositos podem apresentar uma menor
taxa de difusdo e intumescimento ocasionado pelo caminho tortuoso que a presenga da argila
provoca, ocasionando em um processo de liberacdo mais gradual. Caracteristicas ideais para
a criacdo de novos curativos multifuncionais com capacidade de liberar farmacos que

apresentem propriedades antibacterianas, como a ciprofloxacina.

1.3 — Ciprofloxacina

A ciprofloxacina,  (1-Ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazina-1-il)-1,  acido
4-dihidroquinolina-3-carboxilico), ¢ um farmaco do grupo das fluorquinolonas que age
inibindo a topoisomerase II (DNA girasse bacteriana), enzima que produz o
superespiralamento negativa do DNA e que permite, assim, a transcri¢do ou replicagdo do
mesmo (Rang et al., 2016, (SYED ABDULLAH et al., 2022). A Figura 3 demonstra a

estrutura quimica do farmaco.

OH H,0.HCl
hw N
HN. A

Figura 3: Estrutura quimica do farmaco Cloridrato de ciprofloxacina

O principio ativo em questdo tem amplo espectro bactericida, tanto contra
microrganismos Gram-positivos, quanto contra Gram-negativos (incluindo bacilos entéricos),
microrganismos resistentes a penicilina, cefalosporinas e aminoglicosideos e, ainda, contra H.

influenzae, N. gonorrhoeae produtoras de penicilases, Campylobacter spp. € pseudomonas.
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No caso dos microrganismos Gram-positivos, 0s estreptococos e 0s pneumococos siao inibidos
fracamente, havendo grande resisténcia aos estafilococos (Rang et al., 2016). E hidrossoluvel
em pH acidos, por isso comercializado na sua forma de cloridrato, e pode ser quantificado via

técnicas utilizando UV-vis (FEREJA; SEIFU; MOLA, 2015)

Foi reportado o uso da Ciprofloxacina como antibidtico para curativo de feridas no
trabalho de Li et al (LI et al., 2017), e foi capaz de inibir o crescimento das bactérias

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

No trabalho de Abdullah ef a/ (SYED ABDULLAH et al., 2022), os autores obtiveram
compositos a base de celulose bacteriana e particulas de Ciprofloxacina in situ, para a
produg¢do de curativo antibacterianos. Os autores observaram a inibicdo de bactérias
Escherichia coli, K. pneumoniae ¢ P. aeruginosa, comumente encontradas em feridas de pés

diabéticos, demonstrando um potencial como curativo de feridas cronicas.

Sendo assim, a combinagdo de membranas de celulose bacteriana e laponita pode

ocasionar em um sistema de liberag¢@o controlada do farmaco antibacteriano ciprofloxacina.

2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo principal
O principal objetivo deste capitulo concentrou-se na obten¢do de compdsitos a base de

CB/laponita a ser testado em sistemas de libera¢do do farmaco cloridrato de ciprofloxacina.

2.2 — Objetivos especificos

° Caracterizagdo térmica, fisica e morfoldgica dos compdsitos obtidos;
° Estudos de adsor¢ao e liberagao modificada, in vitro, do farmaco ciprofloxacina;
° Testes de viabilidade celular e propriedade antibacteriana dos filmes a fim de verificar

a citocompatibilidade e atividade frente a linhagens especificas de bactérias;

3—- MATERIAIS E METODOS
3.1 - Materiais

Membranas de celulose bacteriana (CB) foram fornecidas pela empresa Biosmart

Nano (https://www.biosmartnano.com/) e obtidas pelo micro-organismo Komagataeibacter

xylinus em meio de cultura Hestrin-Scharamm (HS).
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Para a producgdo do composito utilizou-se Laponita XLG (Lap), da empresa Buntech,
dispersa em agua deionizada. O cloridrato de ciprofloxacina foi gentilmente cedida pelo

laboratdrio de farmacia do curso de graduagao da Uniara.

3.2 - Métodos

3.2.1 - Obtencao dos compositos CB/Lap

Foram obtidos compositos de CB e Lap com diferentes teores de massa de argila em
relagdo a massa seca da CB (1, 3,5 10, 15, 30 e 50% m/m) onde, inicialmente, calculou-se o
teor de massa seca das membranas de CB com o auxilio de uma balan¢ca medidora de umidade
da marca Marte cientifica e modelo ID-200, o procedimento foi realizado em triplicata.
Posteriormente, quantidades adequadas de laponita foram dispersas em 3 mL de agua

deionizada sob agitacdo mecanica por 240 minutos até a total dispersao da argila.

Os compositos foram obtidos utilizando membranas imidas de CB de 10 x 10 cm
(espessuras variando de 0,2-0,4 cm) que foram parcialmente desidratadas por compressao,
com o auxilio de papel filtro, e foram mantidas em contato, por ambos lados, com as
dispersdes de laponita até a total absorcdo do volume. Para caracterizacdo fisico-quimica,
parte dos filmes foram secos em placas de petri de polietileno a temperatura ambiente por 3

dias, e denominados como CB/Lap 1, 3, 5, 10, 15, 30 e 50%.

3.2.2 — Caracterizacoes fisico-quimicas

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): Microscopias eletronicas de varredura
foram obtidas da superficie e corte transversal das amostras em um microscéopio eletronico de
varredura da marca JEOL, modelo JSM-7500F, com software de operacdo PC-SEM v 2,1,0,3.

As analises foram realizadas com amostras de membranas secas de CB e CB/Lap 1-50%.

Difragdo de Raios-X (DRX): Os difratogramas de Raios-X foram obtidos em um
equipamento da marca Rigaku, modelo MiniFlex II Desktop em 40kV e 30mA (1200W),
empregando radia¢do filtrada Cu Ka (L = 1,5418 A). Varrendo o angulo de obtengio 20O entre

2-60° na com a taxa de 2°/min.

Utilizou-se o método de Segal (FRENCH, 2020; SEGAL et al., 1959) para calcular a

cristalinidade relativas (Crl) dos materiais obtidos utilizando a Equagao 1:
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I -1
CrL = —2— X100 (1)
110

Onde, [, (206 = 18°) refere-se a intensidade do vale da dispersao amorfa e I,;,, (20 =

22.9°) refere-se ao pico do plano cristalino da CB.

Aplicando-se a Lei de Bragg ¢ possivel calcular a distancia interlamelar da laponita em

001 nas amostras CB-Lap 15%, CB-Lap 30% e Lap, utilizando a Equacao 2:

nA=2d.sinf (2)

Onde: n ¢ o multiplo inteiro do comprimento de onda; A € o comprimento de onda do
feixe de raios-X incidente (Cu K-Alfa: 1,5418 A); d é o espagamento interlamelar; 6 ¢é o

angulo de difragdo.

Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (FT-IR): Espectros de FT-IR, na regido
de 4000 a 400 cm’', por meio de reflexdo total atenuada (cristal de diamante) com
transformada de Fourier - VERTEX 70 da marca Brukeras analises foram realizadas
utilizando como amostras, as membranas secas de CB e dos nanocompoésitos CB/Lap 1-50% e

a argila laponita.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): As andlises de RMN no Estado Sélido foram
obtidos em um espectrometro Bruker Avance III HD operado num campo de 7,05 T,
utilizando uma sonda CPMAS de dois canais e rotores zirconia de 4 mm. Os espectros do
nucleo de *C no foram obtidos a uma frequéncia de Larmor de 75,00 MHz, frequéncia de
giro de 3000 Hz, com tempo de relaxagdo de 3,5 s e um pulso de 90° de 2,0 s utilizando
giro-ao-angulo magico, e polarizacdo cruzada com 4k de scans. Os deslocamentos quimicos
foram padronizados de forma indireta através de uma amostra de Glicina, com sinal referente

a carbonila em 176,00 ppm em relagdo ao TMS com padrao primario.

Analise Termogravimétrica (TGA/DTG): As amostras que foram colocadas, uma a
uma, em cadinho de alumina e caracterizadas utilizando o equipamento da TA Instruments
modelo SDT Q600, em temperatura de 25-800°C, com taxa de aquecimento de 10°C por

minuto, em fluxo de ar sintético a 100mL/min.
56



Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA): Para os testes de permeabilidade ao vapor
de agua, utilizou-se secOes circulares das amostras fixadas no topo de frascos de vidro
contendo 10 mL de agua (gradiente de 100% de umidade relativa a 25°C). O conjunto foi
pesado com precisdo e armazenado em um dessecador contendo silica gel (0% de umidade
relativa). As mudangas sobre o peso do frasco foram tragadas em func¢do do tempo (0, 24, 48,

72 e 96h).

Posteriormente aos testes de permeabilidade ao vapor de agua, PVA
(gmm.m?.h'.Pa'), foi calculado utilizando a Equagdo 3, também retirada do trabalho de

Gennadios Weller e Gooding (GENNADIOS et al., 1994).

PVA=PVTRc x L.Ap (3)

Onde: L ¢ a espessura do filme, Ap ¢ a diferenga de pressao parcial de vapor de dgua

em todo o filme.

Para o ensaio de viabilidade celular, utilizou-se células de fibroblastos humano HDFa
(Human Dermal Fibroblasts, adult) adquiridas da empresa Life Techologies (Invitrogen, Cat.
N° C-013-5C) e gentilmente cedidas pelo laboratéorio do Prof. Dr Andrei Moroz,

Unesp/Araraquara.

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 antibidticos
(penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior incubagdo em estufa a 37°C
e atmosfera com 5% de CO,. Apdés 2 repiques consecutivos, iniciou-se o ensaio de
citotoxicidade, empregando uma concentra¢do de 1x10* células/pogo, incubadas em placa de
96 pogos. A placa foi mantida por 24h em incubadora, respeitando os mesmos parametros de

temperatura e porcentagem de CO, descritos anteriormente.

Paralelamente ao plaqueio das células, os meios de extragdo (tratamentos) derivados
dos filmes de CB com diferentes porcentagens de laponita (1%-50%) e CB nativa (1 cm?)
foram preparados de acordo com a ISO 10993-12. Para tal, os filmes foram irradiados por 30

minutos com radiagdo ultravioleta (UV) e posteriormente dispostos em eppendorfs de 1,5 mL,
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seguido da adicdo de DMEM + 10% de SFB (ImL/cada) para entdo serem deixados sob

constante agitagdo por 24h.

Finalizado o periodo de agita¢do, os meios que ficaram em contato com os filmes
foram filtrados em filtro de seringa 0,22 pm. Dessa maneira, utilizou-se 200 pL/pogo para
cada meio de extragdo e o contato destes com as células perdurou por 24h. Ao todo foram
testadas 8 diferentes amostras, sendo elas: CB nativa, CB/Lap 1%, 3%, 5%, 10%, 15%, 30% e
50%. ApoOs o término dos tratamentos, os meios de extragdo foram removidos dos pogos, para

seguirmos com a lavagem dos pogos com Phosphate Buffer Saline (PBS).

Em seguida, 100 pL de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) previamente diluido na concentracdo de 1 mg/mL foram adicionados em cada poco.
As placas foram novamente incubadas a 37°C, ao abrigo da luz, até a observacao da formacao
dos cristais violeta de formazana (5 horas). Para a solubilizacao dos cristais de formazana,
100 pL de alcool isopropilico absoluto foram adicionados em cada pogo e os valores de
absorbancia foram obtidos em espectrofotometro de microplacas, com leitura em
comprimento de onda a 570 nm. Como controle de morte celular (controle positivo), as
c€lulas foram tratadas com DMSO (Dimetilsulféxido) a 30% e como controle de
sobrevivéncia (controle negativo), células foram tratadas om DMEM + 10% SFB. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata para cada amostra, em trés ensaios

independentes, incluindo os controles (MOSMANN et al., 1983).

Com os valores de absorbancia obtidos, calculou-se a média da porcentagem de
viabilidade celular em relagdo ao controle de sobrevivéncia (100%), conforme apresentado

pela Equagdo 4 abaixo, norma ISO 10993-5, (INTERNATIONAL, 2009):

(absorbancia da amostra—branco)
(absorbancia do controle de sobrevivéncia—branco) x 100 (4)

Para avaliar atividade antibacteriana inicialmente realizou-se uma triagem primaria da
bioatividade dos materiais usando a técnica de difusdo em dagar, seguindo as diretrizes do
CLSI M2-A8 (NCCLS, 2003), com a excecdo de que os discos de antibioticos foram

substituidos pelos proprios materiais.
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As amostras CB, CB/Lap 1-50% foram avaliados e utilizou-se disco de papel de filtro
embebido em meio de cultura (C) e disco de papel de filtro embebido em solugdo de
digluconato de clorexidina (CHX) a 0,12%, como controle negativo e positivo,
respectivamente. Um cortador circular (@ 16 mm) foi usado para preparar as amostras,

garantindo diametro e espessura consistentes nos diferentes grupos de estudo.

Foram usadas as cepas de referéncia, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922), comumente encontradas em feridas cutaneas infecionadas.
As cepas foram obtidas da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e foram mantidas em caldo
de triptona de soja (TSB) a -80 °C. A reativacao das cepas foi realizada usando agar TSB em
condigdes aerobicas a 37 °C. Um indéculo de cada microrganismo estudado foi preparado
ajustando-se a leitura da densidade Optica a 630 nm para 0,08-0,10 (aproximadamente 1x10°

células/mL).

O inoculo preparado foi espalhado uniformemente na superficie do agar TSB e
deixado em repouso em temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida, as amostras
previamente rotuladas foram colocadas de forma equidistante no agar e, apds um intervalo de
15 minutos, as placas foram incubadas em uma incubadora bacterioldgica a 37 °C por 18 h.

Os experimentos foram realizados em duas ocasides distintas (n = 4/grupo).

Apds a triagem inicial, uma avaliacdo da atividade antibacteriana em biofilmes de
espécies unicas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi desenvolvida no fundo de
placas de 24 pogos pré-preparadas usando as condigdes de crescimento descritas
anteriormente (FONTANA et al., 2009). Um volume de 150 pL de suspensdes bacterianas foi
adicionado a cada pogo das placas. Simultaneamente, os espécimes de cada grupo
experimental (n = 4/grupo) foram colocados individualmente nos pogos da placa de 24 pogos
durante a formagao do biofilme. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C com agitagao

orbital (75 rpm).

ApOs 24 horas de incubacao, as amostras de cada grupo experimental foram removidas
dos pocos que continham biofilmes e analisadas por meio de métodos de analise bioquimica e
microbioldgica padrao. Esses métodos foram usados para determinar o peso seco do biofilme

(biomassa) e a unidade formadora de colonias (UFC).

Os biofilmes aderidos as amostras foram dispersos em 2 mL de NaCl 0,89%. Um

banho ultrassonico (42 kHz) foi usado em tubos de vidro por 10 minutos. Em seguida, os
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biofilmes dispersos foram transferidos para novos tubos. Para garantir a transferéncia
completa dos microrganismos dispersos, os tubos de vidro foram enxaguados com 3 mL de
NacCl a 0,89%, que também foi adicionado aos biofilmes dispersos, resultando em um volume

total de 5 mL da suspensdo de biofilme.

A suspensao foi homogeneizada por 30 segundos a 7 W (modelo Q125 Sonicator,
QSonica) e processada. Do volume de 5 mL, 0,1 mL foi usado para diluigdo em série e
plaqueamento em agar TSA, seguido de incubagdo por 24 h a 37°C para contagem de UFC.
Para a determinacdo do peso seco, o volume restante (4,9 mL) foi centrifugado a 4000 rpm

por 20 minutos (4 °C).

O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado duas vezes com 2 mL de agua
MilliQ® nas mesmas condi¢des descritas (4000 rpm / 20 min / 4 °C). Apos as lavagens, o
pellet foi ressuspendido em 1 mL de agua, transferido para recipientes de papel-aluminio
previamente pesados e seco a 100 °C por pelo menos 4 h. Apds a secagem, os recipientes
foram pesados novamente. O peso seco insolivel foi calculado considerando a diferenca de
massa antes e depois da pesagem, multiplicado pelo volume da amostra e dividido pelo

volume total.

Para as analises microbioldgicas, foi realizada uma anélise descritiva dos dados. Como
o tamanho da amostra = 4, foi usado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
compara¢ao multipla de Dunn, e os dados e as imagens foram processados com o software
GraphPad Prism 9. Todas as andlises estatisticas foram realizadas em um nivel de

significancia de o = 0,05.

2.3 - Test adsorca

3.2.3.1 - Cinética de adsorcdo

Durante os testes de cinética de adsor¢do in vitro, imergiu-se 50 mg de filmes dos
compositos obtidos, previamente pesados, em uma solugdo de ciprofloxacina em agua (10
mg/mL), e manteve-se o sistema sob agitagdo mecanica por 300 minutos. O sobrenadante foi
analisado in situ utilizando um UV-Vis de sonda UV-Vis Agilent Cary 60, através do uso de
uma sonda de 10 mm de caminho Optico, varrendo de 200 a 400 nm a cada 2 minutos. Apds o

tempo de contato, os filmes foram retirados da solucgdo, secos e pesados.
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As concentragdes obtidas foram avaliadas, a fim de descobrir o tempo de saturagao ou
tempo 6timo (qt) através da Equagdo 5 descrita no trabalho de Gonzales et al (GONZALEZ et
al., 2017):

q,=V—F )

Onde: Co ¢ a concentragdo inicial do farmaco (mg/L), Ct € a concentragdo do fArmaco
no tempo t (mg/L), M ¢ a massa do adsorvente (em g) e V € o volume de solucdo utilizada

(emL).

Os testes cinéticos foram realizados no laboratério de quimica geral presente no

Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS — CNPEM), em Campinas — SP.

Para os testes de cinética de adsor¢ao, modelos matematicos serdo utilizados a fim de
elucidar os mecanismos envolvidos durante essa etapa. Desta forma, a equacdo de
pseudo-primeira ordem, retirado do trabalho de Gonzéles et al (GONZALEZ et al., 2017),

sera empregada. A equagdo (Férmula 6) ¢ descrita como:

q=q.[1 —expexp(— k.t)]

t e

(6)

Onde: q; e q. sdo as capacidades de adsor¢do no tempo 6timo (mg/g) e a capacidade
maxima de adsor¢do no equilibrio (mg/g), respectivamente. A taxa constante ¢ representada

por k (min™') € o t é 0 tempo (min) no ponto 6timo da cinética.

A equacdo de pseudo-segunda ordem, retirada do trabalho de Gonziles et al
(GONZALEZ et al., 2017), também sera empregada. O modelo de segunda ordem é descrito

como demonstrado na Férmula 7:

k q2 t
_ 2" "e’
qt - 1+k2.qe.t (7)
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Onde: q. e q, sdo as capacidades de adsor¢ao no tempo 6timo (mg/g) e a capacidade
maxima de adsor¢do no equilibrio (mg/g), respectivamente. A taxa constante ¢ representada

por k, (g/(mg.min)) e o t € o tempo (min) no ponto 6timo da cinética.

3.2.3.2 - Equilibrio de adsorcdo

Posteriormente, nos testes de equilibrio de adsorc¢ao foi realizado por batelada no
laboratério de Nanotecnologia (GNanoBio) na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto (FCFRP — USP), sob comando da Prof. Priscyla Marcato.

Para a realizacdo desse teste, o tempo de contato entre os compositos e as solugdes do
farmaco foram fixados com base no estudo cinético, tempo 6timo de 150 minutos. Desta
forma, as concentragdes do farmaco variaram de 10 a 100 mg/L, e 20 mg dos filmes dos
compositos, foram submersos nas solucdes de 2 ml do fairmaco e mantidos sob agitagdao

durante o tempo pré-determinado.

Os sobrenadantes do farmaco foram analisados em UV-Vis a fim de descobrir a
capacidade maxima de adsor¢ao dos materiais (qe), através da Férmula 8 descrita no trabalho

de Gonzalez et al (2017):

®)

Onde: Co ¢ a concentracgdo inicial do farmaco (mg/L), Ce ¢ a concentragao final do

farmaco (mg/L), M ¢ a massa do adsorvente (em g) e V € o volume de solugdo utilizada (em

L).

O equipamento utilizado neste teste foi o Lambda 365 UV-Vis da Perkin Elmer em

comprimento de onda de 200 a 400 nm.

Ja no equilibrio de adsor¢do, serdo utilizadas isotermas de adsorcdo de Langmuir e
Freundlich. Segundo o trabalho de Gonzéles et al (GONZALEZ et al., 2017), a isoterma de

Langmuir prevé o comportamento homogéneo de sitios ativos em uma monocamada pela
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superficie do adsorvente, ou seja, sitios ativos energeticamente equivalentes. Ainda segundo o
autor, o modelo tem sido aplicado em sistemas de adsorcdo de compostos organicos. A

equagao (Formula 9) que descreve o processo sera descrita abaixo.

_ qL.kL.Cg
q, = 1+k,.C, )

e

Onde: q. (mg/g) e ki (dm’/mg) sdo constantes relacionadas a capacidade da

monocamada do modelo de Langmuir.

Ja as isotermas de Freundlich prevé sistemas de adsor¢do com sitios ativos
energeticamente heterogéneos, desta forma o modelo propde uma adsor¢do em multicamadas.
A equagdo do modelo, retirada do trabalho de Gonzales et al (GONZALEZ et al., 2017), é

descrita a seguir pela Formula 10.

q =k_.C

1
M
e

(10)

Onde: ki (dm’/g) e m; (adimensional) sio pardmetros do modelo de Freundlich

relacionados a extensdo da adsorcao e eficiéncia, respectivamente.

3.2.4 - Testes de Liberacao

Os estudos de liberagdo in vitro foram realizados de acordo com a Diretriz OECD 428
(OECD, 2004) e Farmacopeia Americana (PHARMACOPEIAL FORUM 2009). Para
avalia¢do do perfil de liberacdo, foi utilizado Célula Vertical de Difusdo de Franz (Phoenix —

Hanson Research/Teledyne, EUA) com érea de difusdo de 1,77 cm?.

O compartimento receptor (14 mL) foi composto por solugdo tampao fosfato de sodio
0,1 mol/L (pH 7,4 £+ 0,2), mantido a 32°C (temperatura controlada) e agitacdo constante (400
rpm) durante todo o periodo de analise. No compartimento doador foram colocados filmes
dos materiais CB, CB/Lap 10%, CB/Lap 15% e CB/Lap 30%, contendo (0,006, 0,013, 0,012 ¢
0,011 mg de farmaco, respectivamente) em estudo (n = 6). Apds 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12
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e 24 horas, a solucdo receptora foi coletada (450 puL) e a quantidade de ativo liberada foi

analisada pelo método analitico validado em Uv-Vis.

Este ensaio foi realizado sob condic¢ao Sink levando em consideracao a solubilidade do
farmaco no pH de andlise. A solubilidade foi calculada variando o pH de uma solucao
contendo 1000 mg/L de ciprofloxacina até atingir o pH de 7,4. A solucao foi mantida por
agitacdo durante 30 minutos, o sobrenadante foi separado centrifugagdo e a concentracao

analisada utilizando Uv-vis.

Para entender os mecanismos do processo de liberacao de farmacos, serdo utilizados
os modelos matematicos (Zero Ordem, Primeira-Order, Higuchi e Peppas-Korsmeyer), cada

modelo esta descrito a seguir.

O modelo Zero Ordem, descrito pela Equacao 11, ¢ utilizado para avaliar sistemas de

liberacao de ativos com concentragdo constante no meio receptor durante o tempo de analise.

C,=Co+ Kot (11)

Onde C, ¢ a quantidade de farmaco liberado em determinado tempo, C, ¢ a
concentra¢do inicial no tempo zero e K, ¢ a constante de velocidade. Desta forma, utiliza-se
graficos de concentracdo acumulada do ativo em fun¢ao do tempo, sendo a regressao linear

(R?) utilizada para verificar a adequagdo ao modelo, onde o coeficiente angular corresponde a

K, (BRUSH, M. L. 2015; RAMTEKE et al, 2014)

Ja o modelo de Primeira Ordem pode ser obtido pelo grafico de logaritimo da

liberagdo resultante do fArmaco pelo tempo e calculado pela seguinte equagdo (Formula 12):

Klt

2,303

loglog C = logCO —
(12)

Onde C representa a porcentagem de farmaco no tempo (t), C, € a concentracao inicial

do farmaco e K, ¢ a constante de velocidade do modelo. O valor de K; pode ser obtido pela
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lineariza¢do do modelo obtendo-se o coeficiente angular da reta, que corresponde a K,.2,303"
e o coeficiente linear corresponde a C,. A adequagdo ao modelo pode ser avaliada pelo

coeficiente da reta (R?) do grafico obtido (RAMTEKE et al, 2014)

Ja o modelo de Higuchi, ¢ utilizado para avaliar sistemas regidos por fendmenos de
difusdo e dissolugdo. Descrito pela equagdo a seguir (Férmula 13), pode ser avaliado em

graficos de porcentagem acumulada de farmaco pela raiz quadrada do tempo (t).
Q =Kt (13)

Onde Q ¢ a quantidade acumulada do farmaco no tempo (t) e Ky € a constante de
Higuchi obtido pelo coeficiente angular da reta. A adequagao do modelo ¢ avaliada pelo fator
de correlagdo (R?) e a adequagdo ao modelo indica um modelo controlado por difusdo

(BRUSH, M. L. 2015)

Descrito inicialmente no trabalho de Korsmeyer — Peppas (SIEPMANN; PEPPAS,
2001). O modelo foi selecionado pois j& existem relatos na literatura de seu uso no estudo de
liberagdo de farmacos utilizando CB (LUO et al., 2017; SHI et al., 2014). A equagao

(Foérmula 14) do modelo esta descrita a seguir.

M
e n
MOO—K.t

(14)

Onde K ¢ uma constante relacionada as caracteristicas estruturais e geométricas do

dispositivo, e n ¢ o expoente de liberacdo, indicativo do mecanismo de liberagao.

O valor de n esté relacionado aos mecanismos de transporte de dos farmacos, onde n <
0,45 indica difusdo fickiana, n > 0,89 significa difusdo e transporte de ordem zero, ¢ 0,45 <n

< 0,89 sugere difusdo nao fickiana ou anomala (LUO et al., 2017; SHI et al., 2014).

Por fim, utilizou-se também o modelo Hixon-Crowell, descrito pela Formula 15, e

propde-se que a area regular de um grupo de particulas ¢ proporcional a raiz cubica de seu
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volume e, portanto, pode ser avaliado utilizando graficos da raiz cubica da liberacao

acumulada pelo tempo.

\3/Wo = \/Wt +k, t (15)

Onde W, ¢ a quantidade inicial de farmaco e W; ¢ o valor restante no sistema no
tempo (t). A constante de K;- pode ser obtida pelo coeficiente angular, e ¢ utilizado para
relacionar superficie e volume em sistema de liberagdo, em geral, utilizando comprimidos ou

sistemas particulados de liberagao (BRUSH, M. L. 2015)

4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao todo foram obtidos 8 diferentes materiais no presente trabalho, sendo eles CB,
CB/Lap 1%, CB/Lap 3%, CB/Lap 5%, CB/Lap 10%, CB/Lap 15%, CB/Lap 30% e CB/Lap
50%, com expessura média de 0,035 mm. Todos os materiais obtidos sdo auto-suportados,
possuem o aspecto semi-translucido, sdo flexiveis e sdo semelhantes a folhas de papel e estao

representados na Figura 4.

t i :.’ .t ':_-f f“. ..“
® Y A 9
DB CB/Lap 1% CB/Lap 3% CB/Lap 5%
4 .'Bi’ t A , Bie~'Ma Ma: “ Mat
. ’ 4 | 2

CB/Lap 10% CB/Lap 15%  CB/Lap 30% CB/Lap 50%

Figura 4: Filmes de CB e compdsitos CB/Lap 1-50%.

4.1- Caracterizacoes
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A Figura 5 demonstra as imagens de MEV da superficie e corte transversal dos materiais
CB, CB/Lap 1-5%

Figura 5: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie, com aproximacao de
25.000 vezes (nomeado como I), 100.000 vezes (nomeado como II) e corte transversal com
aproximacao de 20.000 vezes (nomeado como III), dos materiais CB (a), CB/Lap 1% (b),
CB/Lap 3% (c) e CB/Lap 5% (d).
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Observando as imagens de MEV dos materiais, nota-se que todos os filmes
apresentam estruturas fibrosa em forma de rede nanométrica (com tamanhos aproximados de
59 nm £ 14, 62 nm £+ 19, 54 nm = 17 ¢ 60 nm £ 15 para CB, CB/Lap 1%, CB/Lap 3% e
CB/Lap 5%, respectivamente) com poros na superficie dos materiais. Além disso, apesar dos
nanocompdsitos CB/Lap 1-5% apresentarem a argila laponita em sua composi¢do, ndo foi
possivel observar nenhum tipo de agregado, rugosidade ou textura em suas fibras, vide as
figuras b)-II, c)-II e d)-II que apresentam aspectos muito semelhante as fibras de CB isolada
(a — II). Indicando assim que, na ordem analisada, ndo houve mudanga estrutural na rede de
fibras do polimero. Ainda assim, ¢ possivel que a argila possa ter recoberto as fibras de

celulose de forma homogénea o que ndo ocasionaria na formacao de agregados.

Outra observagdo interessante ¢ sobre as imagens relacionadas ao corte transversal
a)-1I1, b)-II1, c)-IIT e d)-III, dos materiais CB, CB/Lap 1-5%, respectivamente. E possivel
notar estruturas em forma de camadas, tanto na CB quanto nos compdsitos. Tal formacao
demonstra a deposi¢ao da celulose em camadas pelas bactérias durante o processo de
obtencdo do biopolimero e evidencia a presenca de wuma estrutura de redes
tridimensionalmente dispersas, o que pela porosidade observada pode ocasionar em canais

pelo material.

Perotti et al (PEROTTI et al., 2011) obteve nanocompdsitos a base de CB/laponita,
semelhantes aos obtidos no presente trabalho, e observou que no material contendo 5% de
argila ndo houve a formacao de agregados e segundo os autores, € possivel que a argila tenha
recoberto a superficie das fibras de celulose. Contudo, nas imagens do corte transversal
observou-se uma mesma estrutura em camadas, semelhante a CB, indicando que a argila ndo

promoveu a agregacao das fibras nesse sentido.

Conforme elucidado na introducao, vale ressaltar que a laponita ¢ uma argila de facil
dispersdo, esfoliagdo e possui didmetro aproximado de 25-30 nm (LEZHNINA, M. M.;
KYNAST, 2010; PEROTTI et al., 2011), desta forma pode facilmente penetrar pelos poros da
CB e recobrir as fibras do polimero como proposto por Perotti ef al (PEROTTI et al., 2011).

Ja no trabalho de Abdullah et al (SYED ABDULLAH et al., 2022), que promoveu a
absor¢do in situ de particulas do farmaco Ciprofloxacina em CB, os autores também
observaram uma rede de fibras em escala nanométrica na superficie do polimero isolado. Ja
nos compositos CB-Ciprofloxacina ndo-purificado, foi possivel notar a presenca de poucos
agregados do farmaco, indicando um limite de penetragdo das particulas do ativo em meio as
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fibras. Além disso, nota-se a presenca de estruturas alongadas referentes as bactérias
Acetobacter Xylinus. Nos compositos CB-Ciprofloxacina purificados também se observou
poucas particulas do farmaco agregados as fibras de CB. Os autores justificam a baixa
presenca de particulas dos farmacos pela diferenca de tamanho dos poros da CB (20 um) e as
particulas do farmaco (50 pum), o que ocasionam em um impedimento fisico durante a

incorporacdo, mesmo in situ.

No trabalho de Meneguin et a/l (MENEGUIN et al., 2021), os autores obtiveram
compositos a base de CB e Paligorsquita (PLG) para liberagdo do farmaco Metronidazol, e
verificaram fibras de CB variando entre 30 e 73 nm, semelhante ao observado neste trabalho.
Ja nos compositos CB/PLG observou-se uma rede superficial mais densa com fibras e
estruturas alongadas (tamanhos entre 20 e 90 nm) referentes a PLG. Apesar da presenca da
argila, ainda ¢ possivel distinguir as fibras de celulose nos compositos, sendo um indicio que a

argila ndo promoveu a agregagao das fibras.

Agora, para analisar os compositos contendo maior quantidade de laponita em sua
composicao, a Figura 6 demonstra as imagens de MEV dos compdsitos CB/Lap 10%, CB/Lap
15%, CB/Lap 30% e CB/Lap 50%.
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Figura 6: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie, com aproximagdo de
25.000 vezes (nomeado como I), 100.000 vezes (nomeado como II) e corte transversal com
aproximacao de 20.000 vezes (nomeado como III), dos materiais CB/Lap 10% (a), CB/Lap
15% (b), CB/Lap 30% (c) e CB/Lap 50% (d).

Avaliando as imagens, apesar dos compositos ainda apresentarem uma estrutura de
fibras em redes nanométricas, semelhantes a CB, fica nitido que a presenc¢a da laponita acima
de 10% ocasionou na formacao de agregados na superficie das fibras (Figura 6 em b) — I e II,
c)—lelled)—1Iell para CB/Lap 15-50%, respectivamente), onde nota-se fibras de celulose
com granulos aderidos na superficie, diferente do observado na CB (Figura 5 a) [ e II). Além
disso, € possivel perceber uma certa juncao das fibras e fechamento de poros, em especial nos
compositos CB/Lap 30 e 50%, nos quais vale ressaltar que em determinadas regides ndo fica
evidente as fibras de CB, indicando uma dréstica mudanga estrutural nos compdsitos. J& nos
cortes transversais ainda se observa que a estrutura em forma de camada se mantém,

semelhante a CB, indicando assim que a estrutura tridimensional foi preservada.

Ainda analisando as fibras da superficie, foi possivel notar um aumento no didmetro
médio das fibras nos nanocompdsitos (63 nm + 15, 72 nm + 24, 80 nm + 23 e 85 nm + 27,
para CB/Lap 10, CB/Lap 15%, CB/Lap 30% e CB/Lap 50%, respectivamente) em
compara¢dao com a CB. Contudo, considerando o desvio-padrdo, ndo ocorreu um aumento

significativo.

Comparando novamente com o trabalho de Perotti e a/ (PEROTTI et al., 2011), nas
imagens de MEV na superficie dos compositos contendo 15% de laponita, os autores
observaram uma mudanca drastica na estrutura dos filmes, onde a argila promoveu a interacao
entre as fibras do polimero, ocasionando no fechamento de poros superficiais. Além disso,
nos compositos contendo 40% de argila, ndo foi possivel distinguir as fibras na superficie da

CB, evidenciando mais uma vez assim a interagdo a carga inorganica e a celulose.
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Ainda na andlise morfoldogica dos materiais obtidos, os nanocompoésitos foram
investigados por difragdo de raios-x (DRX) e os difratogramas obtidos estdo demonstrados na

Figura 7.
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Figura 7: Difratogramas de Raios-X dos materiais Lap (Cinza), CB (Preto), CB/Lap 1%
(Vermelho), CB/Lap 3% (Verde), CB/Lap 5%, (Azul) CB/Lap 10% (Ciano), CB/Lap 15%
(Magenta), CB/Lap 30% (Amarelo) e CB/Lap 50% (Laranja).

Nos difratogramas obtidos, em todos os materiais contendo CB, ¢ possivel verificar
dois picos aparentes em 20, sendo o primeiro em 14,4° e o segundo em 22,5°, que
correspondem aos planos 100 e 110, respectivamente, comumente encontrado na celulose do
tipo I, sendo o segundo pico caracteristico da regido cristalina da celulose (BORBA et al.,
2022; FRENCH, 2014, 2020). Além disso, tais picos sao referenciados na literatura como
sendo caracteristicos da distincia interplanar entre as fases 1, e 1; da celulose (BARUD,
Hernane S. et al., 2008, 2011; BORBA et al.,, 2022; POURJAVAHER et al.,, 2017;

SUKHTEZARI et al., 2017).
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Através da intensidade do pico da regido cristalina (110) e do vale amorfo (por volta
de 18°) (BORBA et al., 2022; SEGAL et al., 1959), utilizando a férmula de Segal et al
(SEGAL et al., 1959) disponivel na Eq. 1, foi possivel calcular a cristalinidade relativa dos

materiais (Crl). Os valores encontrados estdo disponiveis na Tabela 1.

Tabela 1: Cristanilidade relativa (Crl) dos materiais CB e CB/Lap 1-50%, CB/Lap 15 and

30% e espaco interlamelar da laponita nos compositos obtidos

A celulose bacteriana deste trabalho apresentou um valor de 81,7% de cristalinidade

Amostras Crl (%) Espaco intelamelar A)
Lap - 14,5

CB 81,7

CB/Lap 1% 76,4

CB/Lap 3% 75,8

CB/Lap 5% 74,1

CB/Lap 10% 81,1

CB/Lap 15% 73,2 14,5

CB/Lap 30% 68,4 14,5

CB/Lap 50% 36,3 15,5

relativa. Em comparacdo com trabalhos presentes na literatura, Meneguin et a/ (MENEGUIN
et al., 2021) obteve filmes de CB com 70,6% de Crl. Ja no trabalho de Abdullah ef a/ (SYED
ABDULLAH et al., 2022), a CB apresentou um valor de cristalinidade relativa de 74,76%.
Zhou et al (ZHOU et al., 2022) verificou um valor de 74,4% de Crl para a CB. Por fim no
trabalho de Sukhtezari et al (SUKHTEZARI et al., 2017) a CB apresentou Crl de 74,3%. Isso
indica que o polimero utilizando no presente trabalho estd na ordem e até com cristalinidade

relativa superior aos trabalhos comparados.

Agora, avaliando a cristalinidade relativa dos os compositos obtidos, € possivel notar a
diminui¢do da Crl com o aumento do teor de argila na amostra, passando de 81,7% na CB
para 36,3% na CB/Lap 50%. Esse mesmo efeito foi observado por Abdullah et a/ (SYED
ABDULLAH et al., 2022) na obtencdo de compositos in situ contendo CB e particulas de
Ciprofloxacina, onde os compdsitos obtidos com CB-Ciprofloxacina purificada e nao
purificada obtiveram valores de 40,6% e 49,3%, menores que a CB isolada (70,6%). Segundo

os autores, essa diminui¢do ocorreu pela interacdo entre as particulas de ciprofloxacina e CB
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durante o processo de obtencdo do compdsito, o que ocasionou no decréscimo da

cristalinidade.

Outro trabalho com observagdes semelhantes ¢ o publicado por Sukhtezari et al
(SUKHTEZARI et al., 2017), no qual verificou-se a diminui¢do da cristalinidade relativa da
CB de 74,3% para 63,76%, apds a incorporagao do extrato de Scrophularia striata Boiss. O
aumento da regido amorfa, de acordo com os autores, ocorreu devido a quebra de ligagdes de

hidrogénio intra- e intermoleculares pela incorporagdo do extrato.

No trabalho de Yuan et a/ (YUAN et al., 2014), que obteve filmes de celulose vegetal
com laponita, observou uma diminuicdo da intensidade do pico 200 (referente a regido

cristalina na celulose tipo II) quando incorporou laponita na amostra.

Contudo, na contramao do observado, Meneguin e colaboradores (MENEGUIN et al.,
2021) verificaram um aumento na Crl dos compoésitos CB e PLG com o aumento do teor da
argila fibrosa na amostra, passando de 70,6% da CB para 84,7% no composito contendo 15%
de argila na composi¢do. Relacionando com os resultados de MEV discutidos anteriormente
utilizando esse mesmo trabalho, a presenca da argila ndo causou a formacao de agregados das
fibras de celulose. Uma hipotese pode explicar tal interacdo ¢ que muito provavelmente,
apesar da interacdo entre a celulose e o PLG, ndo houve a juncdo das fibras de CB pelo
tamanho do cristalito de PLG (forma alongada e didmetro por volta de 90 nm), desta forma, a
incorporagdo da argila fibrosa ocasionou em uma estrutura mais densa e a interagdo com a CB
ocasionou em uma rede mais organizada aumentando a cristalinidade do material, isso

explicaria o observado e discutido no MEV.

Sendo assim, ¢ muito provavel que as lamelas da laponita, que apresenta pequeno
tamanho de cristalito (aproximadamente 30 nm) e elevada capacidade de dispersao
(LEZHNINA, M. M.; KYNAST, 2010), interagiram com a superficie das fibras de CB e
ocasionaram no rompimento de interacdes responsaveis pela organizacdo do material,
diminuindo assim a cristalinidade relativa. O efeito de agregacao observado no MEV pode ser
resultado do excesso de laponita na amostra, formando um filme na superficie dos materiais,

ocluindo os poros e resultando nas imagens de microscopias analisadas.

Ainda na analise de DRX, os resultados obtidos também demonstram dados

importantes sobre a laponita e sobre os compositos obtidos.
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O difratograma da laponita apresenta picos no eixo 260 em torno de 6°, 20°, 27° e 35°,
que correspondem aos planos (001), (100), (005) e (200) da argila, respectivamente
(DANIEL; FROST; ZHU, 2008; PEROTTI et al., 2011; SILVA, et al., 2018). O pico 001
refere-se ao plano de empilhamento das lamelas da laponita e pode ser utilizado para calcular
o espaco interlamelar da argila utilizando a féormula de Braag (Equagdo 2). Tal pico também
esta presente de forma sutil no material CB/Lap 15% e mais evidente em CB/Lap 30% e

CB/Lap 50%. Os valores encontrados estdo disponiveis na Tabela 2.

Nota-se que a laponita e os nanocompoésitos CB/Lap 30% e 50% apresentam o pico
em 001, demonstrando assim a presen¢a da estrutura de empilhamento das lamelas nos
materiais. Desta forma, os valores dos espagos interlamelares foram calculados e se

encontram na Tabela 1.

A laponita utilizada no presente trabalho possui um espago basal de aproximadamente
14,5 A, ja para os nanocompositos encontrou-se os valores de 14,5 A, 14,5 A e 15,5 A, dos
filmes CB/Lap 15, 30 e 50%, respectivamente. Silva et al (SILVA, et al., 2018), que obteve
hibridos luminescente de laponita intercalada com complexos de Eu**, verificou um tamanho

de 14,4 A no espago interlamelar da laponita RD.

Conforme apresentado anteriormente, segundo Paiva, Morales e Guimaraes (PAIVA;
MORALES; GUIMARAES, 2006), os compositos polimero-argila podem apresentar trés
tipos diferentes de estruturas a depender da interacdo entre as lamelas das argilas e as fibras

do polimero (vide figura 2).

Avaliando os nanocompositos obtidos, verifica-se a auséncia do pico 001 nos materiais
CB/Lap 1-10%, sendo esse um indicio da obtencdo de nanocompdsitos de estrutura exfoliada.
Além disso, relacionando com os resultados de MEV (Figura 5 e 6), os materiais ndo
apresentaram agregados de argilas e nenhum tipo de obstrugdo de poros, indicando assim uma
dispersao mais homogénea da argila pelo material, compativel com a estrutura exfoliada

(LEBARON; WANG; PINNAVAIA, 1999; PAIVA; MORALES; GUIMARAES, 2006).

Ja nos compositos CB/Lap 15-50%, foi possivel notar o pico 001, indicando assim o
empilhamento das lamelas da laponita nas amostras. Contudo, avaliando as distancias do
espago basal nesses compositos, verifica-se valores muito proximos ao da argila, indicando
assim que nao houve a intercalagdo/penetracdo das fibras nesse espaco. Portanto, tal resultado

indica a obtencdo de compdsitos de fase separada, “microcompditos” ou compodsito
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convencional (LEBARON; WANG; PINNAVAIA, 1999; PAIVA; MORALES;
GUIMARAES, 2006). Os resultados também sdo compativeis com as imagens de
microscopias obtidas (Figura 6), onde ¢ possivel verificar aglomerados de argilas e o

recobrimento das fibras da CB.

Compositos de fase exfoliada (ou nanocompositos), como a CB/Lap 1-10%, em geral
tendem a apresentar melhores propriedades de barreira, mecanicas e térmicas comparado aos
compositos de fase separada (microcompositos) pela larga interacdo interfacial entre o
material lamelar e o polimero (LEBARON; WANG; PINNAVAIA, 1999; PAIVA;
MORALES; GUIMARAES, 2006).

Ainda no rol das andlises estruturais, as Figuras 8 e 9 representam a estrutura quimica
do mondmero da celulose com os respectivos carbonos numerados e os espectros de

ressonancia magnética nuclear (RMN) de "C dos materiais CB, CB/Lap 15,30 e 50%,

respectivamente.
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Figura 8: Estrutura quimica do monomero da cadeia de celulose

CEELE T

Cc1
ceu

ijjnbx

CB__ s CBflap 30%.

Waasn e T g ey R L
200 190 180 170 160 150 140 130 120 10 100 % 80 70 8 50 40 % 2 10 0 ppm 200" 190 180 170 160 150 140 130 120 1—TW % 80 70 6 50 40 30 20 10 0 ppm

c4D

oo
Naaw
°

102.94

C1
cel c1

c4u

ﬁ
B | S 1 .

CB‘JFI-E g oo U AR i N LA CBJ&L&{& QED&GWO 10 130 1‘2‘0 ﬁuﬁv‘v w0 70 s‘o :"v.nw 30 z‘v 1‘0. 0 pvm

200" 190 |E 170 1&0 150 140 130 120 ||0 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

q cap 75




Figura 9: Espectros de RMN — "*C dos filmes CB, CB-Lap 15, 30 ¢ 50%.

Observando os espectros da Figura 9, ¢ possivel verificar linhas de ressonancia por
volta de 103,1, 86,7 e 81,4, 72,2 e 69,2, 63,0 e 60,5 ppm, que, relacionando com a Figura 8
podem ser atribuidas aos carbonos C1, C4, C2,3,5, e C6, respectivamente (MASUDA et al.,
2003; MEZA-CONTRERAS et al., 2018; MUNOZ-GARCIA et al., 2019). De acordo com o
trabalho de Muifioz-Garcia et al (MUNOZ-GARCIA et al., 2019), as regides podem ser
interpretadas pela contribuicao dos carbonos na superficie (s) e interior (i) dos filmes, sendo

atribuido a superficie os sinais em 81,4 e 60,5 ppm, referentes a sC4 e sC6, respectivamente.

Contudo, uma outra interpretagao desses sinais ¢ discutida no trabalho de Massuda et
al (MASUDA et al., 2003), que avaliou fibras de CB dispersas em filmes de PVA e dividiu as
em baixo campo (C4D e C6D, em 81,4 e 60,5 ppm) e regides de alto campo (C4U e C6U, em

86,7 e 63,0 ppm) os quais correspondem a regides cristalinas das formas la e If da celulose.

Se tratando de deslocamento quimico, comparando com as regides observadas na CB
isolada, nota-se que ndo houve uma mudanca significativa na posi¢do dos sinais, indicando

que a incorporagdo da argila possivelmente ndo modificou a estrutura quimica da celulose.

A Figura 10 demonstra os resultados de FTIR das amostras obtidas.
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Figura 10: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier da Lap (Cinza), CB
(Preto), CB/Lap 1% (Vermelho), CB/Lap 3% (Verde), CB/Lap 5% (Azul), CB/Lap 10%
(Ciano), CB/Lap 15% (Magenta), CB/Lap 30% (Amarelo) e CB/Lap 50% (Laranja).

Observando os espectros de infravermelho das amostras contendo CB, os materiais
apresentam bandas entre 3700-3000 cm™, com méaximo em 3340 cm™ e bandas em 1650 cm,
que correspondem as vibragdes de estiramento do grupo -OH e vibragdes angulares do grupo
H-O-H. Além disso, verifica-se bandas em 2894 c¢cm™ e 1315 cm™, que correspondem as
vibragdes de estiramento e angular do grupo -CH, presente na estrutura da celulose e em 983
e 897 cm’!, caracteristicas de vibragdes dos grupos C-O-C do anel de piranose ¢ C-O-C da
ligacdo (1—4) B-glicosidica entre os anéis dos mondmeros, as quais indicam que a estrutura
da polimérica da celulose se manteve coesa durante o processo de obten¢do dos filmes
(MORAES et al., 2016; SILVA, Jhonatan Miguel, 2013; SYED ABDULLAH et al., 2022;
YUAN et al., 2014; ZHOU et al., 2022).

J4 a laponita apresenta bandas em 3300 cm™ e 1640 cm™, referentes aos grupos -OH e
H-O-H. Interessante ressaltar que, segundo trabalho de Selin ef a/ (SELIM et al., 2019), cujo
qual obteve membranas a base de PVA/GA/laponita, as bandas relacionadas aos grupos
Mg-OH e Si-OH também aparecem nessa regido. J& no trabalho de Daniel, Frost e Zhu

(DANIEL; FROST; ZHU, 2008), no qual realizaram modificagdes superficiais na laponita por
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funcionalizacdo de silano, apds tratamentos térmicos para remoc¢do de umidade, observou-se
bandas em 3655 cm™ e 3730cm™, correspondentes as vibragdes dos grupos Mg-OH e Si-OH,
respectivamente. Tais bandas podem ter sido suprimidas nos espectros obtidos pela presenca

de umidade nas amostras.

Ja a banda em 423 cm’, refere-se a e deformacdo angular dos grupos Mg-O
(GUIMARAES; CIMINELLI; VASCONCELOS, 2007; SILVA, 2013) que esta presente na
laponita e fica mais evidente nos compdsitos conforme ocorre o aumento do teor de argila nas

amostras, indicando assim a presenga da argila nos compositos obtidos.

Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica e as perdas de massa dos materiais
obtidos em relagdo a temperatura foram realizados testes de termogravimetria (TGA) e
calculo da derivada desses resultados. Desta forma, as Figuras 11 e 12 demonstram as analises

de TGA e a derivada (DTG), respectivamente.
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Figura 11: Graficos de andlise termogravimétrica (TG) dos materiais CB (Preto), Laponita
(Cinza), CB/Lap 1% (Vermelho), CB/Lap 3% (Verde), CB/Lap 5% (Azul), CB/Lap 10%
(Ciano), CB/Lap 15% (Magenta), CB/Lap 30% (Amarelo) e CB/Lap 50% (Laranja).
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Figura 12: Graficos da derivada da andlise termogravimétrica (TG) dos materiais CB (Preto),
Laponita (Cinza), CB/Lap 1% (Vermelho), CB/Lap 3% (Verde), CB/Lap 5% (Azul), CB/Lap
10% (Ciano), CB/Lap 15% (Magenta), CB/Lap 30% (Amarelo) e CB/Lap 50% (Laranja).

Analisando os resultados obtidos, ¢ possivel notar que todos os materiais contendo
celulose (CB e os compositos CB/Lap 1-50%), apresentaram 3 etapas de perda de massa. A
primeira fase ocorreu entre 30-136°C e ¢ referente a perda de dgua adsorvida, em geral,
devido a umidade presente nos materiais (BORBA et al., 2022; MENEGUIN et al., 2021;
PEROTTI et al., 2011; ZHOU et al., 2022). A laponita também apresenta etapa de perda de
massa nessa regido, também atribuida a saida de agua adsorvida na amostra (DANIEL;
FROST; ZHU, 2008; GUIMARAES; CIMINELLI; VASCONCELOS, 2007). Os valores de

perda em porcentagem encontram-se disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2: Etapas de perdas de massa dos materiais CB e dos compositos CB/Lap X% (X =1,
3,5,7,10, 15, 30 e 50%).

Sample 30-136 °C ~ 207-378°C 207-394°C 378-540°C 394-540°C 136-780°C

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Lap 16,2 - - - - 4,8
CB 43 65,1 - 28,6 - -
CB/Lap 1% 5.2 63,4 - 28,7 - -
CB/Lap 3% 4,4 63,9 - 29,5 - -
CB/Lap 5% 4,1 64,2 - 29,8 - -
CB/Lap 4,7 - 53,2 - 36,8 -

10%
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CB/Lap 2,8 - 64,9 - 25,7 -
15%

CB/Lap 3.2 - 51,4 - 35,9 -
30%
CB/Lap 3.8 - 50,4 - 35,0 -
50%

A segunda etapa de perda ¢ comum a todos dos filmes, contudo, ocorreram em regides
térmicas diferentes a depender da amostra analisada. A CB e os compdsitos CB/Lap 1-5%,
apresentaram perda de massa entre 207-378°C com o méaximo de perda em 337°C, 333°C,
334°C e 330°C, respectivamente. Ja os filmes CB/Lap 10-50% ocorreram entre 207-394°C,
com maximo de perda em 346°C, 352°C, 356°C e 357°C, respectivamente. Segundo trabalhos
na literatura, tal regido corresponde a degradagdo das cadeias da celulose (despolimerizacao) e
formagdo de carvao residual (MENEGUIN et al., 2021; PEROTTI et al., 2011; ZHOU et al.,
2022). Comparando com resultados na literatura, a degradacdo de CB no presente trabalho
ocorreu em temperatura semelhante. No trabalho de Barud ef a/ a CB degradou-se na
temperatura maxima de 330°C. J4 no trabalho de Perotti (PEROTTI et al., 2011) a CB
degradou-se em 320°C.

Por ser um evento de perda de massa relacionado a despolimerizagao e degradagao da
celulose, o aumento na temperatura de degradacao nesta etapa, em relacdo ao polimero
isolado, marca melhoria na estabilidade térmica nos materiais. Sendo assim, ¢ possivel notar
que os compdsitos contendo abaixo de 10% de argila ndo demonstraram aumento na
estabilidade térmica em relacdo a CB, inclusive apresentam valores de degradagcdo em
menores temperaturas, ainda que sutis. Contudo, os filmes CB/Lap 10%, CB/Lap 15%,

CB/Lap 30% e CB/Lap 50% apresentaram um aumento de 9, 15, 19 e 20°C, respectivamente.

A presenca da argila nas amostras pode agir como barreira de protecdo contra da
degradacao térmica das cadeias de carbono, uma vez que, podem dificultar a chegada de
oxigénio na amostra, retardando assim a condensacdo de grupos hidroxila e
consequentemente a despolimerizacdo (PEROTTI et al., 2011; SHEN; CHEN, 2007). Além
disso, o recobrimento das fibras com cargas inorganicas pode dificultar também o aumento da
temperatura nas fibras, servindo como barreira de protecdo térmica, melhorando assim a

estabilidade.
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Portanto, ¢ de se esperar que os compositos contendo maiores valores de argila e que
promoveram um efeito de recobrimento das fibras, como observado e discutido anteriormente
nos resultados de MEYV, deslocasse a degradagdo térmica para maiores valores de temperatura,

aumentando a estabilidade dos materiais (como € o caso dos compdsitos CB/Lap 10-50%).

Por fim, a terceira etapa de perda de massa corresponde a oxidagdo do carvao residual
gerado na segunda etapa e mais uma vez ocorre em diferentes regides de temperatura a
depender da amostra (SILVA, Jhonatan Miguel, 2013; ZHOU et al., 2022). Nos filmes CB e
CB/Lap 1-5% essa etapa ocorre entre 378 — 540°C. Ja nos materiais CB/Lap 10-50%, ocorre
entre 394-540°C. Nesse evento, em todos os materiais contendo celulose, foi possivel
observar um deslocamento para maiores valores de temperatura com o aumento do teor da
laponita na amostra. Tal efeito segue a mesma logica de impedimento de acesso do oxigénio

no carvao a ser oxidado.

A laponita possui um evento de perda de massa por volta de 730°C, caracterizado pela
desidroxilagdao das lamelas da argila, e formagao de 6xidos (DANIEL; FROST; ZHU, 2008;
GUIMARAES; CIMINELLI; VASCONCELOS, 2007).

Tendo em vista que o experimento foi realizado em atmosfera oxidante (Ar sintético) e
que toda matéria organica foi eliminada durante o processo. Utilizando os valores dos
residuos obtido no final do experimento e considerando as etapas de perda de massa da argila

¢ possivel definir qual a porcentagem real de argila nos compdsitos.

Sendo assim, os valores reais de argila nas amostras sdo de 1,8%, 2,3%, 3,0%, 5,7%,

7,7%, 10,5% e 12,7%, para os materiais CB/Lap 1, 3, 5, 10, 15, 30 e 50%, respectivamente.

Outra informagdo importante a se considerar ¢ o efeito de barreira da passagem do
vapor de agua causado pelo recobrimento das fibras de celulose com as lamelas da laponita.
Sendo assim, para avaliar tal efeito a Figura 13 demonstra os resultados da permeabilidade ao

vapor de agua nos filmes obtidos.
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Figura 13: Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) dos filmes CB, CB/Lap 1, 3, 5, 10, 15, 30
e 50%. “a,b,c” significancia com p < 0.0339 (ANOVA).

Ao analisar os dados obtidos, fica nitido que os materiais CB/Lap 3, 5, 10, 15,30 ¢
50% apresentaram menores valores de permeabilidade comparado a CB (5,18 x 10°
g.mm/h.m?. Pa), de forma significativa. Isso significa que a laponita, mesmo em menores
concentragdes como 3 ¢ 5% foram capazes de reduzir a passagem do vapor de agua pela
amostra, inclusive, os compositos CB/Lap 5 e 10% obtiveram os menores valores de PVA

dentre todas as amostras (2,58 x 10 € 2,86 x 10 g. mm/h.m?. Pa, respectivamente).

No trabalho de Meneguin et a/l (MENEGUIN et al., 2021), a CB apresentou um valor
de PVA de aproximadamente 5 x 10° g.mm/h.m? Pa, compativel com o observado no
presente trabalho. Os autores observaram ainda um efeito na diminuicdo da permeabilidade
nos compositos, justificada pela estrutura densa observada nos testes de microscopia, que

dificulta a passagem das moléculas de dgua pela amostra.

A diminuicdo da permeabilidade ao vapor de dgua nos compositos ocorre pela acdo
das lamelas da argila como barreira fisica ao gerar um caminho tortuoso na passagem do
vapor pelo material (LEBARON; WANG; PINNAVAIA, 1999; SHEN; CHEN, 2007). Sendo
mais um indicio da presenca da laponita na superficie das fibras ¢ do recobrimento de poros
da amostra, diminuindo a difusdo de gases pelas amostras. Isso pode indicar também que o
material possivelmente dificultard a passagem de solvente pela amostra e modificar assim a
liberacao de ativos pela membrana.
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A manipulacdo de fluidos, seja pela manuten¢do da umidade local ou adsorcdo e
evaporacdo de exsudatos sdo fatores importantes a se levar em consideracio no
desenvolvimento de novos curativos. Tal fator € controlado pela capacidade de difusdo de
umidade e gases pelos curativos (MENNINI et al., 2016; WHITE; HARTWELL; BROWN,
2007). Portanto, a modificagdo no padrdo de permeabilidade pode ocasionar em curativos
com diferentes agoes frente a cicatrizacdo de feridas cutineas, sendo necessarios teste in vivo

para avaliar tal modificacao.

E se tratando do uso dos compdsitos obtidos como curativos topicos € importante
verificar se as amostras obtidas possuem boa viabilidade celular em linhagens de célula
compativel com local de aplicacao. Desta forma, a Figura 14 s3o os resultados da avaliacao de

citotoxicidade dos compdsitos em linhagens de célula de fibroblastos humanos (HDFa).
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Figura 14: Avaliagdo da citotoxicidade dos materiais CB e CB/Lap 1-50% em células de
fibroblastos humanos (HDFa). A viabilidade celular (%) foi determinado por teste

colorimétrico utilizando MTT.

Todos os materiais no presente trabalho apresentaram valores de viabilidade celular
acima de 70%. De acordo a ISO 1993-5 (INTERNATIONAL, 2009) para um material ser
considerado citocompativel € necessario que ele apresente viabilidade acima de 70%. Isso

demonstra que as amostras analisadas nao foram citotoxicas em linhagens de HDFa.

E de se esperar que os materiais obtidos ndo demonstrassem citotoxicidade frente a
aplicacdo como curativos topicos, uma vez que a CB demonstra boa viabilidade celular em
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trabalhos na literatura. Como no trabalho de Mohite et a/ (MOHITE; SURYAWANSHI;
SATISH V. PATIL, 2014) que realizou estudos de CB para liberagdo de farmacos e avaliou a
observou boa viabilidade celular na CB para linhagens de células mononucleares do sangue

periférico (PBMCs).

J& no trabalho de Padrio et al (PADRAO et al., 2016), que obteve filmes de diferentes
CB, um produzido em cultura estatica de G. Xylinus (BC1) e nata de coco comercial (BC2),
para a absor¢do e liberacdo de lactoferrina bovina (bLF), observou que os filmes BC1 + bFL e
BC2 + bFL ndo apresentaram citotoxicidade em linhagens de células de fibroblastos

embrionarios de camundongos (3T3).

E se tratando da laponita, no presente trabalho optou-se pelo uso da Laponita XLG,
que possui elevada pureza na féormula e ndo ¢ téxica para células, como células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) (TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018) e ¢ ideal no uso

em aplicacdes que demandam interagdo com organismos Vivos.

4.2 — Adsorc¢ao do farmaco Ciprofloxacina

Para avaliar a incorporagdo do farmaco ciprofloxacina nas amostras, optou-se por
realizar testes de adsor¢do avaliando a cinética e o equilibrio. A adsor¢do ¢ um fendmeno
dindmico de transferéncia de massa que ocorre na superficie nos materiais. Nesse fendmeno, o
principio ativo em solugdo, denominado adsorvato, fica aderido na superficie dos materiais,
denominados adsorventes, em locais energéticos denominados de sitios ativos (MELLO et al.,

2011).

A adsor¢do pode acontecer por diferentes tipos de interacdao adsorvente/adsorvato seja
por adsorcdo fisica (atracdo entre diferentes cargas elétricas dos materiais, interagdes
eletrostaticas) e adsorcao quimica (formagdo de ligacdes quimicas), sendo a primeira um

fenomeno reversivel (MELLO et al., 2011).

Sendo assim, avaliou-se a cinética e equilibrio de adsor¢dao dos materiais frente a

incorporagao do farmaco ciprofloxacina nas amostras.

4.2.1 — Cinética de adsorcio

Com o objetivo de determinar o tempo necessario para que os adsorventes (CB e
compositos CB/Lap 1-50%) possam adsorver o principio ativo do farmaco e entrar em
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equilibrio cinético, denominado tempo 6timo de adsor¢do (qt), realizou-se o teste de cinética.

O grafico da figura 15 demonstra o teste de cinética obtido no presente trabalho.
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Figura 15: Cinética de adsorcdo do farmaco Ciprofloxacina nos materiais CB (Preto),
Laponita (Cinza), CB/Lap 1% (Vermelho), CB/Lap 3% (Verde), CB/Lap 5% (Azul), CB/Lap
10% (Ciano), CB/Lap 15% (Magenta), CB/Lap 30% (Amarelo) e CB/Lap 50% (Laranja).

De inicio € possivel constatar os compdsitos obtidos possuem menor afinidade com
farmaco ciprofloxacina quem a CB isolada, uma vez que apresentam valores de tempo 6timo
(0,54, 0,82, 0,82, 0,89, 0,82, 0,88, 0,87 mg/g para os materiais CB/Lap 1-50%,
respectivamente) de até 12 vezes maior que a CB (0,07 mg/g). E de se esperar uma maior
afinidade do farmaco com os compdsitos, uma vez que na forma de cloridrato de
ciprofloxacina, o principio ativo possui carga positiva e a argila lamelar laponita apresenta
deficiéncia de carga positiva na superficie das lamelas (BYK ADDITIVES &
INSTRUMENTS, 2014; TOMAS; ALVES; RODRIGUES, 2018). Desta forma, o
recobrimento da superficie dos materiais com a carga inorganica ocasionou na formag¢ao de

novos sitios ativos e maior afinidade com o farmaco.

Se tratando do tempo 6timo de adsorgdo, verificou-se que a partir de 150 minutos
todos os adsorventes atingiram o platd, ou seja, o equilibrio dinamico de adsorcdo. Desta

forma fixou-se esse tempo para todas as analises na etapa de equilibrio de adsor¢ao.
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No trabalho de Ion ef al (ION; PARVULESCU; DOBRE, 2015), que obteve hibridos a
base de CB e nanoparticulas de magnetita (M/BC), ¢ possivel observar que a CB e o M/BC
obtiveram diferentes valores de adsor¢ao a depender da temperatura de analise, e que que em
ambos materiais o equilibrio dindmico no processo de adsor¢do dos Isopropanol e n-Hexano

ocorreu por volta de 200 minutos, semelhante ao observado nesse trabalho.

Ja no trabalho de Zhang et al (ZHANG, Wen et al., 2019), obteve-se microesferas a
base de coldgeno e CB (denominado de COL/BC), o processo de adsorc¢ao foi estudado
utilizando Abulmina de sérum bovino (BSA) e observou um perfil de adsor¢do lento da

proteina (por volta de 10 horas), muito diferente do observado no presente trabalho.

Desta forma, o presente trabalho entrou em equilibrio cinético em tempo superior ao

trabalho analisado, podendo justificar pelo acesso do farmaco aos sitios ativos do adsorvente.

Avaliando a adequagdo aos modelos matematicos de pseudo-primeira ordem e
pseudo-segunda ordem, a Tabela 4 demonstra os resultados dos materiais frente ao teste

cinético de adsorcdo do farmaco ciprofloxacina

Tabela 4: Linearizagdes aos modelos matematicos para avaliar a cinética de adsorcao.

Amostras Pseudo primeira ordem Pseudo segunda ordem
R? q;(mg.g’) K,(mingmg') R’ q: (mg.g") K, (g".mg?)

CB -0,595 4,62 -5,50 0,996 3,968 -5,75x107
CB/Lap 1% 0,977 0,706 39,3 0,996 0,647 5,17x102
CB/Lap 3% -0,854 1,233 -2,71 0,999 0,878 9,98x102
CB/Lap 5% 0,944 1,043 27,64 0,999 0,878 9,98x102
CB/Lap 10% 0,977 0,949 6,358 0,999 0,911 4,16x10™
CB/Lap 15% 0,996 1,004 20,63 0,999 0,619 3,10x10™
CB/Lap 30% 0,871 1,149 23,99 0,999 0,890 5,88x10™
CB/Lap 50% 0,994 0,898 5,666 0,999 0,898 2,17x10"

Observando os valores do fator de correlacio dos materiais nos dois modelos
matematicos, observa-se uma adequagdo ao Pseudo-segunda ordem. O modelo de
pseudo-segunda ordem propde que a taxa de adsor¢do ¢ depende do adsorbato e envolve
processos de fisissor¢ao e quimissor¢do, sendo a quimissor¢ao a etapa limitadora da taxa (K,).

O processo de adsor¢do previsto no modelo compreende interagdes que envolvem forgas de
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valéncia com compartilhamento ou troca de elétrons entre o adsorvente e o adsorbato

(ABRAMIAN; EL-RASSY, 2009; BAI et al., 2023).

Desta forma, observa-se, portanto, que com o aumento do teor de laponita nas
amostras, especialmente CB/Lap 10 e 30%, houve um aumento na constante de equilibrio
(K,), indicando que esses compositos podem atingir o equilibrio dindmico mais rapidamente

em comparacao com a CB, diminuindo o tempo do processo de adsorc¢ao.

Além disso, comparando os valores da capacidade de adsor¢@o no tempo de equilibrio
experimental (q,) e teorico (q,), € possivel notar uma semelhanca entre os resultados, com

excegdo da CB, em que o composito com maior adsor¢do na cinética foi CB/Lap 10%.

No trabalho de Bai et al (BAI et al., 2023), os autores obtiveram compositos a base de
CB e vermiculita para adsor¢ao do corante azul de metileno e do antibiotico sulfanilamida e
se ajustaram ao modelo de Pseudo-Segunda Ordem, semelhante ao observado no presente

trabalho.

4.2.2 — Equilibrio de adsorcao

Para verificar a quantidade maxima de adsor¢do (ge), ou seja, a quantidade méaxima de
farmaco adsorvida nos materiais que preencha todos os sitios ativos das membranas,

realizou-se o teste de equilibrio de adsorcdo e os resultados estdo presentes na figura 16.
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Figura 16: Equilibrio de adsor¢ao do farmaco Ciprofloxacina nos materiais CB (Preto),
Laponita (Cinza), CB/Lap 1% (Vermelho), CB/Lap 3% (Verde), CB/Lap 5% (Azul), CB/Lap
10% (Ciano), CB/Lap 15% (Magenta), CB/Lap 30% (Amarelo) e CB/Lap 50% (Laranja).

Analisando os resultados obtidos, foi possivel verificar que os compdsitos
apresentaram uma maior capacidade de adsor¢do do fdrmaco ciprofloxacina em relacdo a CB
isolada (42 mg/g), sendo que os compositos contendo maior quantidade de laponita na
amostra CB/Lap 15, 30 e 50% apresentaram capacidade de adsorcao de 90,3, 81,9 e 76,5

mg/g, respectivamente, variando entre 1,8 e 2,15 vezes maior que a CB.

Interessante notar também que o composito CB/Lap 15% apresentou a maior
capacidade e adsor¢do dentre os materiais, mesmo ndo apresentando o maior teor de argila.
Tal efeito pode ser explicado pela agregacdo das argilas nos compdsitos CB/Lap 30 e 50%,
conforme observando nos resultados de MEV e DRX discutidos anteriormente. Sendo assim,
¢ possivel propor que no material em questdo o recobrimento das fibras pela laponita
ocasionou no aumento maximo de sitios ativos nos filmes e consequentemente em maior

capacidade de adsorgao.

De acordo com Giles et al (GILES; SMITH; HUITSON, 1974), as isotermas de
adsor¢ao podem ser classificadas de acordo com sua inclinagdo em 4 grupos sendo S

(“sigmoidal”), L (“Langmuir”’), H (“Alta Afinidade”) e C (“Constante de particdo”), e
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subgrupos 1, 2, 3, 4 ou maximo (MAX), referentes a camadas de sitios ativos preenchidas,
como demonstrado na Figura 17, retirada do trabalho de Fagundes e Zuquette (FAGUNDES;
ZUQUETTE, 2009).
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Figura 17: Isotermas de Giles. Retirado do trabalho (FAGUNDES; ZUQUETTE, 2009).

Todos os materiais analisados, com exce¢do do CB/Lap 50%, apresentaram isotermas
do tipo S no subgrupo 1. As isotermas do tipo S (sigmoidal) sugerem que a energia de
ativacao dos sitios ativos depende da concentracao do substrato no sistema, caracterizando um
tipo de “adsor¢do cooperativa” e interagdo adsorbato-adsorbato. J4 o subgrupo 1 ¢
caracteristico de isotermas que ndo atingiram a saturacdo dos sitios ativos nos materiais.
Portanto, os materiais analisados apresentam sitios ativos vagos, podendo ser ocupados,
aumentando assim a capacidade de adsorcao. Além disso, a interagdo entre os farmacos
adsorvidos nos materiais e os farmacos em solugdo geram novos sitios ativos, com diferentes
energias, aumentando ainda mais a capacidade maxima de adsorcdo. Por isso, os materiais
desse trabalho tém maior capacidade adsortiva que a encontrada, sendo limitado pela

solubilidade do farmaco no sistema.

Agora, a fim de avaliar a adequacao aos modelos matematicos de equilibrio, a tabela 5
demonstra os parametros relacionados as isotermas de Freundlich e Langmuir para os

materiais frente a adsor¢do do farmaco ciprofloxacina.
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Tabela 5: Lineariza¢des aos modelos matematicos para avaliar o equilibrio de adsorg¢ao.

Amostras Freundlich Langmuir
R K;(mg" "™ L" g) n R’ qum (mg/g) b R,

CB 0,935 5,93x10 0,787 0,920 27,78 2,03x10° 0,34
CB/Lap 1% 0,959 8,03x107 0,816 0,927 30,30 1,76x107 0,38
CB/Lap 3% 0,963 3,51x10? 0,996 0,944 101,01 3,75x10* 0,75
CB/Lap 5% 0,936 6,82x107 1,720 0,950 21,74 1,52x107 0,075
CB/Lap 10% 0,906 2,78 2,580 0,966 13,70 8,50x102 0,014
CB/Lap 15% 0,956 6,34 2,680 0,974 48,54 1,11x10" 0,016
CB/Lap 30% 0,963 4,57 2,240 0,983 63,29 3,26x107 0,052
CB/Lap 50% 0,878 10,17 3,340 0,828 64,10 3,51X10? 0,041

Analisando os fatores de correlacdo obtidos, observa-se que o processo de adsor¢ao
dos materiais se aproxima de ambos modelos, contudo, ndo se ajustam perfeitamente. Desta

forma sera discutido para os dois modelos.

No modelo de Freundlich assume-se que a superficie de adsor¢do ¢ composta por
camadas heterogéneas que apresentam sitios ativos com diferentes energias, onde "n" pode ser
interpretado como o grau de heterogeneidade da superficie de Freundlich (LEAL et al., 2021).
Os valores de “n”, conhecido como pardmetro de Freundlich, também pode indicar se o
processo de adsor¢do foi favoravel ou ndo, sendo que n>1 geralmente indica processos de

adsor¢ao favoraveis (BAI et al., 2023; FAGUNDES; ZUQUETTE, 2009).

Desta forma, observando os valores de “n”, nota-se que nos compositos CB/Lap 5, 10,
30 ¢ 50% a adsorcdo é favoravel de acordo com o modelo de Freundlich. Além disso, ainda
avaliando o parametro de Freundlich, com o aumento de laponita nas amostras, foi possivel
observar um aumento na heterogeneidade de energia dos filmes, o que faz sentido, uma vez
que a argila tem uma deficiéncia de carga positiva em sua superficie e pode servir como um

local de adsor¢do para o farmaco que tem uma carga oposta.

Ja4 nos sistemas que se adequam aos modelos de Langmuir, a adsor¢do assume um

modelo de monocamada com sitios ativos homogéneos. E pelo termo "R;" € possivel verificar
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se o processo de adsor¢ao de Langmuir foi favoravel, onde R; > 1 a adsorcao ¢ desfavoravel e
0 < R;<1 ¢ favoravel (OJAGH; VAHABZADEH; KARIMI, 2021). Assim, todos 0s processos
de adsor¢dao de Langmuir sdao favoraveis, sendo que os compositos CB/Lap 5, 10, 15, 30 ¢

50% estdo mais distantes de 1, indicando um aumento no processo de adsor¢do em relagdo ao

CB.

Ainda assim, observando os valores obtidos, nao foi possivel notar nenhuma tendéncia

que explique a adequacdo em ambos os modelos.

4.3 — Liberacio do farmaco ciprofloxacina e atividade antibacteriana

A figura 18 apresenta os resultados obtidos no teste de liberacao em células de Franz

do farmaco ciprofloxacina adsorvidos nos filmes CB, CB/Lap 10, 15 e 30%.
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Figura 18: Liberacdo do farmaco Ciprofloxacina nos materiais CB (Preto), CB/Lap 10%

(Vermelho), CB/Lap 15% (Verde) e CB/Lap 30% (Azul).

No teste realizado verificou-se que a CB foi capaz de liberar 87,2 % do farmaco em 24
horas. Ressaltamos ainda que a CB liberou 18,2% do principio ativo em 30 minutos de andlise
e nao foi possivel observar uma liberagao constante, ou plato, indicando assim que o material

liberaria mais fArmacos no decorrer do tempo.

Comparando com o trabalho de Meneguin et a/ (MENEGUIN et al., 2021), a CB

apresentou um perfil de liberagdo rapida do principio ativo metronidazol, liberando 62% do
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farmaco em 30 minutos de andlise. Segundo os autores, a liberagdo acelerada do farmaco esta
associada com a elevada porosidade e a livre difusdo do solvente pela amostra. O mesmo
efeito foi observado no trabalho de Fontes et a/ (DE LIMA FONTES et al., 2018), que
observou um comportamento de burst release (70-80% de liberagdo) em 15 minutos do
farmaco metotrexato e no trabalho de Vismara et al (VISMARA et al., 2019) que observou
que liberacdo dos antibidticos Vancomicina e Ciprofloxacina atingiu um platd de liberagao

abaixo de 100 minutos.

Contudo, observou-se que a CB deste trabalho ndo apresentou o comportamento visto
na literatura, uma vez que liberou cerca de 82% em 1200 minutos. E possivel propor que
devido ao modo de incorporagdo do fArmaco na membrana, ou seja, por adsor¢do, foi capaz
de promover um perfil mais gradual de liberagdo, uma vez que o fairmaco estd ancorado ao
sitio ativo, e ndo livre (como uma incorporagao por adsor¢ao deixaria). Desta forma a simples
difusdo do solvente no processo de liberacao ndo € suficiente para promover a dessor¢cao do
principio ativo ancorado, sendo necessario outras formas de interagdo com o solvente obtendo

um perfil mais gradua de liberacdo.

Além disso, o tipo de adsor¢cao no modelo “S” prevé a formagao de novos sitios ativos
pela interagdo entre o farmaco adsorvido e o farmaco em solugdo, gerando sitios ativos com
diferentes energias e com liberacdes em fases distintas. Provavelmente, se o teste prolongasse

durante o tempo seria possivel verificar diferentes etapas de liberacao.

Ja nos compositos CB/Lap 10, 15 ¢ 30%, em 24 horas eles liberaram cerca de 59,8,
442 e 56,2%, respectivamente, valores menores que a CB, indicando assim que os
compositos obtidos foram capazes de controlar ainda mais a liberagdo do ativo. Além disso,
no composito CB/Lap 15%, observou-se o inicio da formagdao de um platd, sendo mais uma
vez o indicio do controla da liberacdo do farmaco e a formagao de uma liberacdo sustentada

do farmaco.

Comparando com os resultados do trabalho de Meneguin et a/ (MENEGUIN et al.,
2021), os autores observaram que o compdsito contendo 15% de carga argilosa paligorskita
conseguiu controlar a liberagdo do farmaco metronidazol que obteve o platdé em 30 minutos.
Desta forma, os compdsitos obtidos no presente trabalho além de serem capazes adsorverem
mais farmacos em sua estrutura controlaram a liberagdo da ciprofloxacina, liberado cerca de
44,2% em 24 horas, superior ao observado no trabalho de supracitado, o que demonstra um
potencial desses materiais como sistemas de liberacdo e farmacos.
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Para avaliar os modelos matematicos de mecanismo de liberacdo do farmaco, os

parametros obtidos nos modelos utilizados estdo disponiveis na Tabela 6.

Tabela 6: Modelos matematicos de liberacao.

Modelos matematicos CB CB/Lap 10% CB/Lap 30% CB/Lap 50%

Zero ordem r’—0.938 2 —0.581 r?—0.886 r’—0.873

ko — 7.19x10° k, — 6.92x10° ko—1.10x10* ko —1.08x10*
Primeira ordem - 0.796 - 0.688 r’—0.725 - 0,736

k, — 6,63x10* k,—1.08x107 k, —2.49x10* k, — 1,30x107
Higuchi r’-0.916 r’— 0.840 r’—0.829 r’— 0,845

ky —2.55x107? ky— 1.47x10 ky — 2.49x10 ky — 2.55x10
Peppas- Korsmeyer - 0.997 ’—0.981 ’—0.973 ’— 0,981

kpx — 4.30x10"! kpi— 2.54x10°! kpg — 4.43x10! kpg — 4.43x10!

n-0,77 n-—0,82 n— 0,65 n-—0,62
Hixon-Crowell r’—-0,910 r’—-0.816 - 0,917 r’—-0.893

k —-9.05x10° k —-9.02x10° k —9.02x10 k-9.02x107

O modelo matematico no qual os processos de liberacdo melhor se justaram foi o

Peppas-Korsmeyer.

O modelo de Peppas-Korsmeyer foi desenvolvido especificamente para a liberacao de
farmacos em sistemas poliméricos e hidrogéis, como os obtidos no presente trabalho, e € um

método semiempirico que estabelece uma relagdo exponencial entre a liberagdo e o tempo.

b

O parametro “Kpg” € a constante de incorporagdo de modificagdes estruturais e

caracteristicas geométricas do sistema (também considerada a constante de velocidade de

[({9e-2]

liberagdo), e “n

farmaco) em func¢do do tempo t (BRUSCHI, 2015; RITGER; PEPPAS, 1987) ¢ ao avaliar o

¢ o expoente de liberagdo (relacionado ao mecanismo de liberacdo do

valor de "n", € possivel classificar a liberacdo de acordo com o mecanismo e a geometria
envolvidos, onde para filmes finos valores de n < 5 correspondem a mecanismos regidos por

difusdo fikiana, valores entre 0,5 e 1,0 correspondem a mecanismos andmalos, ou seja,
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transportes ndo fikianos, e n > 1,0 correspondem a transporte Caso-II (BRUSCHI, 2015;
RITGER; PEPPAS, 1987).

Dessa forma, os materiais do presente trabalho apresentam valores de "n" (0,77, 0,82,
0,65 e 0,62, para CB, CB/Lap 10%, CB/Lap 30% e CB/Lap 50%, respectivamente) que
correspondem a difusdo em filmes finos e seguem um modelo de liberagao andmala (ou nao

fikiana).

O modelo andémalo de transporte ¢ um intermediario entre o modelo fikiano e do
Caso-II, e prevé que as taxas de intumescimento e relaxamento do polimero sdo compativeis,
ou seja, durante o processo de intumescimento da matriz ocorre o relaxamento do polimero
(GANIJI; VASHEGHANI-FARAHANI; VASHEGHANI-FARAHANI, 2010). Isso pode
explicar porque a CB apresenta liberacdo rdpida do principio ativo durante o processo de
liberacdao, uma vez que apresenta elevada taxa de intumescimento e pode liberar o fArmaco
nao ligado nos sitios ativos apenas pelo contato com o solvente. Pode explicar também como
a afinidade com o meio receptor e, consequentemente, 0 modelo de incorporagdo do principio
ativo por adsor¢ao podem interferir no processo de liberagdo do fArmaco para o meio, gerando

o comportamento observado para a CB e os compdsitos obtidos no presente trabalho.

Além disso, pela compatibilidade entre a taxa de intumescimento e relaxamento dos
filmes, o controle do intumescimento pode influenciar na liberacdo dos farmacos para o
sistema. Sendo assim, a estrutura mais compacta dos compdsitos observadas nas medidas de

MEYV resultaria em um controle da liberacao do ativo, conforme observado.

Finalmente, com o objetivo de avaliar a atividade antibacteriana dos materiais obtidos
incorporados com ciprofloxacina, realizou-se testes preliminares em halo de inibigdo que

podem ser observados nas Figura 19.
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Controle positive

Controle

Controle 3 Controle negativo
§

Figura 19: Testes de halo de inibi¢do por difusdo nas linhagens das bactérias Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, dos materiais CB (A), CB/Lap 1% (B), CB/Lap 3% (C), CB/Lap 5%
(D), CB/Lap 10% (E), CB/Lap 15% (F), CB/Lap 30% (G) e CB/Lap 50% (H), incorporados

com o farmaco ciprofloxacina por adsorgao.

Observando as imagens de halo obtidas, ¢ possivel notar que todos as amostras
testadas apresentam atividade frente a inibi¢do das bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, comumente encontradas em feridas cutdneas infeccionadas. Vale
ressaltar que os filmes incorporados com ciprofloxacina apresentaram halo de inibi¢do
visualmente maior (1,4 cm de didmetro) que o controle positivo (0,5 cm), para ambas
linhagens, o que indica atividade antibacteriana. Entretanto, o método utilizado ¢ qualitativo e

serviu como teste preliminar para os testes de inibi¢do de biofilme, demonstrados na Figura
20.
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Figura 20: Grafico de mediana com valores minimo/méaximo ilustrando os resultados
significativos do teste de comparagdo multipla de Dunn para log UFC/mL de: (a)

e (b) Escherichia coli.

Grafico de mediana com valores

minimo/méaximo ilustrando os resultados significativos do teste de comparagcdo multipla de

Dunn para peso seco de: (¢) biofilmes de Staphylococcus aureus e (d) de Escherichia coli.

Avaliando as linhagens de Staphylococcus aureus, a maior redu¢dao em CFU/mL foi

encontrada no material CB/Lap50% que apresentou uma diferenca estatisticamente

significativa quando comparado a CB/Cipro, CB/Lap 1% e controle negativo (Figura 20).
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Além da CB/Lap 50%, os materiais CB/Lap 30% e CB/Lap 15% também apresentaram uma

redugdo significativa quando comparados ao controle negativo.

Em termos de peso seco (png), o maior valor de redugdo foi encontrado no material
CB/Lap 50%, que apresentou uma diferenca estatisticamente significativa quando comparado
com os grupos CB/Cipro e controle negativo (Figura 20). Materiais CB/Lap 30% e CB/Lap
15% apresentaram redugdo significativa nos valores de peso seco quando comparados ao

grupo de controle negativo.

Ja para Escherichia coli, os maiores valores de reducdo de UFC/mL foram
encontrados nos compodsitos CB/Lap 50% e CB/Lap 30% (Figura 20). Esses dois grupos sio
estatisticamente diferentes dos grupos de controle negativo e da CB/Cipro. Além disso, a
CB/Lap 15% ¢ estatisticamente diferente do grupo de controle negativo. Em relagdo ao peso
seco (ng), as amostras CB/Lap 50% e CB/Lap 30% apresentaram reducdes significativas
quando comparados aos grupos de controle negativo e de membrana (Figura 20). E a CB/Lap
15% s6 apresentou uma reducdo significativa nos valores de peso seco quando comparado ao

grupo de controle negativo.

Desta forma, nota-se que os compositos CB/Lap 30 e 50%, incorporados com
ciprofloxacina, apresentaram maior atividade antibacteriana na inibi¢do de biofilmes que a

CB com o mesmo ativo, indicando assim uma maior capacidade dos materiais obtidos.

5 — CONCLUSAO DO CAPITULO 2

No presente capitulo obteve compdsitos a base de celulose bacteriana e laponita para o
desenvolvimento de novos curativos multifuncionais com propriedades de liberagdo do

farmaco ciprofloxacina.

No trabalho verificou-se dois tipos de compoésitos com estruturas diferentes, sendo
nanocompdsitos esfoliados (CB/Lap 1-10%) e microcompdsitos (CB/Lap 15-50%), sendo que
no segundo tipo observou-se a agregagdo de fibras e a oclusdo de poros nos filmes. Tal
estrutura ocasionou em materiais com maior estabilidade térmica e no caso da CB/Lap 15%,
maior propriedade de adsor¢do e liberacdo controlada do farmaco ciprofloxacina, em
comparagdo com a CB isolada. Além disso, os materiais obtidos apresentaram boa viabilidade
celular e atividade antibacteriana, seja em testes com halo de inibi¢do, seja em inibir o

crescimento e formacdo de biofilmes em linhagens de Escherichia coli e
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Staphylococcus aureus, sendo que os compdsitos CB/Lap 30 e 50% apresentaram maior

capacidade de inibigdo em comparag¢do com os demais materiais

Portanto, conclui-se que os materiais obtidos sdo promissores para o0 uso como
curativos topicos, multifuncionais, com propriedade de liberagdo de antibidtico de forma

controlada.
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CAPITULO 3 - CARACATERIZACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSITOS A BASE
DE CELULOSE E LAPONITA UTILIZANDO TECNICAS DE LUZ SINCROTRON



RESUMO

As técnicas de analise de luz sincrotron, em comparagdo com as técnicas convencionais,
apresentam enormes oportunidades para a investigacdo dos materiais e de suas aplicagoes,
com grau de detalhe sem precedente, uma vez apresenta vantagem técnica pelo ao alto fluxo e
elevado grau de coeréncia do feixe da luz, altamente intensos, que se traduz em maior brilho,
e em uma faixa de energias mais ampla. intensidade e qualidade excepcionais da luz
sincrotron possibilitam experimentos de alta resolucdo e sensibilidade nos quais € possivel
investigar a estrutura atomica de materiais, estudar a dindmica sua estrutura e até mesmo
analisar amostras biologicas sem destrui-la. Nesse sentido, o presente capitulo explora
técnicas de luz sincrotron de quarta geracdo, mas especificamente técnicas de Espalhamento
de Raios-X a Ultrabaixo Angulo (USAXS/SAXS) e Tomografia Pticografica 3D, coletados na
linha Catereté/Sirius-LNLS (CNPEM-Campinas/SP), para avaliagdo da estrutura dos
compositos a base de celulose bacteriana e Laponita e correlacdo com o processo de liberagao
de farmacos. Nos dados de USAX obtidos, verificou-se que a presenca da argila nas amostras
ocasionou no aumento do didmetro das fibras e modificagdo na rugosidade dos materiais,
comprovando assim a deposi¢do da Laponita na superficie das fibras. Além disso, nos testes
de USAX avaliando a liberacdo in situ do farmaco ciprofloxacina, foi possivel verificar
modificagdes nas dimensodes fractais no decorrer do tempo, correspondente ao relaxamento
das fibras e possivelmente a liberacdo de farmaco. Por fim, nas técnicas de Pticografia 3D,
verificou-se mais afundo a interacdo entre as fibras de CB e a Laponita, onde foi possivel
identificar uma diminui¢do nos canais e poros do material em decorréncia da presenca da
argila, o que possivelmente provoca o efeito de diminuicdo da permeabilidade ao vapor de
agua e o controle da liberacdo de ciprofloxacina (discutido no Capitulo 2). Portanto, as
técnicas utilizadas foram cruciais para compreender melhor as estruturas dos materiais obtidos

e 0s mecanismos envolvidos no processo de liberagao.

Palavras-Chave: Luz Sincrotron, espalhamento a baixo angulo, Pticografia 3D, Comp0sitos,

Sirius.
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1 - INTRODUCAO

No cenario cientifico e tecnoldgico atual andlises utilizando luz sincrotron apresentam
enormes oportunidades para a investigagdo dos materiais e de suas aplicacdes, com grau de
detalhe sem precedente. Nesse contexto, o Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM), situado em Campinas, S3o Paulo, Brasil, se destaca como uma
referéncia internacional em exceléncia cientifica e instrumental (CNPEM, 2023; RAUEN,
2017). Entre suas conquistas, o acelerador de particulas Sirius, do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS), inaugurado em 2018, representa um marco na pesquisa e tecnologia
do Brasil (LNLS, 2023b).

O Sirius n3o € apenas uma faganha tecnoldgica, mas o resultado de uma visdo
audaciosa ¢ do compromisso do Brasil com a desenvolvimento em pesquisa (LNLS, 2023b;
RAUEN, 2017). Essa jornada comegou a ser delineada com o Plano Nacional de
Pos-Graduacao (PNPG) de 2005, que propds a construgdo de um acelerador de particulas de
ultima geragdo no Brasil. A realizagdo dessa visdo culminou na inauguracdo do Sirius,
estabelecendo-se como fonte de luz sincrotron de “quarta geracao” no pais (LNLS, 2023Db).

Uma "fonte de quarta geracao" representa uma evolucao substancial na geracao de luz
sincrotron em comparagdo com as geracdes anteriores. O termo '"geracdo" refere-se as
melhorias na qualidade e intensidade da luz sincrotron gerada por essas instalagdes. A
principal vantagem técnica e cientifica das fontes de quarta geracdo, como o Sirius, esta
relacionada ao alto fluxo e elevado grau de coeréncia da luz sincrotron produzida. Essas
fontes empregam tecnologias avancgadas, como anéis de armazenamento ultrassincronizados e
sistemas de insercdo magnética, que permitem produzir feixes de luz sincrotron altamente
intensos e coerentes. Isso se traduz em maior brilho, que ¢ a quantidade de fétons por segundo
e area, e em uma faixa de energias mais ampla (LNLS, 2023b).

Essa intensidade e qualidade excepcionais da luz sincrotron possibilitam a realizagdo
de experimentos de alta resolucdo e sensibilidade em diversas areas, como ciéncia dos
materiais, biologia estrutural, quimica e fisica. Os pesquisadores podem, por exemplo,
investigar a estrutura atdomica de materiais, estudar a dindmica de proteinas e at¢ mesmo
analisar amostras biologicas sem destrui-las. Portanto, a vantagem técnica e cientifica das
fontes de quarta geragdo, como o Sirius, reside na capacidade de impulsionar a pesquisa em
diversas disciplinas, contribuindo para avangos significativos no conhecimento e nas

aplicagdes praticas (LNLS, 2023Db).
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1.1 — Linha Catereté — Sirius/LNLS - CNPEM

Dentro do ambiente proporcionado pelo laboratorio Sirius/LNLS, vale destacar a linha
Catereté, na qual fornece para este capitulo trés técnicas instrumentais de analise.

A linha Catereté, inaugurada ao publico em 2023, oferece solugdes Unicas em
experimentos de imagem e dindmica de materiais biologicos e de matéria condensada. A linha
possui diversas técnicas como imageamento por difracdo de Raios-X coerentes (CXDI) e
espectroscopia de correlagdo de Raios-X (XPCS), sendo essas as técnicas principais
exploradas na linha. Contudo, também oferecem analises estruturais por espalhamento de
Raios-X a baixo angulo (SAXS) e ultrabaixo angulo (USAXS), com resolugdo temporal
(LNLS, 2023a).

1.2 - Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo e Ultrabaixo Angulo (SAXS e USAX)

As técnicas de SAXS e USAXS sdo técnicas que permitem elucidar estruturar
hierarquicas das amostras, que vao de angstrom a varios micrometros, por meio do registro
dos angulos de dispersao dos Raios-X espalhados pela amostra que oferecem informagdes
sobre distancias moleculares, raio de giro, tamanhos de poros, morfologia, estado de
agregacao, sendo essencial para a caracterizacdo de materiais nessa escala (LNLS, 2023a).

As aplicagdes do SAXS abrangem diversas areas, desde a pesquisa de nanoestruturas
em polimeros (GUCCINI et al., 2018; KHANDELWAL; WINDLE, 2014) até a analise da
organizagdo tridimensional de macromoléculas em sistemas biologicos (SVERGUN;
BARBERATO; KOCH, 1995). Na area de polimeros, a técnica ¢ crucial para compreender
informagdes como dimensao e distribui¢cdo das fibras, por exemplo (GUCCINI et al., 2018).

Para a caracterizacdo de compdsitos com estruturas mais complexas e dimensodes
maiores, a combinacdo de USAX/SAXS apresenta vantagens interessante pois permite
abranger escalas que vao desde estruturas nanométricas até dimensdes maiores, € uma
compreensdo completa da morfologia de compositos complexos (LNLS, 2023a).

A aplicacdo das técnicas de espalhamento na caracterizagao de compdsitos de celulose
e laponita pode oferecer informagdes detalhadas sobre a distribuicao e tamanhos de médio das
fibras, e rugosidade superficial, informag¢des importantes para uma compreensdo mais

abrangente da morfologia dos compositos obtidos (GUCCINI et al., 2018).
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1.3 — Imagem por Difracio de Raios-X Coerentes — Pticografia 3D (CXDI).

A pticografia 3D € uma técnica de imagem por Raios-X, sem lente de alta resolucdo,
em que uma imagem ¢ obtida a partir do padrao de difracdo da radiagdo incidida na amostra.
Para isso, a amostra ¢ incidida com feixe de Raios-X coerentes e ¢ gerado um padrdo de
difracdo dessa radiacdo, que ¢ detectado no campo distante. Desta forma, o padrao de difracao
¢ recuperado por um algoritmo de fase e a imagem ¢ obtida, tridimensionalmente, de acordo
com o padrao de espalhamento da amostra (LNLS, 2023a; POLO et al., 2020).

Desta forma, a técnica ¢ capaz de revelar a morfologia complexa dos materiais, em
trés dimensdes, com alta resolug¢do, capturando assim detalhes antes inacessiveis de uma
ampla variedade materiais cristalinos e nao cristalino com resolu¢ao nanométrica (PERES,
2019; POLO et al., 2020).

A pticografia 3D encontra aplicagdo em diversas areas, incluindo a investigagdo de
estruturas biologicas complexas (PERES, 2019; POLO et al., 2020), materiais inorganicos
para catalise (SUZANA et al., 2019). Em polimeros, essa técnica permite visualizar as fases e
estruturas internas (GORECKI et al., 2023), revelando informacdes essenciais sobre a
morfologia desses materiais, como no trabalho de Olsson et a/l (OLSSON et al., 2023), que
avaliou morfologicamente, via combinacdo de SAXS/WAXS e Pticografia 3D membranas de
etilcelulose como sistema de liberagdo de farmacos.

Sendo assim, a técnica ¢ importante para compreender melhor as estruturas internas
dos compositos de CB e Laponita obtidos, bem como entender a influéncia dessa estrutura nas

propriedades fisicas, de adsorcao e liberacdo dos compositos.

2 —OBJETIVOS

O objetivo deste capitulo centrou-se na caracterizagdo morfologica e estrutural dos
compositos a base de celulose bacteriana e Laponita, apresentados no Capitulo 2, utilizando
técnicas de Espalhamento de Raios-X a Ultrabaixo Angulo (USAX) e Pticografia 3D (CXDI),
a fim de elucidar mais detalhadamente a estrutura dos materiais obtidos em menores escalas e

correlacionar estrutura da matriz e a liberacao do farmaco ciprofloxacina.

3 —MATERIAIS E METODOS
3.1 - Materiais
Os filmes de celulose bacteriana e os compositos CB/Lap utilizados nesta etapa do

trabalho foram obtidos no Capitulo 2 desta tese. Desta forma, a metodologia de obtengdo dos
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compositos, bem como os materiais utilizados para a obten¢do estdo descritos no item 3 do

capitulo anterior.

3.2 — Métodos

Medidas de espalhamento de raios X a ultra baixo angulo (USAXS) foram realizadas
na linha Catereté (Sirius) na energia de 10 keV com feixe pink (1% largura de banda). Os
fotons espalhados foram detectados usando um detector PiMega540D a uma distancia
amostra-detector de 10 m para as amostras secas € 6 m para as amostras umidas, cobrindo
uma faixa q de 0,005-0,58 nm'.

Os materiais foram testados secos e durante os processos de processos de adsorcao e
liberacao do farmaco ciprofloxacina, in situ. Para isso, utilizou-se tiras finamente cortadas dos
filmes CB e CB/Lap 5, 10, 15 e 30%, que foram introduzidos em capilares de quartzo de 1,5
mm de diametro para andlise do material seco. Posteriormente a coleta da primeira leitura, o
capilar foi preenchido com uma solugido contendo 1000 mg.L™" do farmaco ciprofloxacina,
para avaliar o intumescimento e possiveis mudangas estruturais das matrizes frente a adsor¢ao
do farmaco.

Ja os testes de USAXS avaliando a liberacdo da ciprofloxacina pelos filmes foram
obtidos utilizando membranas j& contendo o farmaco, carregado durante o processo de
adsor¢do. Os filmes CB, CB/Lap 5, 10, 15 e 30% contendo ciprofloxacina foram finamente
cortados e colocados em capilares de quartzo, semelhante ao realizado anteriormente. Foi
realizado uma leitura com a amostra seca e o capilar foi preenchido com solugdo tampao
fosfato (pH 7,2), o mesmo utilizado com o meio receptor utilizado no processo de liberagao
(Vide Capitulo 2).

A integracdo azimutal dos dados de USAXS foram realizadas usando o PyFAI
(KIEFFER; KARKOULIS, 2013) e a andlise de modelos e ajuste Guinier, foram realizadas
usando o software SasView.

Para o imageamento das amostras, foram realizadas medidas de Pticografia (CXDI por
varredura) em 2D e 3D utilizando feixe de Raios-X a 6 keV. As amostras CB, CB/Lap 10 ¢
50% foram incorporadas em meio congelante PolyFreeze (Polysciences, Inc.) e cortadas com
o criostato Leica CM1950 a -10°C para obtengdo de tiras de aproximadamente 15 um de
espessura. As tirar foram coletadas em laminas de vidro e lavadas com 4gua deionizada. Para
obten¢cdo de um espécime isolado para as medidas de pticografia as tirar foram recortadas

com um microscopio de microdissec¢do a laser (Leica LMD7) para obtencdo de espécimes
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com aproximadamente 20 um de altura. As amostras foram transferidas para membranas de
nitreto de silicio de 100 nm de espessura. As membranas de silicio foram transferidas para a
cabana experimental da linha Catereté e alinhadas com o auxilio de um microscopio optico.
Os padroes de difragdo foram coletados usando um detector PiMega540D a uma distancia
amostra-detector de 20 m. A iluminagdo na amostra foi definida com um pinhole de 10
micrometros de didmetro. As trajetorias de posi¢cdo para cada varredura 2D foram definidas
usando uma grade com um tamanho médio de passo de 2 um. O campo de visao coberto para
cada projegdo foi de 40 um? para as amostras CB ¢ CB/Lap 10% e 28 pum? para a amostra
CB/Lap 50%. Para a tomografia a cobertura angular total 153° com passo angular de 0,48°,
resultando em 750 projecdes. As reconstrugdes pticograficas em 2D e 3D foram realizadas
com o auxilio de um cddigo desenvolvido pelo grupo de computagdo cientifica (GCC) do
Sirius. A segmenta¢do para separacdo entre a matriz de celulose e a estrutura porosa foi
realizada usando o software Avizo (Thermo Scientific™). As imagens foram segmentadas

usando threshold baseado me nivel de valores de cinza.

4 —RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 — Espalhamento de Raios-X a Ultra Baixo Angulo (USAXS)
Os resultados da morfologia em nanoescala dos materiais CB ¢ CB/Lap 5, 10, 15 e

30% foi investigada por espalhamento de Raios-X a Ultra Baixo Angulo (USAXS) e podem

ser observados na Figura 1.

s CB
1074 " © CB/Lap5%
3 o CB/Lap10%
— ] CB/Lap15%
5 CB/Lap30%
©
\_/106_:
5
(U 4
.'9 4
@ ]
D 10>
§1O ;
10%4

0.02 0.04 0.060.080.1 02
g(nm’")

Figura 1: Curvas USAXS para as amostras CB e CB/Lap com diferentes teores de argila.
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Considerando o comprimento longo das fibras de celulose observados anteriormente
nas imagens de MEV, presentes no Capitulo 2, a dispersao de USAXS observada sera util para
verificar dados de secao transversal das estruturas e a interfaces entre as fibrilas e os feixes de
fibrilas, que pode trazer informacdes estruturais em varias escalas (KHANDELWAL;
WINDLE, 2014).

As curvas de USAXS podem ser divididas em duas regides: regido de alto q (0,07 nm™'
< q < 0,2 nm™") que corresponde a escala de tamanho de aproximadamente 31 a 89 nm
representando dispersdo da matriz de fibras polimérica (que apresentam valores entre 59 e 85
nm, vide Capitulo 2) e regido de baixo q (0,02 nm' < q < 0,07 nm™ (89 a 314 nm))
representando as cavidades e estruturas sub-micrométricas que formam a porosidade (CHEN
et al., 2022).

Avaliando os dados apresentados na Figura 1, € possivel obter informacdes sobre a
secdo transversal dos feixes de fibrilas utilizando a aproximagdo de Guinier, considerando
espalhamento para bastonetes longos (KHANDELWAL; WINDLE, 2014). Assim, o raio
critico do elemento de espalhamento foi obtido a partir da inclina¢do do grafico de In(ql(q)) x
g2 em baixo valor de q. Desta forma, verifica-se valores de didmetros correspondentes a 57,
57, 60, 63 e 66 nm para CB, CB/Lap 5%, CB/Lap 10%, CB/Lap 15% e CB/Lap 30%,
respectivamente, o que indica um aumento do didmetro das fibras com o aumento da
quantidade de argila nas amostras. Vale pontuar que nas imagens de microscopia eletronica de
varredura dos materiais, presentes no Capitulo 2 desta tese (na Fig 2 e 3), o mesmo efeito foi
observado, indicando uma deposicao da argila na superficie das fibras de celulose.

Agora, informacdes sobre as mudancas na interface poro-solido com a adicdo de
laponita foram obtidas através da inclina¢ao na regiao de Porod, e podem ser observados na
Figura 2.

A regido de alto valor de q (0,07 nm” < q < 0,2 nm™") observada ¢é caracterizada por

uma tendéncia linear, o que satisfaz a lei Porod, expressa pela equagdo a seguir (Férmula 1)

(@) ocq " (1)

Em sistemas tridimensionais com estrutura fractal o expoente a ¢ igual a
dimensionalidade fractal (a = D). As estruturas fractais podem ser fractais de massa ou de

superficie, que apresentam como poténcias a a < 3 e 3 < a <4, respectivamente.
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Figura 2: Inclinagdo de Porod em funcdo do teor de laponita.

Observado as inclinagdes do Porod entre 3 ¢ 4 das membranas seca, ¢ possivel
verificar o espalhamento de superficies rugosas sendo que, as inclinagdes do Porod diminuem
de com o aumento de argila na amostra, onde observa-se valores de 3,25, 3,12, 3,15, 3,16 ¢
3,05, para CB, CB/Lap 5%, CB/Lap 10%, CB/Lap 15% e CB/Lap 30%, respectivamente. A
mudanga para menores valores de inclina¢do nessa regido sugere que as interfaces poro-solido
tornaram-se cada vez mais rugosas com a presenca da argila, sendo esse mais um indicio da
deposicao da argila na superficie das fibras.

Agora, avaliando o padrdo de espalhamento da amostra durante o processo de
adsor¢ao do farmaco ciprofloxacina, presente na Figura 3, ndo foi possivel observar nenhuma

orientagdo preferencial das estruturas, sugerindo a orientacdo isotropica da matriz polimérica.

Figura 3. Padrdo 2D do espalhamento de raios X em ultra baixo angulo da amostra (a) CB e
(b) CB/Lap 10%.
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Nos testes realizados durante o processo de adsorcdo, presentes na Figura 4, as
estruturas fractais das amostras apresentam expoente de Porod a < 3, correspondente a

estruturas fractais de massa e nao de superficie como observado nas amostras secas.
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Figura 4. Curvas USAXS para as amostras CB e CB/Lap em solugdo de Ciprofloxacina

As estruturas fractais de massa na celulose podem ser interpretada como a dimensao
fractal de estrutura mais aberta ou ramificada que corresponde as fibrilas que formam a fibra
de celulose (PENTTILA et al., 2010). Para uma estrutura de nanofibras fractais de massa,
quanto maior a dimensdo fractal, mais complexa a ramificagdo (GUCCINI et al., 2018). A
maior dimensdo fractal observada foi de 3,08 para a amostra CB/Lap 10%, indicando que a
incorpora¢ao do farmaco nesse composito leva a formacdo de uma estrutura de nanofibras
mais compactas, o que indica um processo de transferéncia de massa para a superficie das
fibras.

Com o aumento do teor de argila na amostra, como a CB/Lap 50%, ainda se observa a
diminui¢ao da ramificacdo durante o processo de adsor¢do, contudo, em menor intensidade
comparado com a CB/Lap 10%.

De fato, a presenca da argila nas amostras ocasionou em um efeito de “compactacao”
dos materiais, conforme observado nas figuras de MEV do Capitulo 2. A laponita, conforme
mencionado anteriormente, apresenta carga superficial negativa devido a troca isomorfica de
ions de Mg** por Li*, ocasionando em uma deficiéncia de carga positiva, que ¢
contrabalanceada por cations interlamelares (no caso Na') (LEZHNINA et al., 2012). Desta
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forma, a deposi¢do superficial das argilas no processo de obtengdo dos compositos, conforme
discutido no Capitulo 2, pode provocar um aumento do didmetro das fibras, como discutido
acima, e um processo de “compactamento” do material, seja pela oclusdo dos poros, devido a
presenca da laponita, ou devido as interagdes eletrostaticas que podem ocorrer entre as fibras
recobertas com o material lamelar.

Interessante ressaltar que o compoésito CB/Lap 10% apresentou caracteristicas de
compositos esfoliados pela auséncia do pico 001, conforme discutido no DRX do Capitulo 2,
e, portanto, as lamelas (com deficiéncia de carga positiva) estariam mais uniformemente
distribuidas na superficie das fibras. Sendo assim, a presenga de espécies carregadas
positivamente (como a ciprofloxacina), poderia provocar um efeito de atragdo eletrostatica
entre as fibras, compactando ainda mais o material e ocasionando no efeito de maior
dimensdo fractal observado. Contudo, ressaltamos que ndo foi encontrado precedentes
discutindo esse fendmeno na literatura, o que deixa essa discussdo no campo hipotético.

Agora, avaliando os resultados in situ envolvendo a liberacdo do farmaco, a Figura 5
demonstra o padrdo de espalhamento das amostras ainda secas de CB e CB/Lap 10%

contendo ciprofloxacina.

Figura 5. Padrdo 2D do espalhamento de raios X em ultra baixo angulo da amostra CB (a) e

CB/Lap10% (b) com ciprofloxacina.

Observando as imagens de espalhamento, apds a introducdo de ciprofloxacina na
celulose € possivel notar a ocorréncia de uma mudanca significativa na orientacao das fibras.
Comparando com a Figura 3, nota-se que o espalhamento da radiagdo observado se torna
anisotropico (CHEN et al., 2022; WEI et al., 2019), caracteristico de fibras alinhadas,
indicando que h4 uma reorganizagao das fibras apds a entrada do medicamento na amostra.
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Esse efeito ¢ mais pronunciado na amostra CB/Lap10% apresentando um ligeiro
aumento na anisotropia comparado a amostra CB. Desta forma, é possivel propor que a
presenca do farmaco nas amostras provoca uma mudanga estrutural, sendo mais pronunciada
no composito CB/Lap 10%, o que corrobora com a hipotese levantada anteriormente.

J& durante o estudo in situ do processo de liberacdo do farmaco, apresentado na Figura
6, nota-se que a amostra CB/Lap 10% apresenta uma evolu¢do da anisotropia com de acordo

com o tempo de contato com o meio receptor.

Figura 6. Padrao 2D do espalhamento de raios X em ultra baixo dngulo da amostra CB/Lap

10% em diferentes tempos durante a liberagdo da ciprofloxacina.

E interessante notar que hd um progressivo aumento da anisotropia até 70 min,
indicando o crescente alinhamento das fibras. Apos esse periodo a anisotropia diminui e apds
2h de liberagdo as fibras retornam a um estado de menor orientagdo do que o estado inicial da
liberag@o da ciprofloxacina. Essa tendéncia também ¢ observada para a amostra CB em menor

intensidade, conforme demonstrado na Figura 7.

117



16
—a—BC
—e— BC/lap10%
-1.8
-2.0 -
—
©
(4]
£
= 22
L
244
2.6
T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 7: Inclinag@o de Porod durante a liberagdo do farmaco para CB e CB/Lap10%.

A evolugdo da orientagdo das fibras de celulose também pode ser observada na
inclinacdo de Porod. Nas amostras umidas o expoente de Porod a < 3, corresponde a
dimensao fractal das fibrilas de celulose e quanto maior a dimensao fractal mais ramificado o
sistema (VALENCIA et al., 2019). Ap6s 20 min de liberag@o o expoente observado apresenta
um valor de 2,3 para a amostra CB/Lap 10%, ja com o aumento do tempo observamos a
diminui¢ao do expoente sendo 1,73 em 70 min.

Essa diminui¢do indica uma menor ramificacdo da estrutura devido ao crescente
alinhamento das fibras, observado nos padrdes 2D de USAXS (Figura 6). Ap6s 70 min ocorre
novamente um aumento da ramificagdo da estrutura, com maximo em 120 min (expoente
2,42), indicando que ao final da liberacdo da ciprofloxacina a estrutura volta a um estado mais
ramificado.

Desta forma, comparando com o mecanismo de liberagdao observado no Capitulo 2,
verificou-se um comportamento de liberagdo andmalo, onde a taxa de intumescimento e
relaxamento dos filmes sdo correspondentes. Sendo assim, ¢ possivel propor que nesse
processo observado, conforme ocorre o intumescimento dos filmes, ocorre também o
processo de relaxacao e liberagcdo do farmaco no meio receptor. Desta forma, a mudanca da
dimensdo fractal pode corresponder a saida do farmaco da amostra durante o processo de
intumescimento, indicando assim a descompactagdo do material e o reaparecimento da
estrutura ramificada.
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Vale notar que o efeito também ¢ perceptivel na CB, contudo em menor intensidade
que no composito, indicando que a presenca da argila pode causar grande influéncia no

processo de relaxamento das fibras e consequentemente influencia no processo de liberagao.

4.2 — Pticografia 3D (CXDI)
As Figuras 8 e 9 correspondem as reconstrucdes de fase tomografica da amostra de CB

e do corte do material para visualizagdo interna.

6000 nm

Figura 8: Imagem de tomografia Pticografica da estrutura tridimensional da CB.

6000 nm 6000 nm

Figura 9: Imagem de Pticografia do plano de corte (esquerda) e do corte trasnsversal (direita)

da CB, reconstituida via software.
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Observando as imagens obtidas, ¢ possivel identificar claramente que a CB apresenta
uma estrutura porosa tridimensional, onde se verifica certo empilhamento de fibras e
formacdo de cavidades e canais. Correlacionando com as imagens de MEV do corte
transversal da amostra, observadas no Capitulo 2, nota-se a mesma estrutura de empilhamento
vista anteriormente. Contudo, com o auxilio da pticografia ¢ possivel compreender melhor a
formagdo dos canais e a distribuicdo dos poros em trés dimensdes na amostra, podendo
verificar um material altamente poroso e com canais de difusao por todo o material.

Através da segmentacdo ¢ possivel distinguir as fibras e os poros da amostra. A Figura

10 representa a visdo interna da porosidade e estrutura das fibras da CB.

6000 nm

6000 nm

6000 nm

Figura 10: Visdo interna do corte transversal da CB demonstrando as fibras (azul) e a

cavidade ou poros (rosa) da estrutura tridimensional.

Desta forma, ¢ possivel verificar que a CB apresenta um conjunto de canais

interligados por toda a amostra. Esses canais facilitam a passagem de solvente e vapor, o que
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pode explicar o comportamento observado nos testes de permeabilidade ao vapor de dgua
(Capitulo 2), onde a CB em comparagdo com o0s compdsitos apresentou maior
permeabilidade, e a liberacdo mais acelerada do farmaco no polimero, visto que facilita o
transporte do meio receptor pela amostra.

Penttila et al (PENTTILA et al., 2010), observou estrutura tridimensional fibrosa,
semelhante ao presente trabalho, em andlises de microtomografia 3D de Celulose
Microcristalina (MCC). Interessante notar que pela técnica aplicada foi possivel verificar
mudangas nas particulas em microescala ocasionadas pela hidrolise da celulose durante a
obtengao das MCC.

Agora, comparando com as imagens tridimensionais, e seus respectivos cortes
transversais, dos compdsitos CB/Lap 10% e CB/Lap 50%, demonstrados nas Figuras 11 e 12
e Figuras 13 e 14, respectivamente ¢ possivel observar claramente a interferéncia da argila na

estrutura do material.

5000 nm

Figura 11: Imagem de tomografia Pticografica da estrutura tridimensional da CB/Lap 10%.
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| |
5000 nm 5000 nm

Figura 12: Imagem de tomografia Pticografica do plano de corte (esquerda) e do corte
trasnsversal (direita) da CB/Lap 10%.

4000 nm

Figura 13: Imagem de tomografia Pticografica da estrutura tridimensional da CB/Lap 50%.

0 e 4000 nm

Figura 14: Imagem de tomografia Pticografica do plano de corte (esquerda) e do corte

trasnsversal (direita) da CB/Lap 10%.
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Pelas imagens tridimensionais dos compoésitos nota-se que os materiais ainda
apresentam estrutura porosa e com fibras empilhadas, semelhante a CB. Contudo, com o
aumento do teor de argila, ¢ possivel ver o empacotamento progressivo da estrutura, o que
condiz com os dados observados nas imagens de MEV (Capitulo 2) e com os resultados de
USAXS discutidos anteriormente.

Agora, verificando as fibras e as cavidades dos materiais CB/Lap 10% e 50%, Figura
15, nota-se grande influéncia das argilas na diminui¢ao do volume dos canais ¢ poros dos

materiais.

L |
5000 nm
5000 nm

() 000
4000 nm 4000 nm 4000 nm

Figura 15: Visdo interna do corte transversal da CB/Lap 10% (a) e CB/Lap 50% (b)

demonstrando as fibras (azul) e a cavidade ou poros (rosa) da estrutura tridimensional.

Observando as estruturas tridimensionais obtidas, fica mais nitido o efeito de
compactagdo que a presenca da argila provoca nos compdsitos, € com o aumento do teor da
laponita esse efeito tende a aumentar, corroborando para as hipoteses de interagdo

eletrostatica e deposicdo superficial da argila nas fibras.
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Vale ressaltar também que a diminui¢do do volume dos canais e poros dos materiais
compositos, em comparagdo com a CB, provoca o efeito da diminui¢do na permeabilidade ao
vapor de agua observado no Capitulo 2.

Além disso, estabelecendo um paralelo com o processo de liberacdo da ciprofloxacina
nos materiais compdsitos, o compactamento da amostra e diminui¢do dos canais de difusao
pode provocar uma dificuldade no transporte do solvente pela amostra, o que explicaria o
controle da libera¢do observados no Capitulo 2. E como no processo de liberagao andmalo, a
taxa de difusdo e relaxamento sdo compativeis, fica claro o motivo dos compositos

apresentam maior controle da liberagao do farmaco.

5 — CONCLUSAO DO CAPITULO 3

No presente capitulo explorou-se técnicas de luz sincrotron, mais especificamente USAXS e
Pticografia 3D para caracterizagdo estrutural mais aprofundada dos compositos CB/Lap,
obtidos no Capitulo 2. Os resultados apresentados demonstram que a argila se deposita na
superficie das fibrilas, o que provoca um aumento no didmetro e rugosidade das estruturas
fibrosas. Além disso, pelas imagens tridimensionais obtidas fica claro o efeito de
compactacdo do material e consequentemente a diminui¢do do tamanho dos poros e canais de
difusdo em decorréncia do aumento do teor de argila no material, justificando assim os
resultados de diminui¢ao da permeabilidade e controle da liberacdo do fArmaco na amostra
(como discutido no Capitulo 2). Sendo assim, conclui-se que as técnicas utilizadas foram
cruciais para compreender melhor as estruturas dos materiais obtidos € 0s mecanismos

envolvidos no processo de liberagao.
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CAPITULO 4 - PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE COMPOSITOS A BASE DE
CELULOSE BACTERIANA E LAPONITA ORGANOFUNCIONALIZADOS COM
GRUPOS AMINO VISANDO APLICACOES MEDICO-FARMACEUTICAS



RESUMO

Neste ultimo capitulo iniciou-se o desenvolvimento de um novo material composito,
organomodificado.  Recapitulado algumas informacdes para contextualizar esse
desenvolvimento, a CB em comparagdo com os curativos tradicionais apresenta caracteristicas
interessantes no tratamento de lesdes cutaneas como: o alivio imediato da dor, a manutencao
da umidade local, a acdo como barreira fisica de prote¢ado, e a adsor¢ao de exsudatos durante a
fase inflamatoria; contudo, ndo possuem propriedade antibacteriana intrinseca. Nesse sentido,
esta etapa final do trabalho teve como objetivo a obtengdo de compositos a base de CB e a
argila Laponita organofuncionalizados com (3-Aminopropil)trimetoxisilano (APTS) para o
desenvolvimento de um novo material visando aplicagdes médico-farmacéuticas como
precursor de curativos multifuncionais com agdo antibacteriana e possivel sistema de
liberacdo de farmacos pH dependente. Os espectros de infravermelho obtidos dos materiais
organofuncionalizados demonstram bandas referentes aos grupos -NH, e Si-O, da estrutura do
silano e da argila—na amostra CB, APTS-CB, APTS-CB/Lap 15, 30 ¢ 50%, indicando a
presenca dos materiais nos filmes. As analises de difragdo de Raios -x mostraram mudangas
nos picos caracteristicos da CB provocados pelo APTS, sendo esse mais um indicio de
modificacdo da estrutura da CB. Nos dados de microscopia eletronica de varredura,
observa-se estruturas superficiais em forma de fibras nanométricas, com didmetro médio de
59,8 +14,0, 59,8 = 26,2, 69,7 +£26,5 e 75,6 £18,3, para as amostras CB, APTS-CB,
APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%, respectivamente. Observa-se também a redugdo na estabilidade
térmica de APS-CB em relagdao a CB, mas melhorada pela presenga de Laponita. Espectros de
Raman indicam a interagdo do silano com CB. E por fim, a reducao na permeagdo ao vapor de
agua (PVA) ¢ observada com a presenca crescente de Laponita. Dados indicam o potencial

destes polimeros para aplicagdo como curativos ou para liberacao de farmacos.

Palavras-Chave: Celulose Bacteriana, Laponita, Funcionalizagdo, Curativos, Liberacao de

farmacos.
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1- INTRODUCAO
Recapitulando pontos importantes para a discussdao deste capitulo, se tratando de
feridas cutaneas com perda de pele, a infeccdo por patdgenos ¢ uma das principais
complicacdes na cicatrizagdo e cura de feridas, uma vez que a area comprometida perde a
funcdo de barreira de protegdo e fica mais suscetivel a contaminagdo por micro-organismos.
Além disso, acabam prolongando o tratamento o que gera nao apenas um aumento nos custos

do tratamento como também eleva o sofrimento dos pacientes e familiares (BRASIL, 2018a).

Curativos a base de celulose bacteriana (CB) apresentam melhores resultados
comparado aos curativos convencionais, tanto no tempo de cicatrizacdo de feridas e
administracdo eficiente de medicamentos, quanto no custo beneficio (BRASIL, 2018a). O
polimero age como barreira fisica de prote¢do que diminui a taxa de contaminagdo externa, a
adsor¢do de exsudatos durante a fase inflamatoria, entre outras caracteristicas que aceleram o
processo de cura e encurtam o tempo de tratamento da lesdo (BRASIL, 2018b; HSU et al.,
2022; MUANGMAN et al., 2011; ULLAH et al., 2016). Entretanto, membranas pristinas de
CB sao limitadas por ndo possuirem acdo antibacteriana, servindo apenas de barreira contra

micro-organismos (OLIVEIRA BARUD et al., 2015).

A celulose bacteriana apresenta diversos grupos hidroxila (-OH) em sua estrutura,
conforme amplamente demonstrado no Capitulo 2, que podem sofrer condensagdo em
processo de funcionalizagdo com organosilanos (também conhecido como reagdo sol-gel),
promovendo modificagdo superficial do material. Desta forma, essa ¢ uma rota interessante
para insercdo de grupos funcionais de interesse na superficie do polimero, o que podendo

fornecer assim propriedades antibacterianas ao polimero (FERNANDES et al., 2013).

Agora, se tratando da modificagcdo superficial de compositos, os materiais obtidos no
Capitulo 2, a base de CB e laponita, também podem sofrer modificagdo superficial via
silanizacdo, uma vez que, assim como a CB, a argila possui hidroxila em sua estrutura, mais
especificamente grupos silanois (=Si-OH), nas arestas das lamelas que também podem ser
funcionalizados com organosilanos (JABER; MIEHE-BRENDLE, 2009), e possivelmente

também obter caracteristica antibacteriana.
1.1 — Processo sol-gel e funcionalizacio de materiais

O processo sol-gel ¢ uma rota ja bastante conhecida e explorada para modificagdo e

produgdo de materiais, em especial polimeros, cerdmicas e vidros (SILVA; SANTOS, 2022).
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A técnica baseada na hidrolise e condensacdo de alcodxidos, apresenta essa nomenclatura pois
possui fases bem caracteristicas, a primeira, denominada “Sol”, ¢ atribuida a suspensao
coloidal onde particulas do ativo estdo dispersas em uma fase liquida. J4 o termo “Gel”
deve-se a caracteristica gelatinosa representada por uma rede solida e porosa rodeada de uma

fase liquida que ocorre pela agregacdo das particulas em suspensdo (SILVA; SANTOS, 2022).

O processo de baseia-se nas reagdes de hidrolise-condensagdo que ocorre com os
alcodxidos (Si-OR), onde os silanos em contato com dgua liberam sua ramifica¢do e formam
silanois (Si-OH). Posteriormente, os precursores formados podem reagir com cadeias de
alcooxido ainda nao hidrolisados, liberando alcoois, ou com grupos hidroxila liberando agua,
formando ligagdes do tipo -Si-O-Si. A Figura 1, adaptada do trabalho de Silva e Santos

(SILVA; SANTOS, 2022) demonstra sucintamente os processos reacionais do método sol-gel.

Hidrolise
=Si—OR + H,O == =S§i—OH + ROH

Esterificacdo

Condensacao de dlcool
=Si—OR + HO—Si= =—= =Si—0—Si== + ROH"

Alcoolise

Condensagdo de dgua

=S§i—OH + HO—Si= == =Si—0—Si= + H,0

Hidrolise

Figura 1: Etapas reacionais envolvidas no processo sol-gel baseado em hidrolise de

alcooxidos. Fonte (SILVA; SANTOS, 2022).

Desta forma, o processo sol-gel ¢ amplamente utilizado para a producao de hibridos
organicos-inorganicos, uma vez que o meio reacional brando mantém a integridade dos
compostos organicos possibilita a formagdo blocos organicos-inorganicos com a formacao de
silica, decorrente do processo. E se tratando de polimeros organicos, as redes organica e
inorganica (rede de silica) poderdo apresentar interpenetracdes, sem necessariamente possuir
ligagdes covalentes entre os materiais, ocasionando na formacdo de compdsitos (SILVA;

SANTOS, 2022).
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Além disso, o método sol-gel também ¢ utilizado para funcionalizagdo de grupos
organicos de interesse pelo uso dos chamados organoalcoxisilano (ou simplificando como
organosilanos), onde um grupo organico (R’) substitui pelo menos um dos grupo -OR. Desta
forma, como a ligagdo -Si-C-R’ se mantém estavel durante o processo de hidrdlise, o grupo

funcional orgénico fica retido na estrutura final do processo (SILVA; SANTOS, 2022).

Diversos trabalhos na literatura utilizam organosilanos para funcionalizagdo da
celulose bacteriana (CB) aproveitando grupos C-OH presentes na estrutura do material nas
reacdes de condensacdo. Como no trabalho de Fernandes at a/ (FERNANDES et al., 2013)
onde a CB foi quimicamente modificada por 3-aminopropiltrimetroxisilano (APTS), que
possui um grupo nitrogenado, a fim de conferir propriedades antibacterianas semelhante as da
quitosana e observou-se que o material obteve a acdo antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e nao demonstrou ser toxico para células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (ADSCs).

E tratando-se de argilas, ¢ comum trabalhos utilizando organosilanos para
incorporacdo de grupos funcionais nos materiais inorganicos através das reagdes com Si-OH
presentes nos materiais inorganicos. Como no trabalho de Gilberto et al (GILBERTO et al.,
2015) que obteve hibridos a base de bentonita e diferentes organosilanos, (3-aminopropil)
trietoxisilano (APTES), N1-(3-trimetoxisililpropil)dietilenotriamina (TMPT) e
N-[3-(trimetoxisilil)propilJetilenodiamina (TMPO), para incorporagdo de grupos amino com

objetivo de retirar Cr’* da 4gua.

Desta forma, semelhante ao realizado no trabalho de Fernandes et al (FERNANDES et
al., 2013), ¢é possivel carregar grupos funcionais na superficie dos compositos CB/Lap e obter
materiais com propriedades antibacterianas intrinseca ao material. Além disso, a
funcionalizagdo com APTS equiparda os compoésitos com grupos amino (R-NH,), podem
interagir com os farmacos por forcas intermoleculares e podem modificar o perfil de liberagdo
dos farmacos comparados aos compdsitos nao funcionalizados. E pela possivel protonagdo do
grupamento devido ao par de elétrons ndo ligantes presentes na nuvem eletronica do
nitrogénio (GINSBURG, 1967), o material poderd demonstrar um comportamento de

liberagdo dependente do pH.
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2 - OBJETIVOS

O principal objetivo do presente capitulo concentrou-se na funcionalizagdo dos
compoésitos  CB/Lap  (descritos no  Capitulo 2) com o  organosilano
3-aminopropiltrimetoxisilano (APTS) para ancoragem de grupamento amino e posterior

caracterizagdo térmica, fisica e morfologica, visando aplicagdes médico-farmacéuticas.

3 — MATERIAIS E METODOS
3.1 — Materiais

A obtencdo dos compositos utilizando para funcionalizacdo, bem como a origem da
CB, ja foram descritos no Capitulo 2. O APTS foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich e a

acetona utilizada como solvente ¢ da marca Synth.

3.2 - Métodos

Baseado no trabalho de Fernandes et al. (FERNANDES et al., 2013), os compdsitos
foram organofuncionalizados submergindo os filmes de CB carregadas com Laponita (15, 30
e 50% m/m) em 100 mL de solugdbes de acetona contendo 10% de
3-aminopropiltrimetoxisilano (APTS) (v/v), sob agitagdo mecanica a 25°C por 6 h.
Posteriormente, os materiais foram lavados com acetona para remo¢do do silano
sobressalente, em seguida o material foi lavado com 4gua destilada, secos em temperatura
ambiente para posterior caracterizacdo fisico-quimica. Os compdsitos foram denominados de
APTS-CB e APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%.

Os materiais foram caracterizados por Microscopia Eletronica de Varredura obtidos da
superficie e corte transversal das amostras em um microscopio eletrénico de varredura da
marca JEOL, modelo JSM-7500F, com software de operagao PC-SEM v 2,1,0,3, equipado
com detectores de elétrons secundario, retro espalhados e analise quimica (energy dispersive
spectroscopy - EDS) da marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry.

Foram realizados difratogramas de raios-X (DRX) obtidos em um equipamento
Rigaku, modelo MiniFlex II Desktop operando em 40 kV e 30 mA (1200 W), empregando
radiacdo filtrada Cu Ka (A = 1,5418 A), entre (20) 2-60° com a taxa de 2°/min. Utilizou-se o
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método de Segal (FRENCH, 2020; SEGAL et al., 1959) para calcular a cristalinidade (Vide
capitulo 2)

Foram obtidos espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IV) e
espectros Raman, em equipamento Brukeras, na regido de 4000 a 400 cm™, por meio de
reflexdo total atenuada (cristal de diamante) e no equipamento Bruker Multiram FT-Raman
com um detector de diodo Ge resfriado a nitrogénio e laser Nd/YAG de comprimento de onda
1064 nm, coletados em uma faixa de 4000 a 100 cm™, resolucdo de 2 cm™ e 256 varreduras,
respectivamente.

Para andlise térmica dos materiais, curvas TG foram obtidas em equipamento da TA
Instruments modelo SDT Q600, entre 25-800 °C, utilizando cadinho de alumina, com razao
de aquecimento de 10 °C/min, em fluxo de ar sintético de 100 mL/min.

J4 nos testes de permeabilidade ao vapor de agua, utilizou-se secdes circulares dos
filmes fixados no topo de frascos de vidro contendo 10 mL de dgua (gradiente de 100% de
umidade relativa a 25°C), sendo que o foi pesado e armazenado em um dessecador contendo
silica gel (0% de umidade relativa). As mudangas de massa do frasco foram tragadas em
fungdo do tempo (0, 24, 48, 72 e 96 h).

O valor de permeabilidade ao vapor de dgua, (PVA em g.mm.m>h™.Pa™) foi calculado

utilizando a equagdo de (GENNADIOS et al., 1994), vide capitulo 2.
4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 2 demonstra as imagens de MEV da superficie e corte transversal dos

materiais APTS-CB e APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%.
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Figura 2 — Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie (1) e dos
cortes transversais (2) dos materiais CB (a), APTS-CB (b), APTS-CB/Lap 15% (c),
APTS-CB/Lap 30%(d) e APTS-CB/Lap 50% (e). Nimero de fibras avaliadas em relacdo ao
didmetro: 50.
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As imagens de MEV mostram que os materiais obtidos apresentam estrutura
superficial em forma de fibras nanométricas com didmetro médio de 59,8 (+14,0), 59,8 (+
26,2), 69,7 (£26,5) e 75,6 (£18,3), para as amostras APTS-CB, APTS-CB/Lap 15, 30 ¢ 50%,
respectivamente. E possivel notar superficies rugosa nos materiais contendo Laponita
(Fig.2-b, ¢, d) e presenca de granulos superficiais, que estavam ausentes nos filmes CB (vide
Capitulo 2) e APTS-CB (1la). Conforme ocorre o aumento do teor de argila na amostra, ¢

possivel notar superficies mais granulosas e a aparente oclusao de poros superficiais.

A presenga de granulos na superficie das fibras ¢ um indicio de deposicao da argila
Laponita, ja vez que nos filmes APTS-CB nao foi possivel verificar tais estruturas, podendo
conclui que ndo houve um efeito de agregacdo do silano durante a etapa de funcionalizagao

dos materiais.

Em relacdo a mudanga superficial em decorréncia do processo de funcionalizagao,
Fernandes et al. (FERNANDES et al., 2013) observou um aumento no diametro das fibras em
decorréncia da formagdo de pontes Si-O-Si pela funcionalizagdo com APTES. Contudo, o
mesmo efeito ndo foi observado no presente trabalho, pois o didmetro das fibras de CB (59

nm + 14, 62) ndo sofreu alteracao apos o processo, APTS-CB (59,8 +14,0 nm).

Agora, verificando os cortes transversais das amostras, o material APTS-CB apresenta
camadas de nanofibras empilhadas, muito semelhante ao observados nos cortes transversais
da CB (Capitulo 2 — Figura 5 a-Ill), indicando que a estrutura tridimensional ndo sofreu
alteragdo em decorréncia da organofuncionalizag¢dao. Ja nos materiais APTS-CB/Lap 15, 30 e
50%, (b-1I, ¢ -II e d-II, respectivamente) foi possivel notar estruturas granulosas por todo o
material, muito provavelmente pela deposi¢do da argila no material, e ndo ¢ visivel a estrutura
de empilhamento dos filmes. Vale notar que nas imagens de MEV do corte transversal dos
compositos CB/Lap 15, 30 e 50% (Capitulo 2 — Figura 6 b-III, c-III e d-III, respectivamente)
esse efeito ndo foi observado, indicando assim uma mudanca em decorréncia do processo de

funcionalizagao.

Ja os dados de DRX das amostras podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3: Difratogramas de raios-X das amostras CB (Cinza), APTS-CB (Preto),
APTS-CB/Lap 15% (Vermelho), APTS-CB/Lap 30% (Azul) e APTS-CB/Lap 50% (Verde).

Nos difratogramas obtidos, nota-se picos de difracdo em 14,5° e 22,9° para as
amostras contendo celulose, que estdo associados as fases cristalinas la e If} presentes na CB
(BARUD et al., 2013; DOMENEGUETTI et al., 2023; MENEGUIN et al., 2021; PEROTTI
et al., 2011). Os picos também estdo associados aos planos (100) e (110), respectivamente,
caracteristicos da celulose do tipo I e a regido cristalina da celulose (BARUD et al., 2013;
BORBA et al., 2022; FRENCH, 2014, 2020; MENEGUIN et al., 2021; PEROTTI et al.,
2011).

J4 os filmes APTS-CB e APTS-CB/Lap 15, 30 e 50% apresentaram um pico em 16,9°
referente ao plano 010 da célula unitéria triclinica da regido la. (FRENCH, 2014). Nos filmes
de CB, a auséncia do pico em 010, comumente encontrado em celulose do tipo la, ocorre pela
orientagdo preferencial dos cristalitos quando a amostra ¢ analisada em filmes (BORBA et al.,
2022; FRENCH, 2014, 2020; FRONE et al., 2018). A presenca desse pico na celulose
organofuncionalizada pode ser um indicio de interferéncia do silano nessa orientagao

preferencial.

Avaliando a cristalinidade relativa, as amostras apresentaram os valores de 81,7, 67,3,

72,3, 61,4 e 54,2%, para os filmes CB, APTS-CB e APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%,
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respectivamente. Nota-se uma diminui¢ao da cristalinidade dos filmes funcionalizados com
APTS em relacao a CB pristina, possivelmente ocasionado pela interferéncia nas ligacoes de
hidrogénio dos grupos na regido cristalina da celulose pela presenga do silano, semelhante ao
observado por Frone e Silva (FRONE et al., 2018; SILVA et al., 2017). Também ¢ possivel
notar uma diminuicdo da cristalinidade relativa com o aumento do teor de laponita na
amostra, semelhante ao observado no Capitulo 2, indicando que a presenca da argila por

interferir nas regides cristalinas da amosta.

Agora, os dados FTIR dos materiais, disponiveis na Figura 4, demonstram os

espectrogramas dos materiais CB, APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%.
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Figura 4: Espectros FT-IR das amostras CB (cinza), APTS-CB (preto), APTS-CB/Lap 15%
(vermelho), APTS-CB/Lap 30% (azul) e APTS-CB/Lap 50% (verde).

Os materiais analisados apresentam bandas em 3340 cm™, referentes a deformacdo de
estiramento da ligagdo O-H. Em 1650 cm™ ocorre a deformagio angular da ligagdo -OH e
pode ser atribuido a 4gua presente na estrutura. Ja as bandas em 2900 e 1434 cm™ sdo

atribuidas ao estiramento e deformacao angular de grupos de -CH,, respectivamente, e as
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bandas em 1034 e 893 cm-1 sdo atribuidas aos grupos C-O-C da ligacdo glicosidica e do anel
de piranose, presentes em todos os filmes (BARUD et al., 2013, 2011; DOMENEGUETTI et
al., 2023; FERNANDES et al., 2013; HETTEGGER et al., 2015; SILVA et al., 2019).

Nas amostras APTS-CB/Lap 15, 30 ¢ 50% observa-se bandas em 987 e 434 ¢cm’,
atribuidas a vibragao de flexdo O-Si—O, presentes na estrutura da argila, semelhante ao
observado no Capitulo 2 (Figura 10) para os compositos contendo Laponita, indicando a
presenc¢a do material na amostra (GHADIRI et al., 2013; SILVA et al., 2019).

No material APTS-CB, nota-se uma banda em 1738 cm™, que pode ser atribuida a
deformacao angular dos grupos NH,, sendo um indicio da presenca do silano APTS na
amostra (FERNANDES et al., 2013; LUCIA et al., 2020). A mesma banda pode ser
observada nos materiais APTS-CB/Lap 30 e 50%, contudo em menor intensidade, sendo esse
um indicio da presenga do silano nos materiais.

Ja avaliando os resultados de Raman, presentem na Figura 5, verifica-se bandas em
381, 438 e 519 cm™ que correspondem a ligagdes do tipo C-O, C-C-C, C-O-C e C-C-O,
presentes na estrutura da celulose (DE SALVI et al., 2012; SASKA et al., 2012).
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Figura 5: Espectros FT-Raman das amostras CB (Preto pontilhado), Laponita (Cinza),
APTS-CB (Preto), APTS-CB/Lap 15% (Vermelho), APTS-CB/Lap 30% (Azul) e
APTS-CB/Lap 50% (Verde).
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Além disso, observa-se bandas em 381, 438 ¢ 519 cm™ que correspondem a liga¢des
do tipo C-O, C-C-C, C-O-C e C-C-0O, presentes na estrutura da celulose (DE SALVI et al.,
2012; SASKA et al., 2012). J4 as bandas em 1097 € 1377 cm™ correspondem a vibragdes C-C
e C-O, C-C-H, O-C-H e H-C-H, respectivamente. Os espectros apresentaram bandas
semelhantes as da CB, indicando que a obtencdo do compdsito e a funcionalizagdo nao
compromete significativamente a estrutura da celulose.

E possivel verificar também uma banda em 1481 cm™ corresponde a vibragdes do
grupo C-O-H, presente na CB, e nota-se o aparecimento de uma banda em 1450 cm’,
indicativo da interagdo do silano com o polimero (DE SALVI et al., 2012).

No trabalho de Domeneguetti et al argila (DOMENEGUETTI et al., 2023), que obteve
espectros de Raman de compositos CB e laponita, obtidos in situ, ¢ a argila apresenta uma
banda intensa em 683 cm referente ao grupo [SiO,] presente na estrutura do material.
Entretanto, tal banda nao foi percebida nos espectros deste trabalho, sugerindo que as bandas
da CB s3o dominantes.

As analises de termogravimetria dos materiais demonstras trés eventos principais de

perda de massa, e podem ser encontrados na Figura 6.
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Figura 6 — Curvas TG-e DTG das amostras CB (preto pontilhado), APTS-CB (Preto),
APTS-CB/Lap 15% (Vermelho), APTS-CB/Lap 30% (Azul) e APTS-CB/Lap 50% (Verde).

A primeira etapa de perda de massa ocorreu por volta de 50-80° C (8% em massa)

para todas as amostras e pode ser atribuida a perda de agua e solvente residual da lavagem do

material.
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J4 a segunda etapa de perda pode ser atribuida a decomposi¢do térmica da celulose e
formagdo de residuo carbondceo que se decompde completamente numa terceira etapa para
CB (BARUD et al., 2011; DOMENEGUETTI et al., 2023; MENEGUIN et al., 2021;
PEROTTT et al., 2011). Para compositos APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%, apds a segunda etapa

ocorre perda lenta de massa até 800 °C com residuo entre 15 e 40% dependendo da amostra.

No material APTS-CB, essa etapa de decomposi¢ao ocorre com o maximo de perda na
temperatura de 336°C, inferior a CB pura (383°C, como discutido no Capitulo 2) enquanto
que para APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%, esta temperatura de decomposicao foi superior, sendo

354, 348 e 343°C, respectivamente, mas ainda inferior comparados a CB pristina.

A maior estabilidade dos compositos ATPS-CB/Lap 15, 30 e 50%, em relagdo ao
material APTS-CB indica que a presenca da argila pode ter protegido as fibras do polimero,
contudo, ainda apresentaram menor resisténcia térmica que a CB. Além disso, no segundo
evento térmico, a amostra APTS-CB ainda apresenta uma etapa extra de perda de material

organico, provavelmente decorrente do silano (FERNANDES et al., 2013).

Ja o terceiro evento de perda de massa, referente a queima do residuo carbonéceo,
ocorre entre 400-700 °C para CB e 400-800°C para APTS-CB e APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%.
A CB pristina ndo gera residuo apds 700 °C diferentemente dos materiais funcionalizados,
gerando residuos decorrentes da formacao de 6xidos inorganicos provenientes do silano e da
degradacao da Laponita com 13,2%, 11,5%, 24,2% e 36,2%, para os materiais APTS-CB e
APTS-CB/Lap 15, 30 e 50%, respectivamente (BARUD et al., 2011; DOMENEGUETTI et
al., 2023; FERNANDES et al., 2013; PEROTTI et al., 2011).

Ja na Figura 7, estao representados os valores de PVA para os materiais obtidos nesse

capitulo.
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Figura 7: Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) das membranas CB, APTS-CB,
APTS-CB/Lap 15%, APTS-CB/Lap 30% e APTS-CB/Lap 50%. “ab,c” diferengas
significativas em p < 0.208 (ANOVA).

Comparando a PVA dos materiais, verifica-se que a presenca da argila reduz a
permeabilidade dos filmes e ¢ decrescente com a porcentagem de Laponita nas amostras,
muito semelhante ao observado no capitulo 2 para os compoésitos CB/Lap, e provavelmente a
presenca da argila provoca a reducdo da permeabilidade ao vapor de agua nos compdsitos
pela acdo das lamelas da argila que agem como barreira fisica gerando um caminho tortuoso
para o vapor passar pelo material (LEBARON; WANG; PINNAVAIA, 1999; SHEN; CHEN,
2007).

Contudo, vale ressaltar que os materiais modificados com APTS apresentam maior
valores de permeabilidade (5,19 x10°, 4,77 x10° e 4,33x10®, para os materiais APTS-CB/Lap
15, 30 e 50%, respectivamente) em comparagdo aos compodsitos sem modificagdo, ou seja,
CB/Lap 15, 30 € 50% (2,85 x10°, 3,14 x10° ¢ 3,28 x10°, respectivamente), apresentados no
Capitulo 2, indicando que a presenca do APTS pode interferir na propriedade de barreira da

argila, possivelmente pelo efeito de formagdo de agregados, o que diminui a distribuigao
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uniforme da Laponita pela amostra e, consequentemente, pode aumentar a permeagdo ao

vapor de agua dos filmes.

5 - CONCLUSAO DO CAPITULO 4

No presente capitulo, foram apresentados os resultados obtidos da producdo e
caracterizagdo de novos compositos a base de CB/Lap organofuncionalizados com APTS. E
verificou-se através do FTIR, bandas caracteristicas de grupos -NH, e Si-O, presentes na
estrutura do silano e da argila, respectivamente, indicando a presenca destes materiais na
amostra. Além disso, a modificacdo da celulose provocou mudancas estruturais dos grupos
cristalinos da CB com o aparecimento do pico em 16,9° (010) e diminui¢ao da cristalinidade
relativa nos materiais organofuncionalizados. J4 nas imagens de MEV foi possivel notar a
presenga de granulos superficiais nas fibras dos compositos funcionalizados, provocado pela
agregacao da argila. Observou-se também a reducdo da estabilidade térmica e mudanga na
permeacdo ao vapor de agua, comparados com a CB, caracterizando a modificacdo do
polimero por APTS e Laponita. Portanto, conclui-se que a organofuncionalizagdo provocou
modificac¢des estruturais e na composicao dos materiais, sendo esse um indicio do sucesso da
incorporacdo de grupos amino nas amostras. Em trabalhos futuros pretende-se avaliar
comportamento dos filmes frente a adsor¢do de farmacos, viabilidade celular e atividade
antibacteriana para verificar o potencial para sistemas de liberagdo de farmacos e para uso

como curativos multifuncionais.
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CONCLUSAO DA TESE

No presente trabalho realizou-se uma prospecc¢do tecnoldgica para avaliagdo do
cenario cientifico e mercadoldgico de CB e argilas para uso como curativos ¢ sistemas de
liberacao de farmacos. Nesse sentido, visto o cendrio problema sobre feridas com perda de
pele, a necessidade de novos curativos e a potencialidade do uso de CB e argilas como
curativos e sistemas de liberagdo de farmacos, respectivamente, ficou evidente o carater
inovador no desenvolvimento de compositos a base de CB/argilas para como potenciais
curativos multifuncionais. Desta forma, no presente trabalho, realizou-se a produgao,
caracterizagao e testes de adsorc¢ao, liberagdo e viabilidade celular em (HDFa) dos compositos

a base de celulose bacteriana e laponita e verificou-se um aumento na estabilidade térmica,
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boa viabilidade celular, aumento da capacidade de adsorcdo do farmaco ciprofloxacina e um
controle da liberagdo do farmaco comparado com a CB isolada. Além disso, os materiais
obtidos apresentaram atividade antibacteriana nas linhagens de FEscherichia coli e
Staphylococcus aureus o que demonstraram ser promissores para O usO como curativo
multifuncional. E com o objetivo de compreender melhor a estrutura dos compdsitos e
correlacionar com a liberagdo do ativo, realizou-se testes utilizando técnicas de luz sincrotron
de quarta geragao, que possibilitaram entender melhor a deposi¢do superficial das argilas nas
fibras, o processo de liberacdo e a estrutura tridimensional de todos os materiais,
compreendendo assim os resultados de diminuicdo da permeabilidade ao vapor de dgua e a
modificacdo no sistema de liberagdo. Por fim, com o objetivo de avangar no desenvolvimento,
os compositos foram organomodificados por silanizagdo para incorporagao com grupos amino
(-NH;) visando propriedades antibacterianas intrinsecas e liberacdo de farmacos pH
dependente. Os compositos funcionalizados sofreram mudancas estruturais e quimicas que
comprovam a modificacdo do material, possibilitando uma nova gama de analises e

estratégias para desenvolvimento de materiais multifuncionais.

Portanto, a tese em questdo contribui para a criacdo e estudo de novos materiais como
possiveis curativos multifuncionais e servira também como base para novas pesquisas
envolvendo compositos CB/Lap organomodificados e seu potencial como curativos e

liberacao de farmacos.
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