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RESUMO

A versatilidade e a biocompatibilidade da celulose bacteriana (CB) permitem seu uso em
aplicacdes biomédicas, como no tratamento de lesdes cutadneas. A CB possui caracteristicas
importantes para um curativo, porém ndo possui capacidade antimicrobiana, sendo necessario
a adicdo de agentes farmacoldgicos. Uma alternativa é a incorporacdo de 6leos naturais, como
0 Oleo essencial de copaiba (OEC), 6leo essencial de geranio (OEG) e o 6leo vegetal de buriti
(OVB), que possuem efeito antibactericida, propriedades analgésicas e anti-inflamatorias.
Entretanto, a hidrofilicidade caracteristica da CB impossibilita a incorporacdo destes 6leos,
sendo uma alternativa a modificag¢do quimica da suspenséo de CB por silanizacao utilizando o
metiltrimetoxissilano (MTMS), obtendo uma matriz hidrofébica. Neste trabalho membranas
de CB foram desconstruidas, adicionadas de carboximetilcelulose (CMC) e desfibriladas em
moinho coloidal para obtencdo da suspensdo de CB. A suspensdo foi hidrofobizada e
liofilizada obtendo o aerogel hidrofébico. O aerogel de CB modificado apresentou elevado
grau de hidrofobizacdo com angulo de contato de 127,9° com a agua. Essa modificacdo
também pode ser comprovada pela anélise de FTIR na qual foi possivel observar as bandas
de vibracdo em 780 cm™, 905 cm™, e 1275 cm™ referentes as ligagOes feitas entre o silicio
derivado do reagente MTMS com o grupo metil (-CH), o carbono e o oxigénio da cadeia
celulosica. O aerogel silanizado foi capaz de absorver 1,76 vezes mais 6leo do que o aerogel
de CB padrdo. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que o aerogel silanizado ndo foi
toxico para as células de fibroblastos (L929) e queratindcitos (HaCat), permitindo viabilidade
celular de 85% e 95% apds 48 horas, respectivamente. As analises de CG-EM dos 0leos
mostraram que 0s constituintes majoritarios do OEC sdo os sesquiterpenos (77%), enquanto
gue do OEG sdo os monoterpenos (48%), e do OVB sdo os acidos graxos (86%). Quanto a
atividade antimicrobiana apenas o OEG apresentou acao bactericida para E. coli e S. aureus
na concentracdo de 16 mg.mL™? e acdo fungicida para C. albicans na concentragio de 4
mg.mL?. Na analise de citotoxicidade o OVB apresentou os melhores resultados de
viabilidade celular para ambas as linhagens. Apos 48 horas de cultivo celular, a concentracdo
de 100 pg.mL?* permitiu a viabilidade de aproximadamente 142% e 174% das células de
fibroblastos (L929) e queratindcitos (HaCat), respectivamente. Assim, os resultados obtidos
neste trabalho tornam promissor o uso do aerogel de CB silanizado incorporado de 6leos para
o tratamento de feridas.

Palavras-chave: Celulose bacteriana. Silanizag&o. Oleos naturais. Cicatrizagao.



ABSTRACT

The versatility and biocompatibility of bacterial cellulose (BC) allows its use in biomedical
applications, such as in the treatment of skin lesions. BC has important characteristics for a
dressing, but has no antimicrobial capacity, requiring the addition of pharmacological agents.
An alternative is the incorporation of natural oils, such as copaiba essential oil (OEC),
geranium essential oil (OEG) and buriti vegetable oil (OVB), which have antibacterial effect,
analgesic and anti-inflammatory properties. However, the hydrophilicity characteristic of BC
makes it impossible to incorporate these oils, being an alternative to chemical modification of
the BC suspension by silanization using methyltrimethoxysilane (MTMS), obtaining a
hydrophobic matrix. In this work, BC membranes were deconstructed, added with
carboxymethylcellulose (CMC) and defibrillated in a colloid mill to obtain the BC suspension.
The suspension was hydrophobized and lyophilized to obtain the hydrophobic airgel. The
modified BC airgel showed a high degree of hydrophobization with a contact angle of 127.9 °
with water. This modification can also be proved by the FTIR analysis in which it was
possible to observe the vibration bands at 780 cm™, 905 cm™, and 1275 cm™ regarding the
connections made between the silicon derived from the MTMS reagent with the methyl group
(-CH®), carbon and oxygen in the cellulosic chain. The silanized airgel was able to absorb
1.76 times more oil than the standard BC airgel. The cytotoxicity tests demonstrated that the
silanized airgel was not toxic to fibroblast cells (L929) and keratinocytes (HaCat), allowing
cell viability of 85% and 95% after 48 hours, respectively. The GC-EM analyzes of the oils
showed that the major constituents of the OEC are sesquiterpenes (77%), while that of OEG
are monoterpenes (48%), and OVB are fatty acids (86%). Regarding antimicrobial activity,
only OEG showed bactericidal action for E. coli and S. aureus at a concentration of 16
mg.mL*? and fungicidal action for C. albicans at a concentration of 4 mg.mL™. In the
cytotoxicity analysis, the OVB presented the best results of cell viability for both strains.
After 48 hours of cell culture, the concentration of 100 pg.mL™* allowed the viability of
approximately 142% and 174% of fibroblast cells (L929) and keratinocytes (HaCat),
respectively. Thus, the results obtained in this work make promising the use of silanized BC

airgel incorporated with oils for the treatment of wounds.

Keywords: Bacterial cellulose. Silanization. Natural oils. Healing.
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1 INTRODUCAO

A pele, o maior 6rgédo do corpo humano, tem papel crucial no processo de equilibrio e
na protecdo dos outros 6rgdos, esta sujeita a diversos tipos de lesdes e traumas (KIM et al.,
2019). O processo de cicatrizagdo depende de diversos fatores, como profundidade da ferida
(superficial, dérmica ou espessura completa), risco de infeccdo (limpas, contaminadas ou
sujas) e sua complexidade (simples, complexa ou complicada). Além disso, fatores inerentes
ao organismo do portador da lesdo, como idade, excesso de peso e ocorréncia de doencas
cronicas, como a diabetes (AMBEKAR; KANDASUBRAMANIAN, 2019) podem dificultar
0 processo cicatricial, sendo necessario o uso de medicamentos e/ou curativos.

O uso excessivo de antibioticos e drogas sintéticas para o tratamento de feridas pode
desencadear resisténcia de bactérias, tornando o medicamento ineficaz no tratamento, além de
poder causar reacGes alérgicas ao paciente e reduzir a umidade no leito da ferida (CHIN et al.,
2019). Portanto, curativos bioativos é uma alternativa promissora e necessaria a muitos
pacientes, principalmente para aqueles que ja apresentem comorbidades, tendo em vista que
eles podem acelerar e promover ativamente 0 processo de cicatrizacao.

Diferentes materiais poliméricos sdo estudados visando aplicacbes biomédicas,
especialmente os polimeros naturais devido a biocompatibilidade e similaridade estrutural
com a pele (NASERI-NOSAR; ZIORA, 2018). Dentre esses destaca-se a celulose bacteriana
(CB), que possui elevada pureza por ndo apresentar em sua composicdo lignina e
hemicelulose, frequentemente, associadas a celulose de origem vegetal. A CB possui
caracteristicas que sdo desejaveis a um curativo de pele, dentre elas biocompatibilidade,
elevada resisténcia a tracdo e flexibilidade, permeabilidade a vapores e absortividade de
fluidos (SULAEVA et al., 2015), biodegradavel, elevada porosidade e cristalinidade (SHAH
etal., 2013).

A CB é sintetizada por bactérias aerébicas e ndo patogénicas, que podem ter suas
propriedades adaptadas durante sua biossintese. Ap6s a formagdo da membrana tratamentos
fisicos e/ou quimicos podem ser empregados, afim de modificar, aprimorar e/ou agregar
caracteristicas especificas e desejaveis ao material celulésico. O aerogel de CB € obtido pela
desconstrucdo fisica do material celulosico, seguido de liofilizacdo, o qual deixa espacos
vazios no material, formando uma estrutura interconectada altamente porosa (KARADAGLI
et al., 2015; HU et al., 2014), que pode ser utilizada para incorporar/armazenar substancias
bioativas/farmacos, ao mesmo tempo que pode evitar a acelerada degradacdo dos compostos e
sua dosagem descontrolada (ESQUIVEL-CASTRO et al., 2019). Nesse sentido, o aerogel de
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CB pode servir como matriz para carrear propriedades especificas destinadas a auxiliar o
processo de cicatrizacdo de lesbes cutaneas.

A desconstrucdo fisica da CB realizada através de processos mecanicos tem como
finalidade obter uma suspenséo aquosa de celulose. A estabilidade e a homogeneidade dessa
suspensdo interferem diretamente na obtencdo do aerogel, aditivos quimicos com elevada
densidade de carga podem ser adicionados a suspensdo, a fim de impedir a agregacdo e
decantacgdo das fibrilas e para melhorar a desconstrucdo do material celuldsico. Um reagente
quimico muito utilizado é o radical 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxilo (TEMPO), que tem a
desvantagem do elevado custo. Uma alternativa é a utilizagdo de carboximetilcelulose (CMC),
que é um derivado soltvel da celulose, de baixo custo, ecoldgico, ndo téxico que pode ser
usado como alternativa promissora para melhorar a estabilidade das suspensGes de CB,
favorecendo a obtencdo de aerogeis com elevada porosidade e uniformidade (TSHILOVHI,
MISHRA, MISHRA, 2020; XIANG et al., 2018).

Diversos bioativos de origem natural, como os 6leos (vegetal ou essencial), podem
apresentar propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e antioxidantes importantes para a
cicatrizacdo tecidual. Além dessas propriedades, alguns sdo capazes de promover a
proliferacdo de células epiteliais (PEREZ-RECALDE; ARIAS; HERMIDA, 2018). Assim, a
utilizacdo dos Oleos naturais mostra-se alternativa promissora ao tratamento de diversas
injurias infecciosas, por sua biodisponibilidade, menor probabilidade de efeitos colaterais
(quando comparados as drogas sintéticas) e por evitar a resisténcia dos microrganismos (JI1JI
et al., 2019). Diante disso, destacam-se 0s 6leos de copaiba (Copaifera officinalis), geranio
(Pelargonium graveolens) e buriti (Maurtia flexuosa) que apresentam propriedades anti-
leshimanicida, antimicrobiano, anti-inflamatorio e antioxidantes, podendo atuar como
cicatrizantes naturais (RAHMAN et al., 2020; DEBONE et al., 2019; NOBRE et al., 2018).

Para se obter aerogeis de CB com propriedades oleofilicas, modificagdo quimica com
intuito de diminuir a alta hidrofilicidade inerente do material celuldsico, pode ser realizada
utilizando derivados do silicio (SALAKHOVA, 2012). A hidrofobizacdo do material
celulésico por silanizacdo utilizando o reagente trimetilmetoxissilano (MTMS) ocorre através
da insercdo de moléculas hidrofobicas de silicio na molécula D-glicopiranose (unidade
formadora da celobiose, monémero da celulose) (ZHANG et al., 2014).

Diante dos assuntos expostos, 0 presente trabalho teve como objetivo produzir aerogel
de celulose bacteriana silzanizada para a incorporagdo de 6leos naturais com propriedades
bioativas visando desenvolver um curativo de pele capaz de auxiliar no processo de

cicatrizacao de feridas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver aerogeis de celulose bacteriana silanizada incorporados com 0Gleos vegetais e
essenciais, visando obter um curativo bioativo para aplicacdo no tratamento de lesdes

cutaneas.

2.2 Objetivos Especificos
- Desenvolver um processo para obtencdo de suspensdo estavel de celulose bacteriana (CB),

utilizando carboximetilcelulose (CMC) e homogeneizador de alta rotacao;
- Modificar quimicamente a suspenséo de CB desfibrilada via reagdo de silanizagéo;

- Determinar as propriedades fisico-quimicas, morfologicas e citotoxicas do aerogel de CB

silanizada;

- Determinar as caracteristicas bioldgicas dos 6leos essenciais de copaiba e geranio e do 6leo

vegetal de buriti;

- Incorporar por absor¢do os dleos naturais na matriz de aerogel de CB silanizada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lesdes na pele

A pele, maior 6rgao do corpo, responsavel por desempenhar multiplas fung¢ées, como
capa protetora dos Orgdos internos e de musculos e barreira contra agentes externos.
(BOLZINGER et al., 2012). Além disso, a pele evita a desidratacdo corporal, participando
dos processos de regulacdo térmica, e possui mecanismos préprios de producao, ativacdo e
disseminacao de horménios, além de possuir protecdo contra microrganismos (CASTANO et
al., 2018). Esse 6rgdo € composto por trés camadas sobrepostas, a hipoderme, derme e

epiderme, que desempenham papéis distintos.

Figura 1 - Composicéo da pele

Epiderme

Derme

Hipoderme

Fonte: PELE (2020).

A hipoderme é a camada mais interna, composta por adipdcitos, responsavel pela
reserva energética e plasticidade da pele. A derme, camada intermediaria, é formada por
tecido conjuntivo, onde estdo presentes os fibroblastos, responsaveis pela sintese de colageno
e elastina, conferindo rigidez ao tecido. Ja a epiderme, a camada mais externa, estd em contato
direto com o ambiente externo, e é responsavel pelo processo regenerativo devido a presenca
de células estaminais, responsaveis pela manutengdo da temperatura corporal e pelo processo
de reparacéo de feridas (ROLIN et al., 2012; MOGOSANU e GRUMEZESCU, 2014). E na
epiderme, camada que faz fronteira com 0 ambiente externo, que estdo presentes 0s
queratindcitos, células responsaveis pela estrutura estratificada da pele (CASTANO et al.,
2018).
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Dependendo do tempo necesséario para que haja o reparo do tecido lesionado, as
feridas podem ser classificadas como cronicas ou agudas. As feridas crénicas, também
chamadas de Ulceras, sdo caracterizadas pela profundidade da lesdo (atingindo a derme e
hipoderme) e pelo longo tempo de cicatrizacdo, podendo levar mais de 12 semanas para que
complete todo o processo de regeneracdo tecidual (JARBRINK et al., 2016). Esse longo
tempo pode ocorrer devido as condi¢des fisioldgicas, inerentes a cada paciente, como no caso
de infeccOes persistentes, diabetes, precariedade e autocuidado no tratamento da lesdo. As
feridas denominadas agudas levam menos tempo para o processo total de cicatrizacdo,
normalmente sdo causadas devido a traumas ou cirurgias. A reparacdo do tecido passa por
todas as etapas de cicatrizacdo de maneira ordenada sem a necessidade de intervengdes (KIM
etal., 2019).

Logo apods ocorrer injurias ao tecido celular inicia-se o processo de cicatrizacdo. Esse
¢ um processo dinamico, que é realizado em quatro fases consecutivas: hemostasia,
inflamacdo, proliferacdo celular e remodelagdo do tecido (MOEINI et al., 2020). Na
hemostasia ha um estimulo de atividade celular e formacdo de coagulo para reduzir a perda de
sangue, formado através da aglomeracdo de plaquetas e por fibras de fibrinas. Na fase
inflamatoria ha a liberagdo de sinais quimicos que fazem com que diferentes células de defesa
migrem para o local lesionado. Os neutrofilos seguidos pelos macréfagos, sdo as primeiras
células a chegarem e realizarem o processo de limpeza da ferida pela remocéo dos patdgenos
e detritos celulares, seguida pelos queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais
(GUERRA; BELINHA; JORGE, 2018). Na fase de proliferacdo ocorre a re-epitelizacdo do
tecido lesionado, pelo influxo de queratinocitos, preenchendo os defeitos ocasionados pela
lesdo. Essa reepitelizacdo confere protecédo a ferida contra infeccGes e evita a dessecacéo do
tecido. Neste caso, parte do exsudado ndo infectado esta sobre a ferida, mantendo a umidade
da lesdo e fornecendo fatores de crescimento celular necessarios a cicatrizagdo. A Ultima fase,
a de remodelagéo tecidual, é caracterizada pelo aumento da resisténcia a tracao dos tecidos e
pela retracdo do excesso de vasos sanguineos presentes na lesdo, devido a mudanga na
estrutura do colageno que preenche as células de fibroblastos. Essa ultima fase é responsavel
pelo aspecto final da cicatriz ap6s o processo de cicatrizagdo (GANTWERKE e HOM, 2012).

A complexidade do mecanismo de cicatrizacdo da-se devido a grande variedade de
feridas e suas possiveis causas. As condicOes da lesdo e do paciente devem ser levadas em
consideracdo para a escolha correta do curativo (MOEINI et al., 2020). Esses devem facilitar
o0 tratamento e diminuir os riscos ao paciente. Embora o tecido da pele seja capaz de realizar o

auto reparo, algumas feridas como as Ulceras diabéticas, as queimaduras, e as feridas
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profundas ndo se curam de maneira espontdnea. Nesse caso, fazem-se necessarios a
intervencdo de natureza cirdrgica ou a utilizacdo de materiais com componentes bioativos que
estimulem o mecanismo de regeneracdo, desencadeando a cascata de cicatrizacdo
(CHOUHAN; MANDAL, 2020).

3.2 Curativos

O curativo ideal deve auxiliar na cura da lesdo, mantendo a umidade na ferida,
conferindo protecdo contra choques mecanicos, impedindo a contaminagdo microbiana,
permitindo a troca gasosa, absorvendo o exsudado e ndo aderindo a ferida, para permitir facil
e indolor remocao (WIEGAND e HIPLER, 2010; JAYAKUMAR et al., 2011), e minimizar a
formacdo de queldides (VOWDEN e VOWDEN, 2017). Além disso, € necessario que o
curativo seja flexivel e tenha certa resisténcia a ruptura, para evitar nova abertura da ferida
durante os dias de tratamento e os processos de troca (MOEINI et al., 2020).

A classificacdo dos curativos pode ser dada por diferentes maneiras, como sua fungédo
gue esse desempenharad na ferida (desbridamento, acdo bactericida, acdo anti-inflamatdria,
absorvente e aderente); seus constituintes utilizados em sua fabricacdo (hidrocoloides,
alginato, celulose bacteriana, e biopolimeros); sua forma fisica (podendo ser apresentados na
forma de espuma, filme, gel ou pomada). Esses dispositivos, por sua vez, podem ser
classificados em primarios, secundarios, ou do tipo ilha. Os priméarios possuem contato fisico
direto com a lesdo, enquanto 0s secundarios revestem os primarios. Ja os curativos do tipo
ilha sdo caracterizados por possuirem uma regido central cercada por revestimento adesivo,
tipo 0 BandAid® (BOATENG et al., 2007).

Segundo Sezer e Cevher (2011) os curativos podem ser distribuidos em trés
categorias: tradicionais, biologicos ou artificiais. Os curativos tradicionais compreendem as
gazes e bandagens a base de algoddo, que sd&o comumente utilizados em queimaduras. A
desvantagem do uso desse tipo de material esta no fato de que eles se aderem facilmente ao
local lesionado, podendo gerar desconforto, e sangramento devido nova ruptura do tecido no
momento da sua remoc¢do. Os biologicos, que sdo fragmentos oriundos de pele humana ou
animal, empregados como enxertos de pele. Embora apresentem boa adesdo ao local da
ferida, bem como teor de macromoléculas que constituem o tecido epitelial, 0 uso desse tipo
de material pode ocasionar sua rejeicdo pelo organismo e aumentar o risco de inflamagé&o.

Além disso, necessita de doadores o que dificulta e aumenta o custo do processo.
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Os curativos tradicionais e bioldgicos apresentam a problematica de estabilidade
associada aos riscos de infecces, dificultando seu uso, sendo necessario o uso de dispositivos
alternativos que evitem ou minimizem esses problemas, como os curativos artificiais. Os
curativos artificiais podem ser feitos a partir de polimeros naturais, como alginato, celulose
bacteriana, coldgeno, quitosana ou polimeros sintéticos, como no caso de poliuretano, teflon e
silicone (SEZER e CEVHER, 2011), sendo preferiveis no tratamento de feridas por possuirem
caracteristicas especificas para cada tratamento.

A interacdo entre 0s componentes presentes no curativo e na ferida deve ser levada em
consideracdo na selecdo do curativo para o tratamento tdpico da lesdo. Isso inclui as
caracteristicas e o potencial de liberacdo dos agentes cicatrizantes, a aderéncia do curativo a
ferida, a capacidade de tal produto ligar-se as bactérias, a absorcdo/retencdo do exsudado e
doacdo de fluidos (VOWDEN e VOWDEN, 2017). Como a principal funcdo do curativo é
assumir temporariamente as fungdes fisioldgicas do tecido lesionado, o processo de selecdo
do material, bem como sua fabricacdo, séo etapas que devem ser levadas em consideragéo.
Devem, portanto, simular as caracteristicas fisicas e quimicas dos tecidos danificados, de
modo que a resposta do corpo ao dispositivo seja minima (OTHMAN et al., 2018).

Compostos de origem natural estdo recebendo maior atencdo para aplicagdo de
biomateriais em curativos, devido a sua alta biocompatibilidade e boa interacéo celular (BAI
et al., 2016). Biomateriais a base de polissacarideos sdo usados no tratamento de feridas
devido as suas propriedades fisico-quimicas, bem como alta biocompatibilidade e elevada
biodegradabilidade (CHAUDHARI et al., 2016). Além disso, para que esses polissacarideos
possam ser usados como curativos, eles devem favorecer o crescimento das camadas da pele
(JAYAKUMAR, 2011). Pode-se utilizar um biomaterial como matriz para incorporacao e
liberacdo controlada de farmaco, de modo que as biomoléculas a serem liberadas
gradativamente ndo sofram degradacdo enzimética. Portanto, é importante que as

caracteristicas fisico-quimica sejam levadas em conta (PASCUAL-GIL et al., 2015).

3.3 Biomateriais

Biomateriais sdo materiais compativeis com o organismo, projetados para suprir as
necessidades bioquimicas e biofisicas do corpo, interagindo com o sistema biologico, tendo
como finalidade tratar, substituir e/ou potencializar fungdes, tecidos e/ou 6rgaos (XU et al.,
2019; MANAM et al., 2017). Esses materiais tomam forma, de maneira sozinha ou como

parte de um sistema complexo, e sdo usados para controlar as interagcdes entre 0s componentes
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vivos de um sistema (CHEN e THOUAS, 2014). De origem natural ou sintética podem ser
utilizados para melhorar as fungdes de drgdos e tecidos (LABUS; KAWECKI; NOWAK,
2012), bem como para substituir um componente corporal ou auxiliar funcdes fisioldgicas
(BOSE et al., 2018).

A biocompatibilidade € requisito essencial para que determinado material seja
considerado biomaterial, ou seja, ele deve corresponder adequadamente as necessidades do
hospedeiro sem causar prejuizo, toxicidade ou rejeicdo ao mesmo. A auséncia de reacoes
imuno-inflamatorias e a ndo rejeicdo sdo evidéncias de que o material € biocompativel com o
local a qual foi submetido (GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2019; PANG et al., 2020). Para
isso devem ser levadas em consideracdo as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos
materiais. No caso de materiais biodegradaveis, a biocompatibilidade é avaliada no decorrer
do tempo, havendo a possibilidade de ocorrer a formacdo de produtos de degradacdo, que
deverdo ser levados em consideragdo (NAIR e LAURENCIN, 2007).

Segundo Wang e colaboradores (2016), a bioadaptabilidade dos biomateriais esta
relacionada aos microambientes em que estdo inseridos, onde tanto o formato do biomaterial
guanto as caracteristicas dos tecidos que serdo reparados, devem ser harmonizados. As
propriedades fornecidas pelo biomaterial devem atender as necessidades da regeneracéo
tecidual, sejam elas fisicas, quimicas, biolégicas ou mecéanicas. Com isso, para a
bioadaptabilidade, os biomateriais devem se moldar e complementar a estrutura do tecido
lesionado.

Alguns biomateriais baseados em polimeros naturais vém sendo utilizados no processo
de regeneracdo 0ssea e na engenharia de tecidos devido a possibilidade de modificacdo das
propriedades dos mesmos, afim de obter caracteristicas desejadas e especificas de acordo com
cada aplicacdo (TORGBO; SUKYAI, 2018). Dentre tais polimeros, destaca-se a celulose
bacteriana (CB) com suas particularidades, que a torna um material bastante atrativo no

tratamento de lesdes cutaneas.

3.4 Celulose bacteriana (CB)

A celulose é considerada uma das macromoléculas poliméricas mais abundante do
planeta. Embora ela esteja presente, majoritariamente, na composicao de plantas vasculares,
tal componente pode ser encontrado em algas e pode ainda ser sintetizado por bactérias
(SAXENA; BROWN, 2005). A celulose bacteriana (CB) foi reportada pela primeira vez em
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1988 por Brown que verificou o crescimento de um tipo de uma pelicula com composi¢do
quimica semelhante a celulose das plantas (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014).

As bactérias aerobicas e ndo patogénicas, produtoras de acido acetico, do género
Agrobacterium, Ribozium e Sarcina sdo as que produzem a celulose de origem bacteriana,
porém a maior produtora do exopolissacarideo sdo as bactérias do género Acetobacter
(renomeada recentemente de Komagataeibacter). A maior vantagem da celulose produzida
por esses microrganismos estd no fato dela ndo possuir lignina e hemicelulose em sua
composicdo (FANG; CATCHMARK, 2015), sendo assim consideradas uma celulose com
elevada pureza.

Para a biossintese, a bactéria utiliza o nitrogénio e carbono presentes no meio
nutricional, havendo entdo a excrecdo e polimerizacdo da celulose na forma de cadeias 3-1,4-
glucanas, que sdo cadeias lineares. A formacdo da estrutura polimérica da celulose ocorre no
interior da bactéria, em seguida é excretada, na forma de microfibrilas, para o substrato até
que seja formada uma estrutura tridimensional (3D) de redes ultrafinas e entrelacadas de
nanofibras (VAN ZYL; COBURN, 2019).

A celulose produzida por bactérias apresenta diversas vantagens dentre elas, a
reprodutibilidade do material, que pode ser requerida em qualquer periodo, ja que ndo ha a
dependéncia das condicdes territoriais e climaticas. Ainda ha a possibilidade de modificacdo
genética dos microrganismos produtores de modo que eles sintetizem quantidades de celulose
desejadas (SHI et al., 2014). Possui também alta resisténcia a tracdo, elevada cristalinidade,
alta capacidade de absorcdo de liquidos e a forma adaptavel durante sua sintese (LIN et al.,
2013; UL-ISLAM; KHAN; PARK, 2012). A degradacédo da CB ocorre em temperaturas
superiores a 300°C. Além disso, ela ndo pode ser biodegradada no corpo humano, pois nele
ndo ha a presenga de enzimas e/ou &cidos suficientemente fortes que tenham a capacidade de
decompéb-la (ZANG et al., 2015).

A modificacdo no polimero de CB pode ocorrer in situ ou ex situ. No método in situ a
modificacédo e simples e uniforme, ao passo que produtos desejaveis sdo adicionados ao meio
de cultivo durante a sintese da CB. A desvantagem desse tipo de modificacdo encontra-se na
obtencdo de material de estrutura menos rigida devido a menor quantidade de interaces
intermoleculares. A modificacdo ex situ usada para modificar a superficie da CB, embora seja
mais complexa, tém a vantagem de ndo se limitar a modificacbes no meio de crescimento
bacteriano, ampliando assim as possibilidades e por consequéncia a gama de aplicacdes,
através da obtencdo de diferentes materiais com estruturas e propriedades distintas (PANG et
al., 2020).
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As caracteristicas de biocompatibilidade, elevada pureza e versatilidade inerentes da
celulose de origem bacteriana permitem com que ela seja utilizada em diferentes dispositivos
médicos. Sendo exemplos de tais aplicacBes, como curativos de pele, sanguineos, terapia
ocular, sistemas de liberacdo de drogas, sensores de diagnostico de doencas, materiais
odontoldgicos e regeneragdo de tecidos 6sseos (PICHETH et al., 2017). Além disso, a CB é
um polimero versatil e pode apresentar-se de diferentes formas, como por exemplo na forma
de aerogeis, criogéis, espumas, membranas, de acordo com as caracteristicas desejadas e
finalidades de seu uso.

Para se obter essas diferentes formas, tratamentos quimicos e/ou enziméaticos podem
ser aplicados para enfraquecer as fibras e facilitar a desintegracdo do material celuldsico,
diminuindo a energia necessaria para que tal processo ocorra (ROL et al., 2019). Um
tratamento muito comum é a oxidacédo utilizando o radical 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxilo
(TEMPO), sendo esse um catalisador de oxidagéo eficiente e estabilizador de suspenséo.
Quando comparado a oxidacdo enzimatica ou a oxidacdo catalisada por metais, 0 TEMPO
apresenta as vantagens de ter elevadas taxas de reacdo e conversdo, alta seletividade e baixo
custo quando utilizado como oxidante. Para que a reacdo de desfibrilacdo da celulose
utilizando o radical TEMPO seja realizada com sucesso, a reacdo deve ocorrer em meio
basico. Embora o processo seja eficiente, a desvantagem é que tal processo tem elevado custo
agregado (PIERRE et al., 2017).

A carboximetilcelulose (CMC) é um derivado da celulose obtido na forma de sal
sodico, gque possui elevada densidade de carga negativa quando dissociado em agua, € ndo
toxico, nao alergénico, de baixo custo e biodegradavel. Quando presente em suspensao de CB
favorece a formagéo de gel, conferindo estabilidade ao material, impedindo que haja a divisdo
entre as fases soélida e liquida da suspensdo desconstruida (ANDRADE et al., 2019;
JAVANBAKHT; SHAABANI, 2019). A presenca da CMC junto das fibras de celulose antes
da desfibrilagdo mecénica melhora a solubilidade em agua, estabilizando a suspenséo e
diminuindo o consumo de energia para a realizacdo da desconstrucdo do material (ROL et al.,
2019; VASCONCELOS et al., 2019). Assim, a CMC é uma alternativa promissora para a
estabilizacdo da suspensdo de CB e economicamente vidvel quando comparada aos reagentes
tradicionais, como o TEMPO.

Métodos fisicos de desintegracdo mecanica associados a pré-tratamentos quimicos sao
aplicados para a desconstrugéo da CB, como por exemplo para a obtencdo de nanofibrilas de
celulose (NFC). As principais operagOes mecanicas sdo homogeneiza¢cdo, moagem ou

refinacdo ultrafina, cryocrushing, ultrassom de alta poténcia, microfluidizadores e mistura de
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alta velocidade. Dependendo da técnica utilizada, devido as caracteristicas de cisalhamento e
energia aplicadas ao material celuldsico, as fibras na escala nanométrica poderdo apresentar
diferentes caracteristicas morfologicas, dificultando a padronizacdo do material final (QING
etal., 2013).

Equipamentos que utilizam alta pressdo e a passagem do material celul6sico por
orificios pequenos, sdo capazes de reduzir as nanofibras para um comportamento em escala
nano, como os microfluidizadores a alta pressdo. A desvantagem esta no possivel entupimento
desses canais, sendo necessario uma etapa anterior, um pré-tratamento, de moagem e refino
para a reducdo do tamanho das fibras do material antes do mesmo ser submetido ao
processamento final. No método de cryocrushing, as fibras de celulose encharcadas de dgua
sdo colocadas em contato com nitrogénio liquido e, em seguida, € realizada maceracdo do
material. A liberacdo das nanofibras por esse método ocorre através da aplicacdo de forca de
corte sobre as fibras congeladas, que acarretard no rompimento da estrutura fibrilar pela
pressao dos cristais de gelo formados durante o congelamento. A desvantagem de tal método
encontra-se na dificuldade de padronizacdo do processo e, por consequéncia, do material
obtido. Além das desvantagens especificas apresentadas para o uso do microfluidizador e do
Cryocrushing, ambos requerem elevado consumo de energia, possuem a limitacdo de volume
a ser submetido ao tratamento mecénico e produzem dispersdo aquosa com baixo teor de
solidos (ROL et al.,2019; ABDUL KHALIL et al., 2014).

Em outra vertente, tem-se 0 moinho coloidal de alta rotacdo, que € um equipamento
robusto empregado na desfibrilacdo de materiais celulésicos, sendo capaz de produzir fibras
de celulose com didmetro inferior a 10 nm. Nele a moagem ocorre pela passagem do material,
disperso em &gua, através de discos ajustaveis de pedras, fazendo com que a CB seja
desfibrilada por grandes forgas de cisalhamento quando a rotacdo é gerada. Diferente dos
equipamentos citados anteriormente, 0 moinho coloidal apresenta as vantagens de ter menor
custo agregado ao processo, operar com elevado volume (acima de 1,5 litros) e facilidade de
desmontagem/montagem do equipamento (RIBES et al., 2018; MAGALHAES et al., 2017).

3.4.1 Silanizagédo

A CB é um polimero insoltvel hidrofilico apesar de sua elevada afinidade por tal
solvente. Para a efetiva incorporagdo de substdncias hidrofébicas em sua estrutura,
modifica¢fes quimicas podem ser realizadas para superar tal limitagdo. Diferentes reacdes

quimicas de modificacdo podem ser realizadas nas fibras de CB, dentre elas tem-se a
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acetilacdo, cationizacdo, oxidagdo, adicdo de enxerto polimérico (como a policaprolactona,
um polimero biodegraddvel utilizado para melhorar propriedades mecénicas, de
processamento e permeabilidade do material ao qual é agregado) e silanizagcdo. Essas
modificagdes quando realizadas no material celuldsico devem preservar a0 maximo a
integridade de sua estrutura. Dentre essas técnicas, a silaniza¢do apresenta ser vantajosa pela
diversidade de reagentes derivados do silicio disponivel no mercado. Além do mais, estudos
mostram a melhoria das propriedades térmicas dos produtos submetidos a tal tratamento sem
alteracdes indesejaveis na estrutura do material polimérico (KHANJANZADEH et al., 2018).

A silanizagdo consiste na modificagdo quimica da [-glicopiranose, inserindo

moléculas hidrofobicas ou substituindo grupos funcionais que alterem a polaridade da -
glicopiranose tornando o material oleofilico, ou seja, com afinidade quimica para 6leo.
(PEREIRA, 2018).
Diferentes estudos vém sendo realizados utilizando reagentes derivados do silicio. A
utilizacdo de vapor quimico com octiltriclorossilano é uma alternativa para tal finalidade,
porém a distribuicdo no material ocorre de maneira ndo homogénea (CERVIN et al., 2011).
Compostos de organosilicio, como os clorosilanos e os alcoxissilanos, derivados do silicio
(Si), foram testados e o 6nus estd no fato de que os clorosilanos s&o rapidamente hidrolisados
em meio aquoso, promovendo baixo grau de silanizacdo. Além disso, a deposi¢do quimica de
vapores de alcoxissilanos e clorosilanos como o metiltrimetoxissilano e metiltriclorosilano
apresenta riscos devido a inflamabilidade e ao serem inalados sdo prejudiciais ao organismo
(ZHOU; XU, 2020). Em contrapartida, a utilizacio de solucdo aquosa de
trimetilmetoxissilano (MTMS) mostra-se vantajosa em relagdo as outras, visto que consiste
em uma Unica etapa de execugdo em meio aquoso, levemente acidificado até pH 4,0 e sem a
formacéo de sub-produtos toxicos (ZHANG et al., 2014).

Para avaliar a melhor condicdo de silanizagdo das suspensdes de celulose
nanofibrilada (NFC), Zhang e colaboradores (2015) investigaram o0 processo de
hidrofobizagéo utilizando meio acido, com valores de pH variando de 0,4 a 4,0. O resultado
satisfatorio foi obtido em pH 4,0, no qual foi alcangcado um material com alta hidrofobicidade,
maior estabilidade térmica e mecanica. Além do pH, a agitacdo e a temperatura interferem
diretamente no processo de silanizacdo da CB, pois favorecem a ligacdo do reagente as fibras
de celulose da suspensdo. Segundo Pereira (2018), no método de hidrofobizacdo da celulose
utilizando MTMS, a solucéo desse reagente sofre polimerizacao, ou seja, diversas unidades de
MTMS unem-se formando uma cadeia maior, que passa a receber o0 nome de

polimetilsiloxano. Esse, por sua vez, ao entrar em contato com a suspensdo acida de NFC
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haver4d a ligacdo covalente entre grupos derivados do silicio e as hidroxilas da pB-
glicopiranose. Esse processo faz com que ocorra a hidrofobizagdo da suspenséo de NFC de
forma mais efetiva e homogénea ao longo da estrutura. A Figura 2 representa

esquematicamente o que foi descrito acima.

Figura 2 - Representacdo esquematica do processo de silanizacdo da CB utilizando solucgéo de
MTMS.
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Fonte: Pereira (2018)

Diversos pesquisadores tém estudado tal modificagdo visando a remocéo seletiva de
solventes organicos e material oleoso de solugdes aquosas. Porem, tal modificacdo pode ser
uma alternativa ao processo de entrega de 6leos naturais, utilizando matrizes de CB, para o

tratamento de feridas, desde que o produto seja biocompativel.

3.5 Aerogeis

Os aerogeis sdo materiais ultraleves, porosos e de grande area superficial, obtidos pela
substituicdo dos agentes de intumescimento, de uma suspensdo aquosa (na forma de
hidrogel/gel) por ar (WEI et al., 2020). O tipo de secagem envolvida na transformacédo do
hidrogel/gel em aerogel tém influéncia direta em suas propriedades, podendo alterar sua
morfologia, porosidade e densidade. Tal processo de secagem do aerogel ocorre em duas
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etapas distintas, na primeira ha o congelamento da &gua presa na matriz, e no processo
seguinte, a &gua congelada é removida por sublimacdo (técnica conhecida como liofilizacao),
obtendo-se uma estrutura seca e porosa. A velocidade do congelamento € de extrema
importancia, visto que tera impactos na microestrutura, pois esta diretamente relacionada ao
tamanho dos cristais de gelo formado nessa etapa. Assim, quanto mais rapida for a etapa de
congelamento, maior sera a preservacao da estrutura porosa do aerogel (CIFTCI et al., 2017).

Os aerogeis podem ser produzidos a partir de diferentes fontes de matérias-primas,
como: albumina, gelatina, celulose, materiais inorganicos (como a silica, 6xidos de aluminio)
e carbono. Esses materiais podem ser utilizados como suportes em vazamentos
quimicos/6leos, catalisadores, armazenadores de energia, isolante térmico, material filtrante
para o tratamento de aguas residuais, dispositivos biomédicos, biosensores, dentre outras.
Além do mais, compostos funcionais podem ser inseridos afim de adicionar novas
funcionalidades, propriedades fisico-quimicas e mecanicas desejadas (WEI et al., 2020;
SMIRNOVA,; GURIKOV, 2018). A impregnacdo com substancias bioativas pode ser feita na
solucdo inicial (antes de haver a formacdo do hidrogel e posteriormente do aerogel) ou apds a
formacdo do aerogel atraves de impregnacdo supercritica ou por adsorcdo
(UBEYITOGULLARI; CIFTCI, 2016).

O diferencial em utilizar polimeros naturais, como é o caso da celulose bacteriana,
para a producdo de aerogeis esta na associacdo vantajosa de agregar as propriedades inerentes
do biopolimero de CB (como biocompatibilidade e adaptabilidade) com a elevada porosidade
e baixa densidade dos aerogeis (SMIRNOVA; GURIKOV, 2018). Os aerogeis de celulose
bacteriana além de serem produzidos a partir de um material de facil obtencdo e renovavel,
possuem boa capacidade de absorcdo de liquidos devido sua porosidade, sendo capazes de
absorver e reter elevadas quantidades de diferentes fluidos. Porém, o carater hidrofilico da
cadeia de celulose provoca o rompimento da estrutura porosa do material em contato com a
agua, gerando aerogeis de baixa performance (ELLEBRACHT; JONES, 2020; ZHANG et al.,
2019). Para solucionar esse problema, reacdes de hidrofobizagdo da CB podem ser
empregadas, como a silanizagéo, discutida anteriormente (item 3.3.2).

Na &rea biomédica, os aerogeis sdo utilizados apos processos de funcionalizacdo para
o tratamento de feridas da pele ou na engenharia de tecidos. O desafio encontra-se na
manutencdo da porosidade e densidade desses materiais (DARPENTIGNY et al., 2020; WAN
et al., 2019). A estrutura porosa tridimensional do aerogel € vantajosa para a fixacao celular,
pois a rede de poros interconectados é favoravel para a incorporagdo de compostos bioativos,

podendo funcionar como suprimento de oxigénio para as celulas e ainda pode ser via de
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absorcdo de subprodutos metabdlicos. Além disso, a alta porosidade permite absorver elevada
quantidade de exsudato, evitando que o local lesionado seja acometido por infecgdes. Tais
propriedades tornam o aerogel um material em potencial para a aprimorada entrega de
bioativos/farmacos para as células na cultura de tecidos (EL-NAGGAR et al., 2019; HALIB
et al., 2019). Segundo Manoukian e colaboradores (2016) o contato direto de material
nanofibroso, incorporado de substancias com propriedades cicatrizantes, com a ferida
favorece o processo de cicatrizacdo da lesdo e diminui o tamanho da cicatriz. Nesse contexto,
derivados de plantas incorporados nos aerogeis de CB podem conferir propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, que auxiliardo no processo de vascularizagdo, contracdo da
ferida e de re-epitelizagcdo. Sendo que a liberagdo controlada dessas substancias naturais pode
desempenhar papeis importantes no processo cicatricial, agindo na supressdo do processo
inflamatdrio e estimulando a sintese de colageno (GASPAR-PINTILIESCU; STANCIUC;
CRACIUNESCU, 2019).

3.6 Oleos naturais

A medicina popular utiliza diversos compostos naturais para o tratamento empirico de
diversas doencas (ALERICO et al.,, 2015). Pesquisas e comprovacdes experimentais
confirmam que algumas plantas apresentam propriedades benéficas para o tratamento de
feridas. A eficacia dos principios ativos presentes nessas plantas é demonstrada através de
estudos bioquimicos, farmacoldgicos e moleculares (PEREZ-RECALDE; ARIAS;
HERMIDA, 2018).

O uso de plantas ditas como medicinais no tratamento de feridas, seja na forma de cha,
cocgao, xaropes, pomadas, 0leos, entre outras ndo é apenas economicamente vantajosa, mas €
também um recurso renovavel acessivel e confiavel, além de apresentar menos efeitos
colaterais ao organismo (JARIC et al., 2018). A utilizagdo de oleos naturais no tratamento de
lesGes tem a vantagem de que eles possuem ampla gama de acdo contra bactérias, sem que 0
microrganismo desenvolva mecanismos de resisténcia (SIENKIEWICZ et al.,, 2017).
Diversos estudos associaram o uso de 6leos naturais com propriedades importantes ao
processo de cicatrizagdo, como anti-inflamatérias, antioxidantes e antimicrobianas (PEREZ-
RECALDE; ARIAS; HERMIDA, 2018).

As plantas produzem metabdlitos secundarios, que agem como mecanismo de defesa
contra agentes externos, herbivoros e microrganismos de sinalizacdo a estimulos ambientais.

Fazem parte desse grupo de metabolitos secundarios, as enzimas, taninos, flavonoides, 6leos
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essenciais (OE), oleos vegetais (OV) e outros. Cada planta sintetiza sua propria “mistura”
quimica de constituintes que fardo parte da composicdo desses subprodutos (BLOWMAN et
al., 2018). Vale ressaltar que a bioatividade dos 6leos naturais esta relacionada ao conjunto de
diferentes moléculas que os compdem, podendo essas ndo apresentarem atividades quando
avaliadas isoladamente (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Ambos os 6leos (essencial e vegetal) sdo extraidos da estrutura das plantas, a diferenca
entre eles é a parte usada para sua extracdo. Enquanto o 6leo vegetal é extraido de sementes e
frutos, o Gleo essencial é extraido de folhas, flores e caules. O 0Oleo essencial, representa
pequena parte da composi¢do das plantas (cerca de 5%) e sdo substancias liquidas de baixa
viscosidade, volateis e de aroma forte.

Os 6leos sdao compostos por uma mistura complexa, contendo mais de 20 componentes
diferentes, de massas moleculares e quantidades distintas. Embora a composicdo quimica
varie de acordo com as espécies e com o tipo de extracdo, de modo geral, os principais
constituintes pertencem a mesma classe quimica, sendo eles: aldeidos, cetonas, éteres, ésteres,
alcoois, hidrocarbonetos saturados e/ou insaturados, monoterpenos e sesquiterpenos, sendo
esses ultimos os componentes majoritarios responsaveis pela volatilidade acentuada dos 6leos
essenciais. Além disso, vale ressaltar que condi¢cbes como especie, clima, origem,
sazonalidade, fase de desenvolvimento da planta, dentre outros fatores, implicam diretamente
nas caracteristicas quimicas dos 6leos (SHARIFI-RAD et al., 2017; PEREZ-RECALDE;
ARIAS; HERMIDA, 2018; GURGEL et al., 2019).

As moléculas aromaticas que compde os 6leos essenciais sdo usadas a muito tempo ao
longo da histdria da humanidade e recebem atencéo especial na area de cuidados com a pele.
Porém, sdo escassos 0s estudos sobre os efeitos biologicos desses 6leos em relacdo as células
qgue compdem a pele humana (HAN; BEAUMONT; STEVENS, 2017).

3.6.1 Oleo essencial de Copaiba (Copaifera officinalis)

A éarvore do género Copaifera, pertencente a familia Legiminosae, é popularmente
conhecida como “copaiba”, ‘“copaibeira”, “pau-de-0leo”, “pau-de-balsamo”, ‘“cupa-yba”
(Figura 3). Esta tltima denominacdo foi oriunda da lingua indigena tupi, que significa arvore
de reservatdrio ou arvore de deposito, denominada assim por armazenar em oleoresina em seu
tronco. Tal arvore pode alcancar até 40 metros de altura, com didmetro de tronco de até 4
metros (ARRUDA et al., 2019). E relatada a existéncia de 72 espécies, sendo que 16 delas

sdo, exclusivamente, brasileiras, localizadas nas regides Centro-Oeste, Sudeste e na floresta
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Amazonica. As espécies mais comuns no territorio brasileiro sdo: Copaifera officinalis L.,
Copaifera guianensis Desf., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera
multijuga Hayne, Copaifera confertiflora Bth., Copaifera langsdorffi Desf., Copaifera
coriacea Mart. e a Copaifera cearensis Huber (TOBOUTI et al., 2017).

4 Ny 3 SN

Fonte: Ferquima (2020).

O 6leo essencial da copaiba (OEC) é obtido pela destilacdo da resina extraida
diretamente do tronco da planta, de coloracdo variando do amarelo ao marrom. Seu uso tem
sido relatado desde a chegada dos portugueses ao Brasil, para diversas finalidades, dentre elas
para o tratamento de feridas. Tal produto teve seu uso aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) em 1972, sendo utilizado até os dias de hoje como produto medicinal (PIERI;
MUSSI; MOREIRA, 2009).

Os principais componentes bioativos do éleo proveniente da copaiba sdo 0s compostos
fenolicos, principalmente, os sesquiterpenos, predominantes em Oleos essenciais, e 0S
diterpenos que estdo em maior quantidade no oOleo resina (PATITUCCI et al., 1995;
GALUCIO et al., 2016). Na literatura ha relatos de cicatrizagio de feridas de diferentes
origens relacionados ao uso do 6leo de copaiba, o qual foi capaz de promover a contracéo da
ferida e de acelerar o processo cicatricial. Além disso, propriedade leshimanicida também foi
reportada ao uso desse 6leo (ALBUQUERQUE et al.,, 2017). As propriedades anti-
inflamatorias e antimicrobianas (principalmente contra bactérias gram-positivas) tornam esse
oleo promissor para aplicagdo em lesdes cutdneas infeccionadas, pois ele age na parede
celular dos microrganismos, liberando 0s componentes citoplasmaticos, causando assim, sua
destruicdo e, consequentemente, mantendo a ferida protegida contra patégenos (MOURA et
al., 2017).
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3.6.2 Oleo essencial de Geranio Bourbon (Pelargonium graveolens)

O género Pelargonium, pertencente a familia Geraniaceae é uma planta aromatica de
elevado valor financeiro, nativa da Africa do Sul. No Brasil, a espécie Graveolens é
conhecida como “malva com cheiro” (Figura 4). Ela ¢é cultivada principalmente para
finalidade de ornamentacdo e para a extragdo do seu 6leo e posterior aplicacdo na industria
cosmeética, para producédo de perfumes e esséncias. (BOUKHATEM; KAMELI; SAIDI, 2013;
MARTINS et al., 2017). Logo antes das plantas florescerem, elas sdo colhidas e processadas,
sendo o 0leo essencial de geranio (OEG) obtido por destilacdo a vapor das partes herbaceas,
tais como as flores (LALLI, 2006).

Figura 4 - Pelargonium graveolens (folhas e flores).

Fonte: Lush (2020).

As espécies perfumadas de Pelargonium séo, principalmente, exploradas na Africa do
Sul como remédio fitoterapico para tratamento de diversas enfermidades, por exemplo,
feridas, febre, supressdo de urina, resfriado e dor de garganta. E utilizado também para
estimular a producéo de leite em lactantes, como inseticida e para tratar parasitoses (LALLI et
al., 2008).

Os constituintes majoritarios presentes no 6leo de geranio sdo os alcoois: citronelol,
geraniol e linalol. Esses, por sua vez, podem se apresentar na forma isolada ou combinada a
ésteres, sendo responsaveis por 60-70% da composic¢do quimica do 6leo de geranio (LALLLI,
2006). Diversas propriedades biologicas atribuidas aos seus constituintes foram comprovadas,
dentre elas destacam-se antibacterianas, antifingicas, anti-inflamatoria, efeitos
hipoglicémicos e espasmolitico. Além disso, foram associadas a ele func¢Bes antialérgicas,
tonicas e diuréticas (BOUKHATEM; KAMELI; SAIDI, 2013; MAHBOUBI et al., 2018).

Tais propriedades tornam seu uso farmacologicamente vantajoso.
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3.6.3 Oleo vegetal de Buriti (Mauritia flexuosa)

O género botanico Mauritia, pertencente a familia Palmae, € uma palmeira facilmente
encontrada em regifes alagadas e Umidas no Brasil, como os mangues (Figura 5, lado
esquerdo). Essa planta apresenta como fruto o buriti (Figura 5, lado direito) que, por sua vez,
também ¢é conhecido como ‘“coqueiro-buriti”, “miriti”, “muriti”, “palmeira dos brejos”
(ALMEIDA, 1998). Esse fruto € comumente utilizado como alimento por ser rico em
vitaminas (A, B, C) e nutrientes (como célcio e ferro), que sdo essenciais para 0 bom
funcionamento do organismo (BARROS et al., 2014). Além do mais, o buriti tem aplicacdo
na industria de cosméticos e farmacéutica através do uso do 6leo que é extraido. A extracao
do 6leo vegetal de buriti (OVB) é feita por prensagem a frio ou por extracdo supercritica do
mesocarpo (NERI-NUMA et al., 2018).

Figura 5 - Mauritia flexuosa (&rvore, lado esquerdo e frutos, lado direito).
’ e A .' ‘."' X il ’

Fonte: Toda fruta (2020).

Quimicamente o 6leo vegetal de buriti, € composto por &cidos graxos (&cidos oleico e
palmitico), acido ascorbico e carotenoides, o que o torna aplicavel como produto bioativo,
principalmente, no que diz respeito a cicatrizacdo cutdnea. Tal aplicabilidade pode ser
associada ao buriti, pois seus constituintes sdo capazes de lubrificar e regenerar o0 manto
hidrolipidico que protege a epiderme (BATISTA et al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

A Figura 6 apresenta um panorama geral das etapas desenvolvidas no presente
trabalho. De modo geral, a primeira etapa consiste na producéo, purificacdo e neutralizacdo da
CB. A segunda etapa consiste na desconstrugdo do material celuldsico e adicdo do CMC. A
terceira etapa consiste na modificacdo quimica utilizando MTMS para hidrofobizar as fibrilas
desconstruidas. A etapa seguinte consiste na liofilizacdo do material silanizado e nao
silanizado (apenas a suspensdo de CB desfibrilada adicionada de CMC, considerada como
padrdo) com a obtencdo dos aerogeis de estudo: aerogel de CB e aerogel de CB silanizada. A

ultima etapa consiste na incorporacao dos 6leos nas matrizes desenvolvidas.

Figura 6 - Fluxograma das etapas desenvolvidas nesse trabalho.

Producéo de CB

Desconstrucdo da CB

Modificacdo quimica

CB padrao com MTMS

Obtencdo dos aerogeis

Incorporacdo de dleos
naturais

4.1 Materiais

Os reagentes utilizados neste trabalho: hidroxido de s6dio (NaOH), acido cloridrico
(HCI), carboximetilcelulose (CMC), trimetilmetoxissilano (MTMS), caldo infuséo, cérebro e
coracdo (BHI), soro fetal bovino (SFB), Meio de Eagles modificado de Dulbecco - alta

glicose (DMEM), penicilina-estreptomicina e a resazurina, foram adquiridos da
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Vetec®/Sigma-Aldrich. Ja os oOleos estudados foram adquiridos da Ferquima Ind. e Com.
LTDA (S&o Paulo, Brasil). Segundo a empresa, 0o Oleo Essencial de Copaiba (Copaifera
officinalis) foi obtido pela destilacdo a vapor do 6leo de copaiba balsamo da prépria empresa,
o Oleo Essencial de Geranio Bourbon (Pelargoniumx ssp) pela destilacdo a vapor das flores
da planta, e 0 Oleo Vegetal de Buriti (Mauritia flexuosa) foi obtido por prensagem da polpa e

sementes do fruto.

4.2 Métodos

4.2.1 Produgcéo e purificagdo da celulose bacteriana

As membranas de CB foram produzidas pela estirpe Komagataeibacter hansenii
(ATCC 53582) em meio de cultivo sintético HS (SCHRAMM; HESTRIN, 1954), composto
por glicose (20 g-L'1), peptona (5 g-LY), extrato de levedura (5 g-L™?), 4cido citrico (1,15 g-LY)
e fosfato de sédio dibasico (2,7 g'L1). O pH do meio foi ajustado para 5 com adicéo de acido
citrico na proporcao de 1:1 (v/v). O indculo (3% v/v) foi preparado em tigelas de vidro de 500
mL, pela adicdo de 3 mL da cultura contendo a bactéria produtora, sendo esta previamente
ativada em 120 mL do meio de cultura esterilizado em autoclave (121 °C/20 min). Em
seguida, o material foi cultivado em incubadora (BOD) a 30 °C, pelo periodo de 10 dias.
Apos a fermentacdo, as membranas foram purificadas em agua a 80 °C por 1 hora, por duas
vezes. Em seguida, as membranas foram imersas em NaOH (2% m/v) a 80 °C por 1 hora, por
duas vezes. Ap6s o tratamento alcalino, as membranas foram lavadas sucessivas vezes com
agua destilada a temperatura ambiente, até que as mesmas tivessem pH neutro. A Figura 7

esquematiza todo processo descrito acima.
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Figura 7 - Representacdo esquemaética do processo de producdo e purificacdo das membranas
de celulose bacteriana.
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4.2.2 Desfibrilacdo das membranas de CB

As membranas de CB de tamanho 20 x 30 cm foram cortadas em tiras de 5 x 30 cm e
descontruidas em equipamento de alta rotacdo (Robot coupe R502). O material desconstruido
foi ressuspendido em 1,5 L de agua destilada, para se obter uma concentracdo de 1% (m/v).
Na suspensdo obtida foi adicionado 0,2% (m/v) de carboximetilcelulose (CMC) para melhorar
sua homogeneidade e estabilidade. Essa metodologia foi adaptada de Andrade et al., 2019.
Em seguida, a suspenséo de 1,5 litros foi processada em moinho coloidal (Meteor Rex Inox I-
V-N) com recirculagdo, durante 10 minutos a temperatura ambiente para que fosse realizado a
desfibrilacdo do material celuldsico. Por fim, a suspensdo desfibrilada foi armazenada em

geladeira para posterior utilizacdo. As etapas mencionadas acima estdo ilustradas na Figura 8.
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Figura 8 — Representacdo esquematica do processo de obtencdo de celulose bacteriana
desfibrilada.
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4.2.3 Modificagdo quimica da CB desfibrilada

A funcionalizagdo por silanizagcdo da suspensdo de CB foi realizada utilizando o
reagente trimetilmetoxissilano (MTMS) 2% (v/v). 500 mL da suspensao de fibrilas de CB foi
colocada em béquer de 2 litros, sob agitacdo mecanica constante a 450 rpm e a temperatura
ambiente. Conforme procedimento adotado por Zhang e colaboradores (2015), o material foi
acidificado utilizando HCI 0,1 mol. L™ até pH 4.0. Em seguida, 500 mL do reagente MTMS

2% (v/v) foi adicionado gota a gota (na proporcdo de 1:1) por, aproximadamente, 1 hora.
Apds completa adicdo do reagente, o sistema continuou sob agitacdo mecénica por mais 2
horas. Por fim, a suspensdo modificada por silanizagdo foi armazenada e mantida em
recipiente de vidro fechado e sob refrigeracdo (~4 °C) até seu uso. O processo de

funcionalizagcdo por MTMS da suspensdo de CB esta representado na Figura 9.
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Figura 9 - Representacdo esquematica do processo de silanizacdo da suspensdo de celulose

bacteriana.
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4.2.4 Preparo dos aerogeis a partir das suspensdes de CB padréo e CB silanizada

Aproximadamente 1g das suspensdes de fibrilas de CB padrdo (ndo modificada) e CB
silanizada foram colocadas em placas de 24 pocos, sendo o didmetro de cada pocgo de
16,25mm e submetidas ao congelamento rapido em ultra-freezer regulado a -80 °C. Em
seguida, o material disposto na placa de pocos foi liofilizado (K105Liotop) a pressao de 1000-
1200 pHg e temperatura de -100 a -30 °C por 48 horas. Por fim, os aerogeis foram removidos
da placa de pogos, estocados em placas de petri vedadas com Parafilm e armazenadas a

temperatura ambiente. A Figura 10 esquematiza as etapas de preparo dos aerogeis.
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Figura 10 - Representacdo esquematica do processo de obtencdo dos aerogeis de CB padréo e

CB silanizada.
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4.2.5 Incorporagdo dos 6leos naturais nos aerogeis de CB padréo e CB silanizada

Para incorporar os 6leos naturais (6leo essencial de copaiba (OEC), 6leo essencial de
geranio (OEG) e 6leo vegetal de buriti (OVB) nos aerogeis desenvolvidos, 5 mL de cada 6leo
foi adicionado em béquer de vidro de 10 mL. Em seguida, os aerogeis de CB padrdo e CB
silanizada (cujos didmetros médios eram de 14,21 mm e 14,89 mm, respectivamente), foram
imersos nos béqueres contendo os dleos por 1 minuto para completa absorcédo e saturacdo do
material. O Oleo presente na superficie dos aerogeis foi removido cuidadosamente com o
auxilio de papel filtro absorvente. Os aerogeis funcionalizados com os Oleos foram
armazenados em placas de petri a temperatura ambiente. A Figura 11 representa o
procedimento de funcionalizacéo dos aerogeis de CB padréo e CB silanizada.
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Figura 11 - Representacdo esquematica do processo de funcionalizacdo dos aerogeis de CB
padrdo e silanizada em agua, em Oleo essencial de copaiba (OEC), em 6leo essencial de
geranio (OEG) e em 0leo vegetal de buriti (OVB).

Aerogeis de CB padrio e CB silanizada em contato com

os liquidos por 1 minuto Remocdo do excesso de liquido em papel absorvente

4.3 Caracterizacoes
4.3.1 Medidas de porosidade e densidade

Os célculos de densidade e porosidade dos aerogeis foram medidos de acordo com a
metodologia proposta por Zhang e colaboradores (2014). A densidade aparente dos aerogeis
foi calculada a partir da altura/espessura, diametro utilizando régua gradua e massa das

amostras utilizando balanca de prescisdo, em triplicata (n=3), utilizando a Equacéo 1:

Pa = E (1)
Onde:

p4 = densidade aparente (g.cm)

m e V = massa (g) e volume (mL) da amostra, respectivamente

A densidade do material sélido (ps) foi calculada com a Equacéo 2:

1
Ps = »lfmc'eiuiu.se} (%u:h:mm‘
{ + J}

«Peelulose Ppoli MTMS
1
= — 2
Ps I,lzl.'-— Mroii .;MTMS:.J}+ (mpclii .;MTMS)‘} ( )
Peeluloze Fpoli (MTME) J

Onde:

M_.wi0ss = Massa da celulose na amostra (g)
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M0 mris = Massa da fracdo de polimetilsiloxano
Tendo a celulose e 0 MTMS densidades de 1500 (£,.zu10-s) € 1900 kg.m ™3 (PootitmTaes))s

respectivamente, pode-se calcular a massa da fragdo de polimetilsiloxano, substituindo na

seguinte Equagéo 3:
Wooli (MTMS) ~ [%l] X100 (3)

Onde:

m,4 = massa da amostra
Mg = massa das fibrilas de celulose na amostra

Por fim, a densidade relativa é entdo calculada através da Equacéo 4:

densidade relativa= 22 (4)
ps

Para os aerogeis de CB padrdo que ndo foram quimicamente modificados com MTMS,
deve-se substituir p; pela densidade da celulose, 1500 kg.m ™2 (PEREIRA, 2018).

A porosidade (P) das amostras foi calculada pela Equagéo 5:

P (%) = (1- =222 ) x 100 (5)

Onde, p, e ps referem-se a densidade aparente (g.cm™) e a densidade do material solido

(g.cm™3), respectivamente.
4.3.2 Grau de encolhimento

O grau de encolhimento mensura a porcentagem de reducdo no didmetro que o
material sofreu apos a liofilizacéo, sendo calculado a partir da Equacao 6:

(dp—dg

Encolhimento (%) = ———*= x 100 (6)

45
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Onde, d, e d, referem-se as diametros da placa de 24 pogos (16,25 mm) e do aerogel, ambos

medidos utilizando régua graduada, respectivamente.
4.3.3 Difragéo de raios-X (DRX)

A analise de difracdo de Raios-x das amostras em pé foi realizada em difratdmetro
PANalytical, modelo Xpert Pro MPD, operando a 40kV e 40mA com tubo de cobalto (Co), A
de 1,789A. A andlise foi realizada utilizando varredura de 10° a 50°, a uma velocidade de
varredura de 0.13°/min. Os gréaficos foram desenhados utilizando o Software OriginPro 8.5.

A partir dos espectros obtidos, o indice de cristalinidade (Ic) dos aerogeis foram
determinados através do método empirico proposto por SEGAL (1959), utilizando a Equacao
7.

lc (%) = 22— x 100 (7)

14D

Onde:
I,,, = referente a intensidade méxima, relacionada ao pico que representa a regido cristalina
da celulose, localizada no angulo de 26 ~ 26,7°;

I, = referente a intensidade minima, relacionada ao inicio do pico que representa a regido

amorfa da celulose, localizado no angulo de 26 ~ 22,5°- 23°.

4.3.4 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A anélise de FTIR foi realizada em equipamento Perkin Elmer, modelo Spectrum
Two. As amostras em p6 dos aerogeis foram misturadas com KBr, na proporgéo de 3% (m/m)
e, posteriormente, prensadas (3 toneladas) para obtencéo das pastilhas. A leitura varreu uma

faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™t, em modo transmitancia.

4.3.5 Analise Termogravimétrica (ATG)

A andlise de termogravimetria foi realizada no equipamento TGA-QMS, modelo STA
409. Para essa analise foi utilizada atmosfera de ar sintético (@, e N,), com fluxo de gas

constante a uma vazdo de 40 mL/min. As amostras em pd dos aerogeis (= 5 mg) foram
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submetidas a faixa de temperatura de 50 ° a 600 °C, sob taxa de aquecimento de 10 °/min. Os
graficos foram desenhados utilizando o software OriginPro 8.5.

4.3.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas utilizando equipamento da TA Instrument, modelo
DSC Q20, sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo de gas constante de 50mL/min. As
amostras em po (= 4 mg) foram colocadas em panela de aluminio herméticas e aquecidas a
uma faixa de temperatura de -50° a 350°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min. Os
graficos foram desenhados utilizando o software OriginPro 8.5. A variacdo de entalpia da
reacdo de decomposicdo foi calculada a partir da area do pico endotérmico através do
programa OriginPro 8.5.

4.3.7 Microscopia eletronica de varredura//Espectroscopia de energia dispersiva
(MEV/EDS)

Para as analises microscopicas pequenos pedacos dos aerogeis foram cuidadosamente
cortados para manter intacta sua estrutura e colocadas em “stubs”, e metalizados, com fina
camada de ouro, em equipamento Emitech, modelo K550. Apds, os materiais foram
colocados em microscopio com dispositivo de energia dispersiva (EDS) FEG/Quanta-250,
operando a 15kV sob vécuo. A partir das micrografias obtidas o tamanho de poro dos aerogeis

foram medidos pelo Software ImageJ.

4.3.8 Angulo de Contato

As medi¢des do angulo de contato foram realizadas utilizando o software GBX
Instrumentation Specifique. As gotas de adgua destiladas foram depositadas diretamente sobre
a superficie das amostras de tamanho 1 cm x 1 cm. Os angulos de contato com a dgua foram
medidos através do programa Angle Calculator. As imagens do contato da gota com a
superficie das amostras foram capturadas por camara Nikon. Tal analise foi feita em triplicata

(n=3), para calculo de média e desvio padrao.
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4.3.9 Absorcdo de liquidos

A capacidade de absorcdo de liquidos nos aerogeis foi medida por imersdo das
amostras em béquer a temperatura ambiente, com aproximadamente, 20 mL do liquido (agua
e dos 0leos naturais). A imersdo das amostras (1,5 cm x 1,5 cm) ocorreu até a saturagdo delas,
por aproximadamente, 1 minuto. A saturacdo foi observada pela mudanca no aspecto visual
dos aerogeis. Apds completa saturagdo, os materiais foram retirados do béquer e o excesso de
liquido na superficie foi delicadamente removido com auxilio de papel filtro. O grau de
absorcdo de liquidos pelos aerogeis foi calculado a partir das massas iniciais e finais das
amostras, como mostrada na Equacdo 8. A analise foi realizada em triplicata (n=3) para o

calculo da média e desvio padrao.
J"’f _J'd
CAbsor;ﬁﬂ = SMD : (8)

Onde: M, é a massa final da amostra, em mg.

M, é a massa inicial da amostra (0,005 £ 0,002 mg).

4.3.10 Viscosidade absoluta

A viscosidade dos 6leos naturais (Pa.s) foi determinada em viscosimetro Anton Paar,
modelo Stabinger SVM 3000. Para a analise, aproximadamente, 5 mL da amostra foi injetada
no equipamento, passando através de uma célula de viscosidade, com temperatura regulada de
26 °C.

4.3.11 Cromatografia gasosa acoplada ao espectréometro de massa (CG-EM)

Os dleos naturais foram analisados por cromatografia gasosa acoplada com
espectrometro de massa (CG-EM) em equipamento Shimadzu, modelo QP - 2010 Ultra. A
coluna Rtx-5MS (5% difenil e 95% dimetil polissiloxano), com 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
com aquecimento programado de 35 °C a 180 °C, a uma taxa de aquecimento de 4 °C/min,
seguida de 180 °C a 280 °C, a uma taxa de aquecimento de 17°C/min e mantendo a

temperatura de 280°C por 10 minutos. O gas heélio (He) foi utilizado como meio carreador de
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volateis regulado a uma vazdo de 24,2 mL/min, sendo o injetor operado a temperatura de 250
°C.

Em especial, para a analise do Oleo de buriti foi necessario fazer, previamente a
transmetilacdo do 6leo, conforme método estabelecido pela IUPAC (1987). Para isso, 500 mg
do éleo foi solubilizado em 5 mL de hexano P.A e KOH 0,1mol/L (5,6 mg) preparado em
metanol 5,0 mL. A solugéo foi transferida para tubo de ensaio e colocado em banho maria a
50 °C por 1 hora. Em seguida, adicionou-se mais 5 mL de hexano P.A e 15 mL de HCI 5%
(v/v). A mistura foi transferida para funil de decantacdo para separacdo da fase hexanica ou
transmetilada (fase que contém os ésteres metilicos) da fase aquosa. A andlise quimica dos
constituintes presentes no 6leo de buriti foi realizada na mesma coluna utilizada para
determinacdo dos constituintes dos 6leos essenciais, diferindo nas temperaturas de operagéo.
A rampa de aquecimento para analise do 6leo vegetal de buriti foi 140 °C por 10 minutos,
seguido de aquecimento de 140 °C a 250 °C, a taxa de 7 °C/min e 250°C por 10 minutos. A
vazdo do gés He utilizado como carreador foi de 24,9 mL/min, sendo as temperaturas do
injetor e do detector de 250 °C.

Os compostos foram identificados a partir dos tempos de retencéo relativos obtidos na
analise e pela comparacdo dos espectros de massa com 0s presentes no banco de dados do
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST).

4.3.12 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada no Laboratério de Microbiologia e
Parasitologia da UFC (Campus Sobral), os 6leos naturais foram testados para as bactérias
gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC15442), Klebisiella pneumoniae (ATCC
700603), Escherichia coli (ATCC 25922) e gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC
25925). As bactérias foram reativadas a partir da inoculagdo de 50 pL da cultura estoque em
um tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI) que,
posteriormente, foram incubadas a 37 °C por 18 horas em aerobiose. Apds o crescimento da
cultura bacteriana, sua concentracdo foi ajustada para 102 UFC/mL, em escala 0,5 de
McFarland. Em seguida, a solugdo obtida foi diluida em caldo BHI na proporcéo de 1:10 mL.
Para o teste, foi utilizado 5 puL da solugdo com concentracdo final de 5x10* UFC/mL. A
determinacédo da concentracédo inibitoria minima (CIM) foi realizada segundo metodologia da

microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pocos padronizada de acordo com a norma do
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CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2018). As placas foram analisadas
pelo leitor de Elisa (BIO Trak Il — Plate Reader®), no modo absorbancia e pelo comprimento
de onda A= 620 nm.

Para os fungos, o teste foi realizado com Candida albicans (ATCC 90028), que foi
reativada em Caldo Sabouraud Dextrose por 48 horas a 25°C e o ajuste com escala 0,5 de
McFarland com posterior diluicdo de 1:2000 pL em meio RPMI-1640. Para o teste foi
utilizada 100 pL da solugio ajustada, obtendo-se uma concentragdo final de 0,5x10° a 2,5x10°
UFC/mL. A determinacdo da concentracao fungicida minima (CFM) seguiu a metodologia da
microdiluicdo em placas conforme o documento NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS, 2002). As placas foram analisadas pelo leitor de Elisa (BIO
Trak Il — Plate Reader®), no modo absorbancia e pelo comprimento de onda A= 620 nm.

O teste foi realizado com 4 repeticdes para cada microrganismo, da seguinte forma:
para bactérias, foi adicionado 100 uL de caldo BHI nos pogos das colunas 1 a 11, em seguida
0s pocos da coluna 1 receberam 100 pL do respectivo 6leo na concentragao de 32.000 pg/mL,
posteriormente foi realizada a diluicdo seriada, ou seja, foram retirados 100 puL dos pogos da
coluna 1 passando para 0s pogos das colunas subsequentes fazendo movimento de “up and
down” para obtengdo das seguintes concentragdes: 16000 pg/mL; 8000 pg/mL; 4000 pg/mL;
2000 pg/mL; 1000 pg/mL; 500 ug/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 ng/mL; 31,25 ug/mL e
15,6225 pg/mL. Ao finalizar esta etapa de diluicdo cada pogo recebeu 5 puL da suspensdo
bacteriana previamente ajustada. Na Ultima coluna da placa ficaram os controles: negativo
(meio BHI), turbidez (meio BHI+ éleo teste) e o controle positivo (cultura bacteriana).

Para C. albicans foi adicionado 100 uLL de meio RPMI-1640 das colunas 2 até 11, a
coluna 1 recebeu 200 pL de 6leo, o qual foi diluido de forma seriada, as concentragdes
obtidas foram as mesmas descritas anteriormente. A placa foi finalizada com 100 pL de
solucéo com o fungo devidamente ajustada e a Gltima coluna abordou os controles.

Apos finalizar a montagem da placa foi realizada uma leitura inicial (tempo zero)
através de um leitor de ELISA em comprimento de onda de 620 nm. Em seguida, a
microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas e apds esse periodo foi realizada uma nova
leitura no Elisa para quantificar o crescimento microbiano.

A determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada utilizando-se
0 método proposto por Courvalin et al. (1985). Apés a determinacdo da CIM, foi transferido
10 uL dos pogos onde ndo houve crescimento microbiano visivel para placas de Petri
contendo meio Agar Muller Hinton, para as bactérias, e em seguida foram incubadas a 37 °C

por 24 horas em estufa de aerobiose. Meio Agar Saboraud foi utilizado para C. albicans
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incubadas a 25 °C por 48 horas em aerobiose. A CBM e CFM foram consideradas como a
menor concentracdo do 6leo essencial onde ndo houve crescimento celular sobre a superficie

do agar inoculado (99,9% de morte microbiana).

4.3.13 Citotoxicidade

Os aerogeis produzidos foram submetidos ao teste de viabilidade celular utilizando o
método indireto, no qual as células sdo colocadas em contato com o meio de cultura DMEM
por 24 horas para obtencao do extrato desses materiais. As células utilizadas nesse teste foram
as celulas de fibroblastos de camundongo (linhagem L929) e queratindcitos de pele humana
(linhagem HaCat). Para esse ensaio 0s aerogeis foram esterilizados em autoclave, 121 °C por
15 minutos. Tal processo é considerado seguro, rapido, econdmico e ndo téxico (Andrade et
al., 2019). Para obtencdo do extrato, os aerogeis foram colocados em placas de 6 pocos,
adicionado 1 mL de meio DMEM e esperado, aproximadamente, 1 minuto para saturacao do
material. Em seguida, o restante do meio n&o absorvido foi removido e foi adicionado mais 1
mL de meio. O DMEM utilizado para ambas as linhagens contém 1% (v/v) de penicilina-
estreptomicina e 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), diferindo apenas na adicdo de 100
mM de piruvato de sddio para o meio destinado a linhagem HaCat. As placas foram
incubadas pelo periodo de 24 horas a 37 °C, seguindo a recomendacdo da Organizagdo
Internacional de Padronizacdo (ISO 10993-12). Apo6s esse periodo, 0s extratos foram
coletados para o ensaio.

Para os 6leos naturais, os extratos contendo o éleo a ser analisado foi preparado uma
“solugdo mae” constituida por 10 mg do 6leo, sendo esse dissolvido em 100 pL de DMSO e
900mL de meio DMEM completo. Para completa homogeneizacdo dos constituintes, o
material foi homogeneizado em agitador Vortex. A partir dessa solugéo foram feitas diversas
diluicbes para que os dleos fossem testados nas seguintes concentragdes: 10, 50, 100, 500 e
1000 pg/mL. Para o controle negativo foi utilizado meio DMEM contendo DMSO nas
mesmas concentragdes em que os Oleos foram testados. Para o controle positivo 0 DMEM
suplementado foi utilizado.

A anélise de viabilidade celular com os fibroblastos (L929) foi realizada utilizando
5x10° células/poco, ja a densidade de células utilizadas para a analise com queratindcitos
(HaCat) foi de 10x10° células/poco. As linhagens foram semeadas em meio DMEM

suplementado, em placa de poliestireno de 96 pogos, sendo incubadas a 37 °C por 24 horas,
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em atmosfera controlada contendo 5% de CO2 e 95% de ar. Apés esse periodo de incubag&o,
0 meio de cultura foi removido dos pocos e 100 pL dos extratos dos aerogeis foram
adicionados em cada pogo. As placas foram novamente incubadas, sob as mesmas condicdes
descritas anteriormente, sendo submetidas a 24 e 48 horas de incubacdo. Apos os referidos
periodos, os extratos foram removidos dos pocos e foi adicionado 130 pL do meio DMEM
suplementado adicionado de 10% (v/v) de rezasurina estoque (10x). Esse novo meio foi
distribuido nos pogos e as placas incubadas por 4 horas sob as mesmas condicdes descritas
acima. Decorrido tal periodo, foi feito up-down para garantir a homogeneizacao e 100 pL do
meio metabolizado pelas células foi transferido para nova placa de poliestireno de 96 pocos.
A viabilidade celular foi medida em leitor de microplacas (SpectraMax i3x, Molecular
Device, Sunnyvale, USA) pelo modo de fluorescéncia, usando os comprimentos de ondas de
A

sxcitagio
=560 Nnm e A_.ciaez, = 590 Nm.  Foram utilizados controles positivo e negativo, para o

primeiro foi utilizado apenas meio de cultura DMEM suplementado e para o Gltimo DMEM
contendo 40% (v/v) de DMSO. A viabilidade do controle positivo foi ajustada para 100%.
Foi feito o calculo dos valores médios e o desvio padrdo dos resultados.

A viabilidade celular foi medida através da Equacéo 9:

Viabilidade Celular (%) = ( — famostra )x 100 (9)

controle positivo

Onde: Famostra = € referente a leitura de fluorescéncia do poco no qual as células foram
colocadas em contato com o extrato dos materiais.
Feontrole positivo = € referente a leitura de fluorescéncia dos pocos de células expostas

apenas ao meio de cultura DMEM suplementado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5. 1 Obtencéao dos aerogeis de CB padréo e CB silanizada

Apos a liofilizacdo das suspensbes de CB padrdo e CB silanizada foram obtidos seus
respectivos aerogeis, como mostrado na Figura 12. O aerogel de CB padrdo apresenta
estrutura irregular, provavelmente pelo fato de apresentar apenas material celulésico
desconstruido, no qual as fibrilas estdo dispersas na suspensdo celulésica. Por outro lado, o
obtido da CB silanizada apresentou estrutura visualmente mais uniforme, com aspecto

esponjoso e maleavel.

Figura 12 - Fotografias dos aerogeis a) CB padréo e b) CB silanizada.

5.2 Caracterizagdo dos aerogeis
5.2.1 Porosidade e Densidade

Para serem considerados aerogeis, 0s materiais devem apresentar valores de densidade
real entre 0,004 - 0,5 g.cm™2, porosidade superior a 85%, tamanho de poro entre 0,2-50 nm e
grau de encolhimento inferior a 35% (ZAMAN et al., 2020). Os aerogeis de CB obtidos nesse
estudo apresentaram propriedades fisicas que os enquadram como aerogel. Os valores de

densidades, porosidade e grau de encolhimento estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Densidade aparente, densidade real, porosidade e encolhimento dos aerogeis de
celulose bacteriana (CB padréo) e celulose bacteriana silanizada.

Aerogel de CB padrdo  Aerogel de CB silanizada

Densidade aparente (g.cm ™) 0,016 0,013
Densidade real 0,012 0,009
Porosidade (%) 98,7+0,1 99,0+0,1

Encolhimento (%) 12,5+0,2 8,3+0,1
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Pelos resultados mostrados na tabela acima nota-se que o aerogel de CB padréo foi
mais denso do que o aerogel obtido apds a silanizacdo da suspensdo de CB. Ao avaliar, pela
primeira vez, a hidrofobizacdo de suspensdes de nanocelulose utilizando solucdo de MTMS e
secagem por congelamento, Zhang e colaboradores (2015) obtiveram aerogel com

porosidade superior a 99%, ultraleve, com valores de densidade inferiores a 0,017 g.cm™3,

Tais valores sdo proximos aos obtidos no presente estudo.

A elevada porosidade de ambos os materiais pode ser relacionada a etapa de
congelamento, visto que durante esse processo cristais de gelo sdo formados deslocando as
fibras presentes no material para outras regifes. Durante a liofilizacdo do material a 4gua é
removida, deixando espacos vazios na estrutura (ZHANG et al., 2015) e com isso forma uma
estrutura porosa e ultraleve. Vale ressaltar que a porosidade é uma caracteristica importante
para 0s curativos, pois € atraves dela que o material é capaz de absorver o exsudato, realizar
trocas gasosas entre o ambiente externo e o leito da ferida e ainda servir como meio de
absorcdo de exsudato, armazenamento e liberacdo controlada de farmacos e/ou compostos
naturais (CAO et al., 2017).

Quanto ao teor de encolhimento, o aerogel de CB padrdo apresentou teor de
encolhimento superior ap6s o processo de liofilizacdo. A dispersdo uniforme do material
celulésico no aerogel é capaz de inibir o encolhimento do material, conferindo ao mesmo
maior porosidade e menor densidade (ZHANG et al., 2020). A hidrofobizacdo da suspenséo
de CB pode estar diretamente relacionada ao menor grau de encolhimento sofrido pelo
material silanizado, visto que no processo de congelamento da agua, ela ndo esta diretamente
ligada ao material. Assim, a modificacdo quimica da estrutura de celulose impediu ou
dificultou a interagdo da dgua com o material, fazendo com que menos cristais de gelo fossem
formados na estrutura. Também pode ter ocorrido a estabilizacdo da estrutura pelas interagdes
entre as cadeias laterais da celulose, resultando assim em menor encolhimento do material

como observado.

5.2.2 Difracgéo de raios-X (DRX)

Os padrdes de DRX de ambos 0s aerogeis mostraram 0s picos caracteristicos de
celulose tipo Ia, tendo 20 angulos de 17,3°, 20° e 26°, correspondendo aos respectivos planos
cristalograficos com indices de Miller (100), (010), (110) que ndo foram afetados pelo
processo de silanizacdo. O aerogel de CB silanizada apresentou picos com menor intensidade

quando comparados ao aerogel de CB padrao, isto ocorreu devido a insercdo de moléculas de
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silicio & cadeia celuldsica no local onde antes havia hidroxilas (OH), ocasionando ligeira
diminuicdo do indice de cristalinidade do material. Segundo Vasconcelos e colaboradores
(2019) a intensidade dos picos esta relacionada com o empacotamento cristalino da célula
unitaria. A inser¢do de grupamentos quimicos volumosos como o MTMS faz com que a
célula unitéria tenha nova conformacéo, alterando assim o empacotamento da estrutura. Tal
fato é observado pelo valor do Ic, que foi menor para o aerogel de CB silanizada. Os
difratogramas de raios X dos aerogeis em estudo encontram-se na Figura 13. Pode-se observar
que a insercdo de grupos hidrofobicos a cadeia de celulose ndo alterou a cristalinidade do
material. O indice de cristalinidade (Ic) obtido pelo aerogel de CB padréo foi de 74,8%,
enquanto que o Ic para o aerogel de CB silanizada foi de 72,2%.

Figura 13 - Padrdes de Difracdo de Raios-X dos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada.
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O grau de cristalinidade diminui a medida que processos mecanicos e quimicos sao
aplicados ao material celulosico, como ocorre no processo de desfibrilagdo, fazendo com que
ocorra a diminui¢do na intensidade dos picos (IWAMOTO; NAKAGAITO; YANO, 2007).
Os resultados de DR-X mostram que a modificagdo quimica feita nas fibrilas desconstruidas
da celulose ndo afetou os picos caracteristicos do material, indicando que a integridade do

arranjo da célula unitaria ndo foi modificada.



o1

5.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A modifica¢do quimica da CB pode ser confirmada pela analise de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Os espectros na regido do infravermelho
dos aerogeis em estudo estdo representados na Figura 14 e confirmam que o processo de
hidrofobizagcdo da CB foi realizado com sucesso devido ao aparecimento das bandas de
vibracdo: 780 em™, 905 em™*, e 1275cm ™. O nlmero de onda de 780 cm™" refere-se &
deformacdo que ocorre para fora do plano devido as ligagcdes que o silicio é capaz de fazer
com o grupo metil (-CH3), polimerizando o reagente MTMS havendo deformacao para fora
do plano. E atribuida também ao estiramento que ocorre entre o silicio e o carbono (Si-C) e 0
silicio e 0 oxigénio (Si-O-Si). Sendo a ligacdo Si-O referente a formagdo da ligacdo covalente
entre o reagente modificador (MTMS) e a B-glicopiranose. O nimero de onda de 905 cm™*
diz respeito ao estiramento da ligacdo do silicio a hidroxila (Si-OH) também associada ao
material celuldsico. Assim como o ndmero de onda de 1275 em™* que é referente a ligacéo
que acontece entre silicio e 0 &omo de carbono e hidrogénio (Si-C-H), havendo deformacéo

em plano (Zhang et al., 2015). Tais picos ndo sao observados no aerogel padréo.

Figura 14 - FTIR dos aerogeis de CB padrédo e CB silanizada.
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5.2.4 Analise Termogravimétrica (ATG)

A andlise termogravimétrica (ATG) reflete a estabilidade térmica dos aerogeis, 0s

dados sdo mostrados na Figura 15 e na Tabela 2. De modo geral, os aerogeis apresentaram
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perfis de degradacdo semelhantes, apresentando trés eventos térmicos de perda de massa. O
primeiro evento ocorre entre 50 — 150 °C e é referente a perda de agua. O segundo evento
ocorre entre 150 — 400 °C, que é referente a degradacédo da celulose. O terceiro evento ocorre
entre 400 — 600 °C, é referente a decomposicdo do material inorganico. Os aerogeis sdo
estaveis até 150 °C, a partir desse ponto nota-se que ambos 0s materiais comegam a ter
consideravel perda de massa, sendo estas mais acentuada em 200°C como observado na
Figura 15a e 15b. A perda de massa significativa caracteriza a temperatura Onset (Tonset).
Assim, os valores de Tonset para 0 aerogel de CB padrdo e para o aerogel de CB silanizada

foram 211 °C e 241 °C, respectivamente.

Figura 15 - Curvas a) termogravimétricas e suas b) derivadas dos aerogel de CB padréo e do
aerogel de CB silanizada.
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Tabela 2 - Dados de termogravimetria para os aerogeis de CB padréo e CB silanizada.

Aerogel Tonser 1°Evento  2°Evento  3° Evento Massa residual
°C) (°C) (°C) (°C) (%)
CB Padréo 211 60 260 370 0,9
CB Silanizada 241 65 279 390 38

Segundo Vasconcelos e colaboradores (2020) a perda de massa acentuada no material
celulésico a partir da temperatura de 150°C d&-se pela despolimerizacdo e decomposicdo das
unidades glicosidicas da CB. Além disso, temperaturas proximas a 400°C da-se devido a
degradacdo dos produtos carbonizados. O aerogel de CB silanizada apresentou maior

estabilidade térmica, quando comparado ao aerogel de CB padrdo, visto que o mesmo
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manteve a perda de massa em torno de 60% mesmo em temperaturas superiores a 400°C. Tal
fato ndo aconteceu com o aerogel padrdo, que na temperatura referida estava completamente
degradado.

A estabilidade térmica melhorada do material silanizado é atribuida a ligagdo do
polimetilsiloxano as fibrilas de CB. A presenga de silicio na estrutura melhorou a estrutura do
material diminuindo a degradac&o térmica do mesmo, pois a ligacdo Si-O é uma ligagéo forte
como pode ser vista no FTIR (ZHANG et al., 2015). Ao utilizar trimetilclorosilano para
modificar nanofibrilas de CB Sai e colaboradores (2015) constataram deslocamento na
temperatura de decomposi¢do do material, indicando que a silanizacdo das nanofibras com
modificador derivado do silicio tem efeito estabilizador na cadeia do polimero de CB, sendo
anteriormente constatado em aerogeis de silica. Tal resultado é semelhante ao observado no
presente estudo, indicando que o material pode ser esterilizado utilizando vapor e alta presséo
(em autoclavagem). A presenca de derivados do silano no material celulésico também
influenciou na quantidade de massa residual da amostra, os valores podem ser observados na
Tabela 2.

5.2.5 Andlise Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os aerogeis foram caracterizados por analise de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) com o intuito de investigar as mudancas calorimétricas ocorridas na rede polimérica
quando submetidas a temperatura. E possivel observar a ocorréncia de apenas um evento
endotérmico, de primeira ordem na temperatura proxima a 160 °C. Os materiais cristalinos
apresentam perfis de curvas de picos estreitos e com grande amplitude, como os observados
na Figura 16. O pico de carater endotérmicos € relacionado a temperatura de fuséo cristalina
(Tm) dos aerogeis. E possivel observar que a entalpia de reagdo foi maior para o aerogel que
ndo houve modificacdo quimica, isso porque a adicdo do reagente MTMS diminui a interacéo

entre as cadeias da celulose bacteriana, requerendo menor energia para quebra-las.
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Figura 16 - Curvas de DSC dos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada.
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As Tm e os valores de entalpia da reacdo dos aerogeis estdo descritas na Tabela 3. O
aerogel silanizado apresenta aumento no valor de Tm de, aproximadamente, 18°C quando
comparado ao aerogel de CB padrdo. Isso pode ser atribuido a mudanca na cristalinidade que
o material silanizado sofre, como observado no resultado de TGA, apresentado no item
anteriormente. Tal resultado indica que o aerogel de CB silanizada tem estabilidade térmica
superior ao aerogel de CB padrdo, corroborando com os resultados obtidos na analise
termogravimétrica e discutidos anteriormente. A entalpia de fusdo da reacéo foi maior para o
aerogel de CB padrdo, conforme pode ser observado na Tabela 3. Isso acontece pois 0 aerogel
padrdo ndo sofreu modificacdo quimica, atraves da insercdo de grupamentos hidrofébicos, em

sua estrutura, sendo entdo necessario maior energia para quebrar tal estrutura.

Tabela 3 — Temperatura de fusdo cristalina (Tm) e entalpia das rea¢des endotérmicas (AHm)
observadas nas curvas de DSC dos aerogeis de CB padrao e aerogel de CB silanizada.

Aerogel Tm (°C) AHm (J.gY
CB padréo 155,91 52,72
CB silanizada 172,15 28,92

N&o é possivel observar a temperatura de transicao vitrea (Tg) dos materiais. Segundo
Vasconcelos et al., (2019) a auséncia de constatacdo de tal ponto da-se devido as ligacdes
intermoleculares presentes na cadeia de CB, que fazem com que os monémeros da cadeia

polimérica sofram um movimento rotacional das ligacGes quimicas, fazendo com que a
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decomposi¢éo do material ocorra antes mesma da constatacao de tal evento (ZHOU, CHENG,
JIANG, 2014).

5.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura/Espectroscopia de energia dispersiva
(MEV/EDS)

A morfologia dos aerogeis podem ser observadas nas micrografias de MEV da Figura
17. Ambos os materiais apresentaram uma estrutura porosa, com rede de fibras conectadas
entre si. Porém, nota-se que o aerogel de CB padrdo apresentou estrutura lamelar organizada,
composta por fibras maiores, o que ndo ocorreu no aerogel de CB silanizada. Essa por sua
vez, apresenta uma rede tridimensional (3D) mais espessa e irregular. O aerogel de CB padrédo
apresentou tamanho médio de poros de 68,5 £ 2,6 um, enquanto que o tamanho médio dos
poros do aerogel de CB silanizada foi de 117,45 + 5 pm.

O tamanho ideal dos poros depende da aplicacdo a qual o biomaterial sera destinado
de acordo com as necessidades das células que ele deve restaurar. Poros na faixa de 20 a 125
um tornam o material adequado para uso no processo de regeneragdo tecidual. Poros maiores
sdo indicados ao processo de regeneracdo 6ssea (de 100 a 350 pum). Ja locais de células
transplantadas, que necessitem de vascularizacdo réapida, poros de 500 pm sdo mais
adequados. (YANG et al., 2001). Dessa forma, 0s aerogeis desenvolvidos apresentam
caracteristicas de tamanho de poros ideais para facilitar a cicatrizacdo de feridas.

Comparado a curativos em forma de membranas e espumas, 0s curativos obtidos a
partir de fibras sdo mais porosos, como constatados no presente trabalho pelo percentual de
porosidade dos materiais e comprovados pelo MEV a seguir. Segundo Khan e Ahmad (2013)
para substitutos temporarios da pele como os curativos, é desejavel porosidade superior a
90%, como obtido pelos aerogeis apresentados nesse trabalho e discutidos anteriormente. Tal
caracteristica permite que agua e oxigénio permeiem melhor atraves do material, permite
também a absorcéo de residuos metabdlicos do leito da ferida. O tamanho de poros pequeno
pode proteger a ferida contra infeccGes, impossibilitando que bactérias tenham acesso ao local
lesionado (HOMAEIGOHAR; BOCCACCINI, 2020).
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O polissiloxano tende a cobrir as fibras de celulose a medida que sdo adicionados mais
grupamentos hidrofébicos a suspenséo de nanofibrilas, de modo que é formado um filme em
cima das fibrilas (ZHANG et al., 2014), como observadas pela micrografia acima (Figuras
17c e 17d).

Nas micrografias é possivel visualizar espagos entre as estruturas do material que séo
caracteristicas de aerogeis obtidos pelo processo de liofilizagdo. Tais espagos foram,
anteriormente, ocupados por cristais de gelo, formados durante o processo de congelamento,
gue, em seguida, foram sublimados por secagem a vacuo e baixa temperatura (PINTO,
ATHANASSIOU, FRAGOULL, 2016). Poros maiores que 50 pum, os macroporos favorecem a
sorcdo de Oleos, enquanto que poros menores contribuem com a sor¢do de moléculas
menores. Além disso, poros menores interferem diretamente na velocidade de penetracdo do
6leo no material (WANG et al., 2016), sendo necessario maior tempo para preencher por
completo todos 0s espagos vazios da estrutura.

Zhou e colaboradores (2014) ao trabalhar a modificacdo superficial das nanofibras de
celulose utilizando silanos, observou que o silano interage e modifica o aspecto da superficie
do material, formando uma espécie de pelicula. Ao hidrofobizar nanofibras de CB com
dimeros alquil cetona, Tarrés et al. (2016) obteve resultado semelhante ao encontrado na
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modificacdo quimica com silanos. E reportado que o material modificado apresentou um tipo
de revestimento em sua estrutura, o que seria responsavel pela oleofilicidade do mesmo e por
consequéncia, pela diminuicdo da interacdo do material com a agua.

A quantificacdo dos compostos quimicos presentes nos aerogeis foi realizada por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e o resultado pode ser visualizado na Figura 18 e

a quantificacdo de cada atomo é mostrado na Tabela 4.

Figura 18 - Micrografias e espectro de EDS para os aerogeis de a) CB padréo e b) CB
silanizada.

Tabela 4 - Principais componentes encontrados nos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada a
partir da analise de EDS.

Composigéo atdmica (%) Aerogel de CB padrdo (%) Aerogel de CB silanizada
Carbono (C) 444 32,7
Oxigénio (O) 44,2 34,0
Silicio (Si) n.d* 31,2
Sédio (Na) 10,6 1,0

n.d* = ndo identificado
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Quimicamente, o polimero de celulose apresenta férmula quimica (CsH100s)n
(ABDUL KHALIL et al., 2014). J4 0 MTMS é composto de organosilicio, que possui formula
quimica CHsSi(OCHs)s (BRINKER, 1988). De modo geral, os aerogeis de CB padrédo e CB
silanizada sdo compostos pelos elementos quimicos carbono, hidrogénio e oxigénio, diferindo
apenas na presenca do silicio no material silanizado como ja era esperado. O elemento
quimico Na encontrado em ambos os aerogeis pode ter sido incorporado ao polimero durante
0 processo de purificacdo das membranas de CB. Tais resultados mostram que o Si de fato se
encontra no aerogel modificado, sendo responsavel por 31,2% da composi¢do gquimica do
aerogel de CB silanizada. Tal resultado corrobora ao encontrado pela analise de FTIR, que
revelou picos caracteristicos de ligacdo com o Si.

5.2.7 Angulo de Contato

A hidrofobizacdo do material celuldsico pode ser observada pelo angulo de contato,
mostrado na Tabela 5, comprovando, que a modificacdo quimica das fibras de CB
desfibriladas foi bem-sucedida. O aerogel ndo modificado absorveu imediatamente a gota de
agua, fato esse que pode ser visualizado pela imagem presente na tabela a seguir, a qual ndo
foi possivel registrar o0 momento exato do contato da &gua com a superficie do material. O
aerogel de CB padrdo obteve angulos de contato menores que 10° ao contréario dos angulos
medidos para o aerogel de CB silanizada. Esse, por sua vez, formou angulos na faixa de 127 a
129° imediatamente ap6s o contato da dgua com a superficie do aerogel silanizado. Vale
ressaltar, que o aerogel de CB silanizada ndo absorveu a gota de agua ao longo de 3 minutos,
indicando assim que o material de fato se encontra hidrofdbico.

Tabela 5 - Angulo de contato dos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada com a agua, e
imagens obtidas da interagéo.

Aerogel Angulo Interacdo com a agua
< |
CB padréo <10,0
QU T P —
)
CB silanizada 127,911
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Ao estudar a modificacdo das nanofibras de celulose bacteriana, submetidas ou ndo ao
processo de oxidacdo, utilizando solucdo de MTMS, Pereira (2018) obteve angulos médios de
contato com a agua de 120 e 115° para o material oxidado e ndo oxidado submetidos ao
processo de silanizagdo, respectivamente. Tais valores comprovam que houve a efetiva
modificacdo quimica com hidrofobizagdo das nanofibras de celulose. J& o aerogel de
nanofibrilas de CB padrdo, ndo submetido a nenhum tratamento quimico, mostrou carater
hidrofilico ao formar angulo de 54° e absorver a agua.

Ao avaliar a efetividade da hidrofobizacdo superficial de nanofibras de celulose,
oriundas de residuos da industria moveleira, pelo método de deposicdo a vapor de
metiltriclorosilano, Oliveira (2017) obteve angulos de contato 138,7° para o material
modificado. Em contrapartida, ndo foi possivel obter valores de angulo de contato para o
material padrdo ndo submetido ao tratamento quimico. Esse ultimo fato € semelhante ao
obtido nesta pesquisa. Zhang et al. (2014) obteve angulo minimo de 105° ao analisar
diferentes graus de silanizacdo de celulose nanofibrilada com MTMS, obtendo maior
hidrofobicidade para o aerogel sendo composto de 18,9% em massa de Si, apresentando esse

angulo de contato pela interacdo com a agua em torno de 135,0°.

5.2.8 Capacidade de Absorcéo de Liquidos

Os aerogeis em estudo foram submetidos ao contato com a agua e com o0s 6leos
naturais de copaiba, geranio e buriti. Visualmente, percebe-se que ao entrar em contato com a
agua e 6leo o aerogel de CB padrdo absorve os fluidos, perdendo a opacidade e o aspecto
seco, apresentando semi-transparéncia e umidade. Vale ressaltar que tal material tem
comportamento diferente para os liquidos, a dgua fez com que o aerogel perdesse sua
estrutura, passando a ter uma consisténcia pastosa e desintegrando-se, podendo ser constatado
pela Figura 19b. Isso ocorreu devido a hidrofilicidade, que faz com que haja o rompimento da
estrutura do material. Ao contrario do comportamento que teve com a agua, ao absorver 6leo

0 aerogel de CB padréo néo teve colapso estrutural.
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Figura 19 - Imagem dos aerogeis de CB padréo (CBr) e CB silanizada (CBs) em diferentes
condices: a) secos, b) apds contato com &gua, c) apds contato com 6leo natural.

O aerogel silanizado (CBs) ndo apresentou mudancas perceptiveis apds o contato do
mesmo com a dgua como pode ser observado na figura 19b. Ja em contato com os 6leos, 0s
aerogeis de CB padréo e CB silanizada, ao absorver o produto notou-se mudangas como a
perda de opacidade da estrutura e da coloragdo branca, ao adquirir maior transparéncia. As
imagens podem ser observadas na Figura 19. Assim, é possivel notar que o aerogel nédo
modificado absorve ambos os liquidos, enquanto que o aerogel silanizado absorve apenas

o0leo, como era esperado, devido sua modificacdo quimica com o MTMS.
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Figura 20 - Capacidade de absorcdo dos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada de absorver
agua, 6leo essencial de copaiba (OEC), 6leo essencial de geranio (OEG) e 6leo vegetal de
buriti (OVB).
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A capacidade de absorcdo dos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada encontra-se
representada na Figura 20. Em contato com a agua, o aerogel padrdo e o aerogel silanizado,
foi capaz de absorver 29 e 6 vezes sua massa seca, respectivamente. Pelo carater hidrofobico
do aerogel silanizado, esperava-se que esse aerogel ndo absorvesse dgua. Entretanto, a elevada
porosidade do material, 99% de sua estrutura é constituida de poros, tem efeito significante na
difusdo de liquidos. Entretanto, essa caracteristica € importante para 0s curativos, pois
apresenta uma superficie Umida capaz de evitar o ressecamento do leito da lesdo, e de
absorver o exsudado da ferida (VALENCIA-GOMEZ et al., 2016). Assim, a pequena
capacidade de absorcéo de agua pelo aerogel de CB silanizada é valiosa visando o tratamento
de feridas.

Em relacdo a absorcdo de 6leos, os aerogeis silanizados absorveram quantidades
elevadas, em média foram capazes de absorver de 39 a 52 vezes sua massa inicial. Além
disso, notou-se que o aerogel modificado retém os Oleos dentro da matriz sem que haja
prejuizos a mesma, 0 que ndo ocorre com o aerogel de CB padrdo, que tem sua estrutura
colapsada apo6s a saturagdo com seu liquido de afinidade, a 4gua.

Em estudo utilizando modificacdo superficial do aerogel de celulose bacteriana
utilizando fase liquida de trimetilclorosilano, Sai e colaboradores (2015) reportaram que o
aerogel de celulose bacteriana ndo modificado também foi capaz de absorver outros produtos
(solventes organicos e 6leos) além da agua. Além disso, foi visto que o aerogel hidrofébico de

celulose bacteriana produzido absorveu diferentes quantidades de acetona, hexano,



62

clorobenzeno, cloroférmio, tolueno, diesel, gasolina, 6leo naturais e parafina. Tais diferencas
foram atribuidas as viscosidades e tamanhos das moléculas dos produtos, que afetam a
velocidade de deslocamento e o preenchimento da estrutura no aerogel. Zhang et al., (2014)
obtiveram capacidade de absorcdo, para os aerogeis de nanocelulose bacteriana silanizados
com MTMS, variando de 49 a 102 vezes o valor em relagdo a massa do aerogel obtido. Tais
valores variaram de acordo com os liquidos testados, sendo eles solventes organicos e 6leos
minerais.

De modo geral, a maior capacidade de absor¢do dos materiais hidrofobizados pelo
método de silanizacdo sdo relacionados proporcionalmente a densidade dos liquidos testados.
Porém nesse trabalho observou-se o inverso. O aerogel silanizado absorveu os dleos na
seguinte ordem: 6leo essencial de geranio > 0leo essencial de copaiba > déleo vegetal de buriti.
Sendo que a densidade dos Gleos tem ordem inversa. O 6leo de buriti apresenta a maior
densidade (0,9078 g.cm™), o 6leo de copaiba tem densidade de (0,8976 g.cm™), enquanto que
0 6leo de geranio tem o menor valor (0,8888 g.cm™).

A capacidade de absorcdo, portanto, ndo depende exclusivamente da densidade dos
liquidos, mas também dos seus valores de viscosidade (DONG et al., 2012). Assim, deve-se
levar em consideragdo a viscosidade dos dleos estudados neste trabalho, que interferem
diretamente nos volumes absorvidos dos mesmos pelo aerogel silanizado. A viscosidade do
OEC ¢ de 6,3818 mPa.s, do OEG de 3,9092 mPa.s* e do OVB de 63,439 mPa.s™. Assim,
observou-se que o OEG por apresentar o menor valor de viscosidade foi o 6éleo mais
absorvido pela matriz modificada, cerca de 52 vezes maios do que a massa inicial. O 6leo de
copaiba foi absorvido cerca de 48 vezes pelo aerogel de CB silanizado. Enquanto que o 6leo
de buriti, por possuir maior valor de viscosidade que os demais dleos, foi absorvido pelo

aerogel de CB silanizado cerca de 39 vezes mais.

5.2.9 Viabilidade celular

Os sistemas de cultura de células mais comuns para o estudo de viabilidade in vitro
sdo as células imortalizadas de queratindcitos e fibroblastos humanos (KEMPF; KIMBLE;
CUTTLE, 2011), que podem ser mantidas e renovadas em cultura celular por tempo
indeterminado. Isso porque tais células migram para o local lesionado, durante o processo de
regeneragao tecidual, mantendo a continuidade do tecido da pele.

A utilizacdo do aerogel produzido como carreador de 6leos naturais para tratamento de

lesGes cutaneas so € possivel se 0 mesmo for citocompativel, ou seja, se ndo apresentar efeitos
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toxicos as células que fazem parte do processo de reparacdo tecidual, como 0s queratinocitos
e os fibroblastos. A biocompatibilidade dos aerogeis produzidos foi analisada avaliando a

citotoxicidade pelo método indireto, os resultados obtidos encontram-se na Figura 21.

Figura 21 - Gréficos de viabilidade celular dos aerogeis de celulose bacteriana padrdo (CBP)
e CB silanizada (CBS) em relacdo a a) fibroblastos de ratos (L929) e b) queratindcitos

humanos (HaCat) pelo método indireto (n=3).
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Os resultados mostraram que 0s aerogeis ndo apresentam citotoxicidade as células de
fibroblastos e queratindcitos humanos. Em contato por 24 horas com os extratos obtidos dos
aerogeis de CB padrédo e CB silanizada. Os fibroblastos apresentaram viabilidade celular para
o0 aerogel de CB padrdo e o aerogel de CB silanizada de 108 % e 94 %, respectivamente. Apos
48 horas, a viabilidade de fibroblastos passou para 85 % e 95 %.

As células de queratindcitos humanos (HaCat) responderam de maneira geral melhor
ao estudo com os extratos dos aerogeis de CB padrdo e CB silanizada do que as células de
fibroblastos. Pela Figura 21b pode-se perceber que a viabilidade celular aumentou
consideravelmente apds o cultivo por 24 e 48 horas, quando comparado ao controle positivo
para ambos os aerogeis estudados. Para aplicagdo como curativos a reducdo de até 15% na
viabilidade celular é aceitavel (LIN et al., 2013) e os aerogeis produzidos séo considerados de
baixa toxicidade.

O aerogel de celulose ndo modificada, favoreceu o crescimento de 125 % e 116 % da
cultura celular ap6s 24 e 48 horas, respectivamente. JA o aerogel silanizado permitiu a
proliferacdo das células de queratindcitos de 85 % e 124 % ap0s 24 e 48 horas de ensaio. Tais
valores séo superiores aqueles obtidos no controle negativo (células foram expostas somente
ao meio de cultivo, DMEM).
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Foi observada melhor fixacdo e proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos na
superficie de curativo de celulose bacteriana adicionado de queratina (KESKIN; URKMEZ;
HAMES, 2017). Aerogeis ultrapuros de celulose nanofibrilada de madeira, mediadas pelo
oxidante TEMPO, promoveram ligeira diminuicao da atividade metabolica em comparacdo ao
grupo controle AcuaCel, porém tal decréscimo ndo foi atribuido a morte celular, mas sim a
reducdo da proliferacdo celular, sendo que para as células de queratindcitos nenhum efeito
toxico foi reportado (NORDLI et al., 2016).

A fabricacdo de nanofios de carbono dopados com oxicarboneto de silicio, obtido pelo
processo de pir6lise, foi avaliada quanto aos efeitos na adesdo e na proliferacdo celular pelo
método direto e indireto de cultivo de células de fibroblastos L929. Os resultados obtidos
mostraram que o material produzido ndo apresentou toxicidade as células, tornando-o assim,
um material promissor ao processo de regeneracao tecidual (LAGONEGRO et al., 2017). Tais
resultados séo semelhantes aos obtido nesse trabalho, no qual o aerogel de CB silanizada nao
apresentou toxicidade as células.

5.3 Caracterizacéo dos Oleos
5.3.1 Caracterizacao dos 6leos por Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de

massa

A composicdo quimica dos Oleos utilizados nesse trabalho foi obtida por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa. As Figuras 22 a 24 mostram 0s
cromatogramas obtidos para os 0leos essenciais de copaiba e gerénio e para o 0leo vegetal de

buriti, respectivamente.

Figura 22 - Cromatograma CG-EM do 0leo essencial de copaiba.
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Figura 23 - Cromatograma CG-EM do 0leo essencial de geranio.
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A Tabela 6 mostra os principais constituintes quimicos identificados em cada 6leo,

com seus respectivos tempos de retencdo (TR) na coluna cromatografica e a massa de cada

componente em percentual.
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Tabela 6 - Composicdo percentual dos principais constituintes dos 6leos analisados no CG-

EM.

Picos Componentes TR OEC OEG OvVB
(min) (%) (%) (%)
1 Linalol 13,371 - 3,62 -
2 Oxido de rosa 13,747 - 1,49 -
3 Trans-mentona 15,258 - 3,82 -
4 Cis-mentona 15,637 - 5,46 -
5 Citronelol 17,999 - 24,53 -
6 Acido palmitico 18,247 - - 32,05
7 Geraniol 18,892 - 15,57 -
8 Geranial 19,406 - 1,43 -
9 Formiato de citronelila 19,570 - 12,31 -
10 Formiato de geranila 20,474 - 7,25 -
11 Acido oleico 21,187 - - 46,28
12 Acido esteéarico 21,455 - - 8,14
13 a-cubebeno 21,978 1,21 - -
14 a-Copaeno 22,830 6,11 - -
15 B-bourboneno 23,128 - 1,96 -
16 B-cariofileno 24,226 51,49 2,27 -
17 a-bergamoteno 24,758 10,33 - -
18 y-muroleno 24,986 - 8,03 -
19 B-humuleno 25,288 8,58 - -
20 a -muroleno 26,024 2,4 - -
21 B-bisaboleno 26,993 4,63 - -
22 d-cadineno 27,436 4,79 - -
23 butanoato de citronelila | 27,565 - 1,06 -
24 oxido de cariofileno 29,191 - 1,11 -
Total (%) 89,5 89,91 86,47

(-) Componente néo foi identificado; TR — tempo de retencdo; OEC — Oleo Essencial de

Copaiba; OEG — Oleo Essencial de Geranio; OVB — Oleo Vegetal de Buriti.
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Pelos cromatogramas obtidos pode-se perceber que o OEG apresentou uma maior
variedade de componentes (14 constituintes) em comparacdo com os OEC e OVB, que
apresentaram 8 e 3 constituintes, respectivamente. O 6leo de geranio tem o citronelol (23,52
%) e o geraniol (15,57 %) em maiores quantidades. Ja para o OEC, o B-cariofileno, um
sesquiterpeno, ¢ responsavel por 51,49% da composigado do 6leo, seguido pelo a-bergamoteno
em concentragdo de 10,33 %. Para o OVB os acidos oléico, palmitico e estearico séo
responsaveis por 86,47% da composicao desse 6leo.

A copaiba coletada em Belém do Pard apresentou o B-cariofileno como principal
constituinte (25,1 — 50,2 %), seguido do trans-oa-bergamoteno (6,4-12 %) e B-bisaboleno (5,2-
17,4 %) (SACHETTI et al., 2011). Herrero-Jauregui e colaboradores (2011) analisaram
amostras de copaiba oriundas de Belterra (Belém do Pard) e constataram a predominancia de
[-bisaboleno, trans-a-bergamoteno e B-cariofileno nas seguintes proporgdes: 0,92 %, 21,8 %
e 17,4 % respectivamente. O B-cariofileno é reportado como constituinte responsavel pelas
atividades farmacoldgicas, como a atividade anti-inflamatoria, reportada ao 6leo de copaiba
(BECKER et al., 2020).

O geranio cultivado na regido da Argélia foi analisado e apresentou um total de 45
componentes quimicos, sendo os compostos principais, o citronelol (30,2 %), citronelil (9,3
%) e geraniol (7,6 %). Os demais constituintes apresentaram concentragdes abaixo de 3 %
(BOUKHATEM; KAMELLI; SAIDI, 2013). Ao avaliar as propriedades organolépticas, fisico-
qguimicas e quimicas de Oleos essencias de geranio provenientes de diferentes regiGes da
Africa, foi constatado que suas composicdes quimicas eram diferentes (JULIANI et al.,
2006). Embora os principais consituintes encontrados no 0leo analisado nesse trabalho sejam
0s mesmos daqueles reportados na literatura (citronelol, linalol e geraniol), houve divergéncia
dos valores referentes as concentrac@es destes. O citronelol, principal componente do 6leo de
geranio, é responsavel pela atividade antibacteriana, antifungica e antiespasmodica (BASTOS
et al., 2010).

Acidos graxos insaturados sdo os principais componentes encontrados no 6leo de
buriti, sendo responsavel por 78 % da composicdo. Dentre esses acidos, destaca-se 0 &cido
oléico, constituinte majoritario (72,14 %), seguido pelo acido palmitico (aproximadamente 20
%), um &cido graxo de cadeia saturada, composta por 16 atomos de carbono (NOBRE et al.,
2018). Elevadas concentracdes de acidos graxos insaturados ajudam na formacéo e deposicao
das fibras de colageno, promovem e estimulam a proliferagdo celular durante o processo de
regeneracdo tecidual (BATISTA et al., 2012).
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Levando em consideracdo os fatores bidticos e abidticos, bem como época de anélise,
geografia e as demais condigdes que impactam diretamente na composicao quimica dos 6leos,
os resultados da composic¢do quimica obtidos, pelas analises de CG-EM todos os 6leos estdo

de acordo com a literatura.

5.3.2 Atividade Antimicrobiana

Os oleos foram analisados quanto suas atividades microbianas, 0s resultados

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de copaiba, 6leo essencial de geranio e

do éleo vegetal de buriti.

Oleo Essencial de Oleo Essencial de Oleo Vegetal de

Microrganismos Categoria Copaiba Gerénio Buriti

CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM
(mg.mL?)  (mg.mL?)  (mg.mL?)  (mg.mLY  (mg.mLY  (mg.mL?)

Pseudomonas aeruginosa

(ATCC 15442) Bactéria ) ; ) -
Klebsiella pneumoniae
(ATCC 700603) Bactéria 16 i i i
Escherichia coli
(ATCC 25922) Bactéria 16 16 - -
Staphylococcus aureus
(ATCC 25925) Bactéria 8 16 - -
Candida albicans
Fungo 4 4 - -

(ATCC 90028)

*CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; CFM: Concentrag¢do Fungicida Minima; CBM: Concentracdo
Bactericida Minima;

No presente estudo o 6leo de copaiba e o éleo de buriti ndo apresentaram atividade
microbiana contra as bactérias e fungo. A auséncia de atividade microbiana pode ser atribuida
a condicbes geogréaficas e formas de manejo e tratamento a que o Oleo foi submetido. As
diferencas existentes dentro da mesma espécie podem diferir ndo apenas quimicamente, mas
também, podem apresentar comportamentos antimicrobianos diferentes dependendo da
regido, das espécies de arvores, local e periodo da coleta (TOBOUTI et al., 2017). Segundo
Nazif (2002) a auséncia de atividade do OVB pode ter relacdo direta com a falta ou a baixa

concentracdo de compostos de baixa polaridade no dleo testado. Sendo o modo de preparo dos
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extratos, extracdo do 6leo e forma de armazenamento etapas cruciais que afetam diretamente
a concentracao de &cidos graxos insaturados com propriedades antimicrobianas.

Dos 6leos em estudo, o unico que apresentou efeitos microbianos foi 0 OEG contra as
bactérias gram-negativas K. pneumoniae, com CIM de 16 pg.mL™, e E.coli com CIM e CBM
de 16 pg.mL™. Contra a bactéria gram-positiva S. aureu, o OEG foi bacteriostatico a
concentragéo de 8 pug.mL™ e bactericida em concentragio de 16 pg.mL™. Ja contra o fungo C.
albicans o 6leo de geranio teve acdo fungiostatica e fungicida & concentracdo de 4 pg.ml™.
Tais resultados sdo importantes para o tratamento de lesdes, tendo em vista, as consequéncias
das infecgdes ocasionadas por tais patdgenos, caso esses acometam a ferida.

A Dbactéria Klebsiella pneumoniae ocasiona infeccbes em feridas causadas por
gueimaduras e é responsavel pela maior causa de morbidade em pacientes queimados, € capaz
de multiplicar-se rapidamente, dificultando o tratamento eficaz da lesdo. Além disso,
apresenta-se como desafio no tratamento de queimados visto que tem capacidade de
desenvolver resisténcia aos medicamentos usuais (CHADHA; KATARE; CHHIBBER, 2017).
As cepas de Escherichia coli podem causar infec¢bes e comprometer a saude da pele e de
tecidos moles, impedindo a cicatrizacdo da lesdo, podendo ocasionar necrose além de
desencadear resisténcia aos tratamentos (ALHARBI et al., 2019).

O Staphylococcus aureus, € uma bactéria gram-negativa, mais comumente encontrada
em lesdes, sendo capaz de agravar a ferida pela formacéo de biofilme sobre a area lesionada,
desenvolvendo feridas de natureza cronica, ndo cicatrizaveis. Além disso, é resistente a
resposta imunoldgica do hospedeiro (DEMIR et al., 2020). O fungo Candida albicans é
responsavel por causar infecgdes persistentes de natureza fangica, principalmente, em feridas
de queimaduras, dificultando o processo de cicatrizacéo, podendo até levar a perda do enxerto
de pele. Em casos mais graves, o paciente pode desenvolver candidemia, mortalidade
atribuida a Candida spp. em casos de queimaduras graves (ACAR et al., 2011).

Propriedades antibacterianas s@o atribuidas a composicdo de &cidos graxos presentes
em Oleos vegetais devido a capacidade solubilizante desses compostos contra as estruturas
anfipatica da membrana celular de bactérias. Os detergentes solubilizam lipideos e proteinas
das membranas afetando processos metabolicos, causando assim danos irreversiveis (NOBRE
etal., 2018).
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5.3.3 Citotoxicidade

A toxicidade esta relacionada ao potencial de determinada substancia causar danos aos
seres vivos. Portanto, para garantir a plena seguranca dos produtos (cosméticos,
farmacoldgicos e alimenticios) séo realizados testes in vivo e in vitro, devendo abranger desde
a matéria-prima, formulacdes testes e até o produto acabado. Nos ensaios in vitro sdo
realizadas avaliacGes em sistemas de cultura de células, que por ser um método sensivel,
reprodutivel, de baixo custo e facil de conduzir, fornece resultados de grande importancia ao
estudo bioldgico (PINTO; KANEKO; PINTO, 2016).

No processo de reparacdo tecidual, componentes que estimulem tal processo sdo de
grande valia para a rapida cicatrizacdo dos tecidos. A incorporacdo de tais componentes
bioativos em matrizes biocompativeis favorece as fases de angiogénese, reepitelizacdo e
neovascularizacdo dos tecidos danificados (SELVAN; SHANMUGARAJAN; UPPULURI,
2020). Os componentes a serem utilizados no processo de reparo tecidual devem ser atoxicos
ou de baixa toxicidade as células.

A viabilidade celular para os fibroblastos de rato (L929) e queratindcitos humanos
(HaCat) foram avaliadas sob diferentes concentragcdes dos OEC, OEG e OVB. Os resultados

dos ensaios encontram-se na Figura 25.

Figura 25 - Avaliacdo da citotoxicidade de diferentes concentracdes dos 6leos concentracdes

para as células a) fibroblastos e b) queratindcitos.
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Os 6leos essenciais de copaiba e geranio foram téxicos as células de fibroblastos
mesmo quando testados em baixas concentra¢bes (10 — 50 pg/mL), além disso, o aumento da
concentracdo diminui a viabilidade celular. Entre os dois 6leos, apenas o 6leo de geranio na
concentracdo de 50 pg/mL permitiu a viabilidade de, aproximadamente, 70 % das células de
fibroblastos cultivadas por 48 horas.

Ao contrario do que aconteceu com os 6leos essenciais, 0 OVB ndo apresentou
toxicidade as células de L929 e favoreceu sua proliferacdo. Decorridas 24 horas de cultivo
com os fibroblastos, o 6leo de buriti nas concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL, a viabilidade
celular foi de 147 %, 192 % e 171 % respectivamente. Apo6s 48 horas foi observada reducéo
na viabilidade celular, passando para 99 %, 176 % e 142 %, paras as mesmas concentragdes
citadas anteriormente.

De modo geral, as células de queratindcitos reagiram melhor aos 6leos em estudo,
apresentando percentual de células viaveis maior do que no ensaio com os fibroblastos. O
6leo de copaiba, na concentragdo de 50 pg/mL, ap6s 48 horas de cultivo com as células,
permitiu a viabilidade de aproximadamente 72% das células. O 6leo de geranio apresentou
taxas de viabilidade celular inferiores a 70% apds o cultivo por 24 horas. Porém, apds esse
periodo as células voltaram a proliferar, chegando a viabilidade de 183 % com 48 horas de
cultivo com o extrato. Uma possivel causa para esse fato pode ser o periodo de adaptabilidade
ao meio, ao qual as células ficaram expostas. ApoOs esse periodo e encontrando condicdes
favoraveis, as células voltam a multiplicar-se. O 6leo de buriti ndo apresentou efeitos
negativos a viabilidade celular quando testado concentracdes inferiores a 500 pg/mL. Porém,
a partir dessa concentracdo o OVB apresentou toxicidade.

Existe uma escassez de estudos sobre os efeitos de cicatrizacdo das diferentes espécies
existentes do género Copaifera. Sendo esses de extrema importancia, j& que variacdes na
composi¢do quimica sdo encontradas entre as diferentes espécies de copaiba, estando
associados diretamente aos efeitos biologicos (LIMA SILVA et al., 2008). O contrario foi
obtido no atual trabalho no qual a linhagem de fibroblastos L929 ndo respondeu bem aos
niveis de 6leo essencial de copaiba testados, podendo entdo ser atribuido a composicéo
guimica do mesmo. Embora o componente majoritario do 6leo essencial de copaiba em
estudo seja o B-cariofileno, e a esse é reportado efeito anti-inflamatorio segundo VEIGA e
colaboradores (2007), é possivel que os demais constituintes apresentem efeitos toxicos para
as células, sendo mais prejudicial a linhagem de fibroblastos do que a linhagem de

gueratindcitos.
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Boukhathem e colaboradores (2013) avaliaram in vivo a atividade anti-inflamatéria do
6leo essencial de geranio proveniente da Argélia. Ao utilizar doses de 5 e 10 mL do 6leo no
edema na orelha de ratos, obteve-se reducao de 73 % e 88%, respectivamente da inflamacéo.
Em anélise histoldgica, foi confirmado a inibicdo das respostas inflamatorias da pele ao
observar reducdo do edema da orelha semelhante ao observado com o controle positivo
(diclofenaco).

Ao avaliar a toxicidade de emulsbGes produzidas com O6leo de buriti, Zanatta e
colaboradores (2008) reportaram auséncia de toxicidade para fibroblastos (linhagem 3T3) e
queratindcitos (HaCat) para concentragGes variando de 31,25 mg/mL a 1000 mg/mL. Ao
trabalharem com concentragdes inferiores a essas foi reportado a obtencdo de resultados
inexpressiveis. O contrario foi observado no presente trabalho ao ser obtido resultados
promissores em concentracbes na faixa de microgramas (ug). Dentre os resultados de
citotoxicidade, o 6leo vegetal de buriti destacou-se dos demais ndo sé por apresentar auséncia
de toxicidade, mas também por promover a proliferacdo de células de fibroblastos e
queratindcitos, até as concentraces de 100 pg/mL e 500 pug/mL respectivamente, mostrando-

se promissor ao tratamento de lesdes.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de carboximetilcelulose permitiu a estabilizacdo da suspensédo de celulose
bacteriana para a desfibrilacdo do material em moinho de alta rotacdo. Sendo esta combinacéo
de métodos uma alternativa eficiente e promissora uma vez que possibilita a operagdo de
volumes maiores de processamento (no minimo 1,5L) em equipamento robusto, resistente e
de facil operacéo.

A hidrofobizacdo da suspensdo de CB utilizando o reagente trimetilmetoxssilano foi
capaz de produzir aerogel hidrofébico capaz de absorver quantidades significativas de éleo,
cerca de 20 vezes mais do que o aerogel de CB padrdo (ndo silanizado). Além disso, notou-se
que a silanizacdo aumentou a estabilidade térmica do aerogel hidrofébico produzido. Tal
resultado é de extrema importancia para a utilizacdo do mesmo como curativo visto que é
indispensavel garantir que o material produzido possa ser submetido a processos seguros de
esterilizacdo, podendo entéo ser submetido a esterilizag&o por autoclave.

O aerogel de celulose bacteriana silanizada mostra-se ser um veiculo promissor para a
incorporacdo de Oleos naturais de potencial farmacoldgico para o processo de regeneracao
tecidual, visto que ele se mostrou estruturalmente mais estivel e foi capaz de absorver
elevadas quantidades de Gleo. Essa caracteristica pode ser vista como uma vantagem para
posterior liberacdo no leito da ferida sem que haja a necessidade de trocas diérias do curativo.
Os aerogeis testados apresentaram baixa toxicidade celular para as células de fibroblastos de
ratos (L929) e queratindcitos humanos (HaCat). Esses dados sustentam que o material pode
ser considerado seguro e confiavel, fornecendo uma matriz estavel para novos estudos.

Afim de promover a cicatrizacdo e protecdo da ferida contra possiveis infec¢des, 0s
Oleos de copaiba, geranio e buriti foram avaliados quanto sua atividade microbiana e
citotoxica. O 6leo de copaiba ndo apresentou atividade microbiana e apresentou-se citotoxico
as celulas de fibroblastos e queratinocitos. O dleo essencial de geranio foi o Unico 6leo que
teve acdo contra bactéria gram-positiva (Staphylococcus aureus) e gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli), e contra o fungo
Candida albicans. No teste de citotoxicidade o 6leo vegetal de buriti mostrou ser o 6leo mais
promissor ao tratamento de feridas cutdneas ao favorecer o crescimento de células de
fibroblastos e queratindcitos, caracteristica importante para o tratamento de lesdes cutaneas.

Os resultados obtidos demonstram que aerogeis de celulose bacteriana silanizados
podem ser utilizados para a absor¢do de 6leos naturais como alternativa no tratamento de

lesBes cutaneas.



Sugere-se:
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b)
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a incorporacdo conjunta dos 0leos de geranio e de buriti, com o objetivo de
agregar as caracteristicas antimicrobianas e de proliferagdo celular em um Unico
produto.

Realizar ensaio de citotoxicidade e atividade antimicrobiana para o aerogel
incorporado com os 6leos.

Avaliar as propriedades dos aerogeis apds a incorporagdo com os 6leos naturais.
Realizar andlise do perfil de liberacdo do produto final.

Realizar teste in vivo.

Anadlise de vida de prateleira do produto.
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