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RESUMO

INTRODUCAO: Sistemas bioinspirados e biomiméticos a base de filmes biopoliméricos s&o
interessantes para utilizacdo farmacéutica em funcdo de caracteristicas como
biocompatibilidade, biodegrabilidade, toxicidade quase nula e adequadas propriedades fisico-
quimicas. A permeacdo topica de farmacos pode ser otimizada através da incorporacdo de
substancias facilitadoras da permeacdo cutdnea. Neste sentido, os liquidos idnicos sdo
substancias promissoras. A insulina € um hormdénio que tem como fungdo manter os niveis
normais de glicose no sangue. A auséncia ou producéo parcial desse hormdnio gera a
hiperglicemia ou Diabetes Melittus (DM), doenca crdnica com elevada prevaléncia. Para o
tratamento da DM tipo 1 é imprescindivel o uso de insulina, a qual € administrada por
aplicacdes subcutaneas. OBJETIVO: Desenvolver e avaliar um filme polimérico base de
nanocelulose de origem microbiana e goma xantana para entrega topica de insulina, tendo
um liquido idnico como facilitador da permeacéo cutdnea. METODOS EXPERIMENTAIS: A
nanocelulose bacteriana foi produzida por fermentacdo da bactéria Gluconacetobacter
hansenii ATCC®23769, incorporada com insulina e caracterizada por adsor¢édo de insulina,
FTIR, XRD, DSC e TGA, FESEM, resisténcia mecanica, citotoxicidade, genotoxicidade e
ensaio de permeacgdo transdérmica via célula de Franz. Realizou-se a sintese e
caracterizacao dos liquidos idnicos por citotoxidade, genotoxicidade, FTIR, TGA e DSC, teor
de &gua, 'HRMN. Seguiu-se a producéo e caracterizacdo dos biofilmes com nanocelulose e
goma xantana, integrando insulina e geranto de colina. A caracterizacdo dos filmes foi
realizada pelos ensaios de resisténcia mecéanica, TGA e DSC, XRT e DESEM. Por fim,
avaliou-se a capacidade de permeacao transdérmica da insulina pelo ensaio de permeacao
em células de Franz. RESULTADOS E DISCUSSAO: As biomembranas de nanocelulose
produzidas mostraram-se seguras para a aplicacdo sobre a pele, com adequadas
propriedades mecéanicas. Foram obtidos liquidos i6nicos com reduzida citotoxicidade e
genotoxicidade nula. O filme biopolimérico desenvolvido apresentou adequadas propriedades
fisico-quimicas e biologicas, com efetiva capacidade de permeacéo transdérmica da insulina.
CONCLUSAO: Obteve-se um bifilme polimérico com excelentes propriedades mecanicas,
fisico-quimicas e biolégicas, com capacidade de liberacdo e permeacdo transdérmica de
insulina. Deste modo, o produto desenvolvido apresenta potencial para a entrega de insulina

através da pele humana por permeacao transdérmica.

Palavras chave: Diabetes Melittus; Insulina humana; Liquidos idnicos; Matrizes

biopoliméricas; Estabilizac@o estrutural e funcional; Permeacao transdérmica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Bio-inspired and biomimetric systems based on biopolymer films are
interesting for pharmaceutical use due to characteristics such as biocompatibility,
biodegradability, almost zero toxicity and adequate physico-chemical properties. The topical
permeation of drugs can be optimized through the incorporation of substances that facilitate
skin permeation. In this sense, ionic liquids are promising substances. Insulin is a hormone
whose function is to maintain normal blood glucose levels. The absence or partial production
of this hormone generates hyperglycemia or Diabetes Melittus (DM), a chronic disease with
high prevalence. The use of insulin, which is administered by subcutaneous applications, is
essential for the treatment of type 1 DM. OBJECTIVE: To develop and evaluate a
nanocelulose based polymer film of microbial origin and xanthan gum for topical delivery of
insulin, having an ionic liquid as a facilitator of skin permeation. EXPERIMENTAL METHODS:
Bacterial nanocellulose was produced by fermentation of the bacterium Gluconacetobacter
hansenii ATCC®23769, incorporated with insulin and characterized by adsorption of insulin,
FTIR, XRD, DSC and TGA, FESEM, mechanical resistance, cytotoxicity, genotoxicity and
transdermal permeation assay via cell of Franz. The synthesis and characterization of the ionic
liquids by cytotoxicity, genotoxicity, FTIR, TGA and DSC, water content, ITHNMR were
performed. Production and characterization of the biofilms with nanocellulose and xanthan
gum, integrating insulin and choline gerant. The characterization of the films was performed
by the mechanical strength tests, TGA and DSC, XRT and DESEM. Finally, the transdermal
permeability of insulin was assessed by the permeation assay in Franz cells. RESULTS AND
DISCUSSION: The produced nanocellulose biomembranes proved to be safe for application
to the skin, with adequate mechanical properties. lonic liquids with reduced cytotoxicity and
zero genotoxicity were obtained. The developed biopolymer film presented adequate
physicochemical and biological properties, with effective transdermal permeability of the
insulin. CONCLUSION: A polymeric bifilm with excellent mechanical, physicochemical and
biological properties was obtained, with transdermal insulin release and permeability. Thus,
the developed product has potential for the delivery of insulin through the human skin by

transdermal permeation.

Keywords: Diabetes Mellitus; Human insulin; lonic liquids; Biopolymer matrices; Structural

and functional stabilization; Transdermal permeation.
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APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa intitulado "(Bio)2 - Sistema hibrido bioinspirado e
biomimético a base de nanocelulose de origem microbiana e liquido i6nico, para
estabilizacdo e entrega transdérmica de insulina", foi desenvolvido seguindo a
linha de pesquisa “Avaliacdo de Substancias Bioativas e Sistemas de Liberacdo de
Farmacos”. Esta pesquisa foi financiada pela Universidade de Sorocaba, com auxilio
“Taxa Escolar” concedido pela Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (Capes) a aluna Ludmilla Rodrigues Ribeiro Jorge, a qual foi orientada pelo
Prof. Dr. Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balc&do e coorientada pela profa. Dra.

Marta Maria Duarte Carvalho Vila.

Cabe destacar ainda, que a caracterizacdo dos liquidos ibnicos foi feita em
parceria com o Prof. Dr. Matthieu Tubino do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) e como o Prof. Dr. Jorge F. B. Pereira da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

(Unesp).

Os resultados obtidos durante a realizacao desta dissertacdo foram parcialmente
apresentados em formato de painel no 11" CIFARP - International Congress of
Pharmaceutical Sciences (Ribeirdo Preto/SP, de 15 a 18 de novembro de 2017)
(Anexo A) e no ANM 2018 — International Conference on Advanced Nano Materials
(Aveiro — Portugal, de 18 a 20 de Julho de 2018) (Anexo B).

Adicionalmente, os resultados obtidos deram ainda origem a preparacao de dois
manuscritos cientificos que se encontram atualmente em processo de submissao para
publicagdo em revista cientifica internacional indexada com arbitragem por pares com
alto fator de impacto (Ludmilla R. Jorge, Liliam K. Harada, Erica C. Silva, Welida F.
Campos, Renata Lima, José M. Oliveira Jr., Marta M. D. C. Vila, Matthieu Tubino e
Victor M. Balcdo (2018) Bacterial nanocellulose biomembrane as a suitable matrix
for the structural and functional stabilization of human insulin, aiming at its
tentative transdermal permeation (Anexo C) e Ludmilla R. Jorge, Liliam K. Harada,
Erica C. Silva, Welida F. Campos, Fernanda C. Moreli, Renata Lima, Gustavo

Shimamoto, Jorge F. B. Pereira, José M. Oliveira Jr., Matthieu Tubino, Marta M. D. C.
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Vila e Victor M. Balcdo (2018) Non-invasive transdermal delivery of human insulin

using ionic liquids: proof-of-concept (Anexo D).

A Diabetes Mellitus configura-se como uma doenca com caracteristicas
epidémicas, destacando-se como uma importante causa de morbidade e mortalidade.
A Diabetes Mellitus do tipo 1, caracteriza-se pela falta de secrecao de insulina, sendo
necesséria a adminstracdo de insulina exégena para obter um estado normoglicémico.
A maioria dos tratamentos envolvendo insulina exigem a administracédo de injecoes
subcutaneas diarias. Assim, o desenvolvimento de novas formas de administracdo de
ativos, como a insulina, é de vital importancia. Neste sentido, a via transdérmica torna-
se uma via alternativa interessante para administracdo de insulina, pois pode-se
eliminar a possibilidade de degradacédo do farmaco no trato gastrointestinal e também
favorecer a administracao indolor do ativo. Para a veiculacdo de ativos, via derme,
podem ser utilizados filmes biopoliméricos, utilizando polimeros naturais como gomas
e nanocelulose bacteriana. No entanto, a pele € uma barreira a ser vencida, sendo
necessario associar substancias promotoras da permeacédo dermica. Recentemente,
alguns pesquisadores reportaram a eficiéncia de liquidos ibnicos, como o geranato de

colina, como facilitadores de permeacéo dérmica.

Considerando-se todas as informacdes supracitadas, a utilizacdo de um biofilme
a base de nanocelulose bacteriana e liquido ibnico, mostrou-se como uma alternativa
promissora para a permeacdo de insulina na pele humana, como o produto

desenvolvido neste estudo.

Para tal, a pesquisa exigiu varias etapas de trabalho. Inicialmente foi produzida
e caracterizada nanocelulose bacteriana; a seguir realizou-se a sintese e
caracterizacdo dos liquidos ibnicos. Depois o foco incidiu na producdo e
caracterizacdo de biofilmes integrando a insulina e o liquido iénico. Por fim, avaliou-
se a eficacia do biofilme quanto a sua capacidade de promover a permeacao
transdérmica de insulina na pele. A Figura 1 apresenta um resumo grafico do trabalho

de pesquisa desenvolvido.



Figura 1. Resumo Grafico do Trabalho de Pesquisa Desenvolvido.
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1. INTRODUCAO

A biomimética centra-se na ciéncia basica, explorando fundamentalmente os
principios dos sistemas biologicos, enquanto a bioinspiracdo se concentra na
engenharia aplicada através da implementacdo tecnoldgica dos principios de
funcionamento dos sistemas biolégicos. Biomimética e bioinspiracdo, como
estratégias complementares e intercambidveis para a inovagdo sustentavel e o
desenvolvimento de tecnologias de membrana tém grandes implicacbes nha
exploracdo de materiais membranares e intensificacdo de processos com eles
relacionados (ZHAO et al., 2014).

Ao imitar as composicOes, estruturas, formacdes e fungdes excepcionais de
materiais biol6gicos, uma miriade de membranas biomiméticas e bioinspiradas foram
concebidas e preparadas utilizando membranas de origem celular. Estas membranas
mostraram propriedades fascinantes e desempenhos notaveis tais como interacdes
multiplas, organizagfes hierarquicas, mecanismos multiplos seletivos de transporte,
estabilidade, elevada resisténcia e adaptacéo distinta. As aplicacdes mais importantes
de membranas biomiméticas e bioinspiradas sdo para uso em tratamento de agua,
energia limpa, captura de carbono e cuidados de saude (ZHAO et al. 2014;
ABDELRASOUL; DOAN; LOHI, 2017).

Para a obtencéo de formulac¢des farmacéuticas tradicionais ou inovadoras, como
os filmes (ou membranas), hidrogéis e scaffolds, varios tipos de polimeros naturais
e/ou sintéticos tém sido utilizados (VILLANOVA, 2010). Dentre os polimeros sintéticos
pode-se destacar o PVA por ser nao toxico e biocompativel que possui excelentes
propriedades de formacdo de filme, facilidade de processamento, resisténcias
mecanicas, térmicas e quimicas (LIU et al., 2009; HWANG et al., 2010; SONG; RANE;
CHRISTMAN, 2012; GUPTA; VERMANI; GARG, 2002). Ja entre os polimeros naturais
a nanocelulose bacteriana tem sido utilizada em diversos produtos por possuir
propriedades Unicas, incluindo alta capacidade de absor¢cdo de agua, elevada
cristalinidade e boas propriedades mecanicas, quando comparada a outros
biopolimeros, tais como colageno, quitina e gelatina (FISCHER et al., 2017). As gomas
também sdo bastante usadas, como as gomas xantana, carragena e logusta. A goma

xantana é um polissacarideo obtido por fermentacdo pela bactéria Xanthomonas
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campestres, muito utilizada por ser um agente espessante e estabilizante (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

A Diabetes Mellitus (DM) destaca-se, atualmente, como uma importante causa
de morbidade e mortalidade em todo o mundo. O envelhecimento da populacéo, a
crescente prevaléncia da obesidade e do sedentarismo, e 0s processos de
urbanizacdo sdo considerados os principais fatores responséaveis pelo aumento da
incidéncia da Diabetes Mellitus (FLOR; CAMPOS, 2017). Para o tratamento da DM
insulino-dependente se faz necessaria a administracdo parentérica de insulina
exdgena, varias vezes ao longo do dia, para obter um bom controle glicémico (REIS,
2008). Desenvolver uma forma de administragdo alternativa para a insulina

suficientemente segura ou eficaz ainda é um desafio nos dias de hoje.

A via transdérmica direcionada para uma acao sistema de ativos tem sido cada
vez mais estudada. No entanto, o fArmaco necessita permear o estrato cérneo para
chegar ao seu local de acdo, uma vez que a pele é uma barreia natural a ser vencida.
Vérias estratégias tém sido elencadas, como o uso de promotores da permeacéao
cutanea (MARTINS; VEIGA, 2002). Neste sentido, os liquidos idnicos emergiram
como substancias de elevado potencial como promotores da permeacdo transdérmica
(ZAKREWSKYet al., 2014).

Considerando os fatos mencionados objetivou-se, nesta proposta de pesquisa,
desenvolver um filme biopolimérico a partir da nanocelulose bacteriana e goma
xantana para veiculacao tépica de insulina, tendo o liquido ibnico geranato de colina

como agente promotor da permeacéao cutanea.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Diabetes Melittus

A (DM) é uma doenca cronica e metabdlica que afeta milhdes de pessoas em
todo o mundo e é caracterizada por niveis elevados de glicose no sangue produzidos
por uma deficiéncia absoluta de secrecdo de insulina ou em sua acéo. Isso produz
inumeras complicacfes a longo prazo, como retinopatia, nefropatia e neuropatia, entre
outros (BONDIA et al., 2010).

A (DM) é uma doenca prevalente, classificada como uma epidemia pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), com incidéncia aumentando de modo
alarmante nos paises em desenvolvimento, tanto em adultos qguanto em adolescentes
(MARASCHIN et al., 2010). O Atlas Internacional da Federagéo Internacional de
Diabetes (IDF) 2015 estimou que 415 milhdes de pessoas em todo o mundo tém
diabetes. Este niumero devera aumentar para 642 milhdes em 2040 (SABERZADEH-
ARDESTANI et al., 2018).

A Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) compreende 5-10% de todas as causas de
diabetes e é uma das doencas autoimunes mais frequentes no inicio da vida. A
incidéncia da (DM1) estd aumentando em todas as populacbes (SABERZADEH-
ARDESTANI et al.,, 2018). A (DM1) é uma doenca auto-imune que resulta da
destruicdo das células beta em ilhotas pancreaticas. Embora possa ocorrer em
qualquer idade, a (DM1) apresenta-se mais tipicamente na adolescéncia com inicio
de pico em torno da puberdade (SABERZADEH-ARDESTANI et al., 2018). A (DM1) é
uma doencga cronica caracterizada pela destruicao parcial ou total das células  das
ilhotas de Langerhans pancreaticas, resultando na incapacidade progressiva de
produzir insulina. Neste sentido, o tratamento pode ser realizado com a aplicacéo de
multiplas doses de insulina (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETTES, 2014-2015).

A correta classificacao do tipo da Diabetes Melittus leva mais precocemente ao
tratamento adequado, com maior indice de sucesso na obtencédo de um bom controle
glicémico. E compreende quatro categorias: DM tipo 1; DM tipo 2; e Diabete
Gestacional (MARASCHIN et al., 2010) descritos na Tabelal.



Tabela 1. Classificacéo etiologica da Diabetes Melittus.
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Tipo 1

Tipo 2

Gestacional

Caracteristicas

Inicio sUbito; sede e
fome acentuadas;
micc¢ao frequente;

fadiga; nauseas e

Inicio lento; sede
acentuada; miccao
frequente; fadiga;

cicatrizacao dificil de

Sede acentuada;
miccao frequente;
fadiga e outros

sintomas

vOmitos; perda de feridas; semelhantes aos do
peso formigamento nas tipo 2
M&0Ss ou Nos pés;
infeccdes frequentes;
perda de peso
Idade de Inicio Em geral aos 20 Em geral aos 40 Faixa etéria
anos ou na infancia anos ou mais, reprodutiva
embora o0 nimero de
casos esteja
aumentando entre
jovens
Condicéo Fisica Em geral, pessoa Em geral, pessoa Gestante
magra ou de peso com excesso de
normal peso
Causa O sistema imune Falta de exercicio, Hormonios
destroéi as células b alimentagéo produzidos pela
do pancreas que inadequada e placenta impedem a
produzem insulina consequente acdo da insulina
obesidade; genética
Base do InjecBes de Insulina | Mudangas no estilo Mudancas no estilo
Tratamento de vida, de vida,
possivelmente possivelmente
complementadas por | complementadas
insulina e farmacos com injecdes de
insulina
Fonte:

https://www.google.com/search?g=tabelas+classifica%C3%A7%C3%A30+diabetes+2018&rlz=1C1SQJIL_ptBRBR793BR793&s
ource=Inmsé&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwi7ngfExX5XfAhXCgJAKHS3ZBNoQ_AUIDygC&biw=1366&bih=657#imgdii=aXNJUi
zKgiaPzM:&imgrc=10LNcAH20JLLIM.
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2.2. Insulina

Além da reducdo da glicose no sangue, a insulina age no Sistema Nervoso
Central (SNC) para regular o comportamento alimentar e o balanco de energia.
Estudos em animais mostraram que a sinalizacdo insulinica intracerebral interrompida
causa aumento de peso e que a administragdo intracerebroventricular de insulina

reduz a ingestéo alimentar e o peso corporal (VAN GOLEN et al., 2014).

A terapia com insulina é usada no tratamento do Diabetes Mellitus, controlando
a hiperglicemia em pacientes sofrendo de Diabetes tipo 1 (PANCHAL; SHAH;
UPADHYAY, 2011). Para conseguir um controle metabdlico junto aos portadores de
diabetes, o tratamento com insulina exdgena constitui-se em opcéo terapéutica
eficiente, frente a deficiéncia parcial e/ou total da secrecéo de insulina pelo pancreas
(DE SOUZA; ZANETTI, 2000).

A insulina exerce um papel primordial na regulagéao da homeostase da glicose e
atua de maneira coordenada em eventos celulares que regulam os efeitos metabdlicos
e de crescimento. A secrecdo de insulina é estimulada por substratos energéticos
metabolizaveis pela célula B pancreética, sendo a glicose seu estimulo mais
importante (HABER et al., 2002). As células B do pancreas formando as ilhotas de
Langerhans sdo responsaveis pela liberacdo de insulina. A insulina € um hormdnio
sendo constituida por duas cadeias peptidicas, sendo a cadeia A com 21 aminoacidos

e a cadeia B com 30 aminoacidos unidas por duas pontes de dissulfeto (Figura 2).

A insulina ndo pode ser administrada por via oral, pois € degradado pelas
enzimas digestivas e intestinais. Assim, a bioengenharia genética desenvolveu e
passou a produzir quimicamente insulinas humanas sintetizadas por técnicas de
recombinacdo de DNA, a partir de bactérias ou de células de outros tecidos, que se
apresentam livres de impurezas e uma menor agdo antigénica. Desta maneira, hoje
temos insulinas de origem animal (suina, bovina ou mista) e humana disponiveis no
mercado (DE SOUZA; ZANETTI, 2000).

Figura 2. Estrutura da insulina, formada por duas cadeias peptidicas unidas por pontes de dissulfeto.
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https://www.google.com/search?q=mol%C3%A9cula+da+insulina&rlz=1C1SQJL ptBRBR793BR793&
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Um controle glicémico rigido € necesséario para atenuar as complicacfes
cronicas na Diabetes Mellitus tipo 1, pois requer frequentes inje¢des diarias de insulina
administradas por injecdo subcutédnea de agulha, caneta de insulina e cateteres
conectados a bombas de insulina. Esses métodos séo inconvenientes e levam a uma
baixa adesao ao tratamento, um fator importante que compromete a qualidade de vida
dos pacientes diabéticos (HADEBE et al., 2014).

A necessidade de administrar insulina de forma eficiente e eficaz levou a estudos
e pesquisas de sistemas de liberacdo, como as vias oral, nasal, bucal, pulmonar, retal,
ocular e transdérmica. A pele que se tornou cada vez mais uma rota de entrega para
diversos tipos de drogas gerou um grande interesse. A via transdérmica € uma
alternativa atraente para a insulina, pois pode oferecer a adeséo correta ao tratamento
do paciente e liberac&o controlada ao longo do tempo, evitando a degradagé&o no trato

gastrointestinal ou efeitos hepaticos de primeira passagem (HADEBE et al., 2014).
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2.3 Pele e Promotores de Permeacao Transdérmica

A pele presente no corpo humano funciona como um revestimento externo do
corpo e exercem variadas e importantes funcdes tais como: protecdo e defesa de
agentes externos (barreira microbiana, quimica, radiacao, térmica) regulacao térmica,
percepcao sensorial, secrecdo, regulacado da pressao sanguinea, regulacdo hidrica,
metabolismo e excrecdo e respostas imunolégicas. Sendo a pele uma barreira por
exceléncia, ndo é contudo um 6érgao isolado, e encontra-se associada a muitos
sistemas de 0Orgdos, nomeadamente o sistema musculo-esquelético, neurologico,
circulatério, endocrino e imunitario. A pele € considerada o maior e 0 mais pesado

sistema de 6rgaos e é idéntico em todos os grupos étnicos (RAFEIRO, 2013).

A pele tem importante funcao estética, é avaliada a aparéncia, o toque, a maciez,
os odores exalados e a coloragdo. A pele também tem conotac6es de ordem social,
racial e sexual, devido a sua funcédo sensorial (HARRIS, 2009; AZULAY; AZULAY;
AZULAY- ABULAFIA, 2008).

Recentemente surgiu o conceito da pele como barreira semipermeavel, isso foi
devido a avaliacdo do estrato cérneo como a principal barreira difusional da epiderme.
A permeabilidade da pele reside em dois aspetos fundamentais: a sua anatomia e a
sua bioquimica (RAFEIRO, 2013).

A pele é considerada uma importante via de administracéo (tanto local quanto
sistémica) de farmacos. Muitas sdo as vantagens apresentadas por essa via de
administracdo: melhor absorcdo e concentracdo plasmatica adequada do farmaco,
diminuicdo da toxicidade e aumento da adesdo do paciente ao tratamento devido a
uma menor frequéncia de administracdo de doses (CHORILLI et al., 2007).
Geralmente, a administracdo cutanea é utilizada quando um efeito local é desejado,
porém, pode alcancar-se um efeito sistémico (RANG et al., 2007). Para que a
permeacdo transdérmica de principios ativos ocorra, € preciso levar em consideracao
dois pontos importantes: as substancias que compdem o veiculo que facilita a
penetracdo do principio ativo, e a natureza quimica do farmaco em questao (AZULAY;
AZULAY; AZULAY- ABULAFIA, 2008).
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A pele é composta por basicamente trés camadas (Figura 3): a epiderme, que é
a camada epitelial mais externa, a derme, que é a camada intermediaria, e a
hipoderme, que € a camada mais profunda e que € constituida de lI6bulos de lipécitos.
Exibe ainda os denominados anexos cutaneos, sendo eles o foliculo pilossebéaceo, o
foliculo piloso, as glandulas sebéceas e as glandulas sudoriparas (AZULAY; AZULAY;
AZULAY- ABULAFIA, 2008).

Figura 3. Estrutura geral da pele humana.
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Além disto, a composicdo da pele torna este 6rgdo uma barreira de protecao
eficaz, sendo impermeavel a moléculas estranhas, especialmente moléculas de
grande tamanho e hidrofilicas, tais como a insulina. O estrato cérneo, a camada mais
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externa da pele, é responséavel por esta impermeabilidade, sendo constituido por uma
associacdo entre queratinécitos e lipidos (LASSMANN-VAGUE; RACCAH, 2006;
KHAFAGY et al., 2007). Com o intuito de ultrapassar este obstaculo, e permitir a
absorcéo de insulina, varios métodos de enfraquecimento do estrato cérneo tém sido
testados ao longo do tempo, nomeadamente métodos que incluem promotores de
absorcao, iontoforese, sonoforese e micro-agulhas (LASSMANN-VAGUE; RACCAH,
2006; KHAFAGY et al., 2007).

Uma vez que a pele € o maior 6rgédo do corpo humano, a via transdérmica torna-
se uma via apelativa para administracdo de insulina. As suas principais vantagens sao
a sua complacéncia e a possibilidade de liberagc&o controlada no tempo, a eliminagao
da possibilidade de degradacdo do farmaco no trato gastrointestinal e também a
administracéo indolor (KHAFAGY et al., 2007).

Os sistemas de libertacdo transdérmicos permitem a passagem de doses
terapéuticas de farmaco através da pele, com o objetivo de atingir a corrente
sanguinea, para exercer 0s seus efeitos a nivel sistémico. A tecnologia envolvida na
libertacdo transdérmica de farmacos consiste na absorcdo percutdnea ou
transdérmica (RAFEIRO et al., 2013).

O desafio da obtencao de formas farmacéuticas capazes de permear ativos de
forma eficaz é exatamente o de favorecer a absorcdo de principios ativos nas
camadas da pele que atuam como barreiras para esta permeacao. Por este motivo,
estratégias tém sido utilizadas como, por exemplo, o uso de nanotecnologia no
desenvolvimento e producdo de farmacos, capazes de promoverem a liberacéo
através da pele, e disto surgem formas farmacéuticas como microemulsées,
nanoemulsdes e nanoparticulas, com propriedades fisicoquimicas e farmacotécnicas

apropriadas para o uso transdérmico (SILVA et al., 2010).

Apesar da atividade metabdlica da pele, a sua funcéo barreira tem sido um dos
mais importantes objetos de estudo ao longo dos anos. A funcao barreira do estrato
corneo pode ser modificada através de numerosas técnicas e pela aplicacdo de
diversas substancias. O aumento da permeabilidade da pele para diversos farmacos
pode ser conseguido mediante a coadministracdo de promotores quimicos de

permeacado ou pelo uso de promotores fisicos de permeacdo (RAFEIRO et al., 2013).
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Além disto, promotores de absor¢cdo podem incrementar a permeabilidade
cutdnea, aumentando o coeficiente de particdo do farmaco administrado ou a agéo
termodinamica do mesmo, e modificando a composi¢cao do estrato corneo, atraves da
guebra da estrutura lipidica (LASSMANN-VAGUE;RACCAH, 2007; LI et al., 2008).

E inegavel que a administrac&o transdérmica € mais vantajosa do que a terapia
oral, se considerada a possibilidade de obter uma entrega de ativo controlada e
prolongada no sangue e evitar o metabolismo de primeira passagem no figado, o que
garante uma maior biodisponibilidade consistente de substancias ativas. Além disso,
a administracdo indolor, ndo invasiva e facil de filmes, adesivos transdérmicos e

formulaces pode melhorar a aceitacéo do paciente (QUINTAO et al., 2015).

A promocdao de permeacdo de farmacos através da pele pode ter os seguintes
resultados: a) melhoramento da liberacdo do farmaco a partir de preparacdes
farmacéuticas transdérmicas; b) aumento do fluxo de farmaco através da pele ou
retencdo de farmaco nesta; ¢) aumento da liberacao localizada, topica ou dos tecidos
alvo através da pele; d) combinacédo de todos os itens descrito (MARTINS; VEIGA,
2002).

Com o objetivo de, por um lado, ultrapassar os problemas devidos a
impermeabilidade da pele e a variabilidade bioldgica e, por outro, de aumentar o
ndmero de farmacos candidatos ao desenvolvimento de medicamentos
transdérmicos, varios métodos para remover, reversivelmente, a resisténcia desta
barreira da pele tém sido investigados, entre os quais, a utilizacdo de promotores de
permeacdo (MARTINS; VEIGA, 2002).

Os promotores de permeacdo Ssd0 compostos quimicos, por si SO,
farmacologicamente inativos, mas que podem permear ou interagir com constituintes
do estrato corneo, quando incorporados numa formulacdo transdérmica e, deste
modo, diminuir a resisténcia da pele a difusdo do farmaco. Um promotor de permeacao
deve potencializar a agao do farmaco, resultando no aumento do seu fluxo (MARTINS;
VEIGA, 2002).

Outros métodos para aumentar a liberacdo de farmacos na pele baseiam-se na
modificacao fisico-quimica de farmacos com capacidade de permeacéao fraca em pro-

farmacos que permeiem a pele com facilidade, o uso de tensoativos, lipossomas e
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pares idnicos, ou, mais recentemente, méetodos elétricos, tais como a eletroporacao e
iontoforese, a aplicacéo de ultrasom (a sonoforese) e a terapia génica (MARTINS;
VEIGA, 2002).

No entanto, nos dias atuais, 0s promotores quimicos representam a abordagem
mais estudada para o aumento da permeacdo transdérmica. A utilizacdo destes
compostos € relativamente de baixo custo e facil de formular, o que facilita a sua

aplicacao e permite liberdade de autoadministracdo (SOARES et al.,2015).

O promotor de permeacdo ideal serd aquele que apresenta as seguintes
carateristicas: farmacologicamente inerte, ndo-toxico, de agdo imediata, ndo-irritante,
ndo alérgico, de acao reversivel, quimica e fisicamente compativel com o farmaco e
excipientes, aceitavel cosmeticamente, inodoro, insipido, incolor, acessivel e com
boas propriedades solventes (MARTINS; VEIGA, 2002).

Recentemente, liquidos ibnicos surgiram como substancias “potencialmente”
capazes de facilitar a permeacdo cutdnea melhorando a entrega de agentes
terapéuticos nas camadas mais profundas da pele. Estes compostos quimicos podem
ultrapassar as barreiras de protecdo da camada cérnea, permitindo a permeacéo de

moléculas bioativas por eles carreadas (ZAKREWSKY et al., 2014).
2.3.1 Liquidos lénicos

Os liquidos ibnicos séo essencialmente sais em estado liquido que podem ser
preparados a partir de materiais pouco dispendiosos e com status GRAS (Generally
Recognized As Safe). Os liquidos i6nicos séo caraterizados por serem extremamente
estaveis a altas temperaturas e pressdes e, enquanto a for¢ca das ligagdes ibnicas
torna solidos a maior parte dos sais, o tamanho elevado de certas moléculas reduz os
pontos de fusdo dos sais de tal forma que estes compostos sao liquidos a temperatura
ambiente exibindo, no entanto, alta viscosidade (GOINDI et al., 2014; GHANDI, 2014).

A expressao ‘“liquido ibnico” (LI) abrange duas formas de compreensdo que
poderiam ser consideradas. Uma delas, entende-se como uma solug&o contendo ions
dissociados, como por exemplo uma solugéo de cloreto de sédio. Em outra, sais que
foram submetidos a altas temperaturas até atingirem o ponto de fusdo (geralmente

acima de 700° C). Deste modo, qualquer composto que apresente uma estrutura
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cristalina ibnica-covalente que esteja em estado liquido, a principio, poderia ser
considerado um sal ibnico, ou sal fundido. Contudo, ha um consenso de que o termo
“liquido i6nico” se refere a compostos idnicos que apresentam ponto de fusdo abaixo
de 100 °C. Tipicamente, os liquidos i6nicos sdo compostos com excelente estabilidade
quimica e térmica, pressao de vapor desprezivel, baixa viscosidade (relativa aos sais
fundidos) e muitos deles, descritos como menos agressivos ao meio ambiente
(PINTO, 2016).

Desde a descoberta dos LI, muitas aplicacdes tém sido relatadas em funcéo de
suas interessantes caracteristicas em inUmeras areas. Na area farmacéutica, os LI
estdo sendo empregados no preparo e na obtencédo de microemulsées (ZHOU; LUO;
FU, 2014), como agentes facilitadores de permeacé&o cutanea e como antimicrobianos
(ZAKREWSKY et al., 2014) e também em sistemas de administracdo oral para

farmacos pouco soltveis em agua (WILLIAMS et al., 2014).

Em seu trabalho, Zakrewsky e colaboradores (2014) reportaram liquidos ibnicos
polivalentes derivados do acido geranico (geranato de colina) e do acido oléico (oleato
de colina) que exibiram toxicidade minima tanto para as células epiteliais, e melhoria

efetiva da permeacao transdérmica para a entrega de farmacos.

Provavelmente, e depedendo de sua estrutura quimica, os liquidos ibnicos sédo
capazes de solubilizar moléculas anfipaticas e, desta forma, atuar como solventes
ideais para entrega topica e transdérmica de farmacos. E provavel que as moléculas
liquidas ibnicas deslizem através dos compostos graxos que compdem as células da
pele, criando pequenas aberturas transitorias através das quais as moléculas

bioativas (carregadas pelo liquido i6nico) podem permear (ZAKREWSKY et al., 2014).

2.4Sistemas Poliméricos para a Veiculacdo de Ativos na Pele

Diferentes sistemas de transporte para a veiculagcdo de ativos na pele tém
permitido o uso de para uma variedade de principios ativos. Para tal, uma grande
gama de polimeros naturais pode ser utilizada para a preparacdo de sistemas
poliméricos de transporte, dos quais se destacam os peptideos, as proteinas e 0s
polissacarideos (SEVERINO et al., 2011; SOARES et al., 2015).
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A liberacao transdérmica de farmacos apresenta diversas vantagens
terapéuticas, quando comparada com administracdo de farmacos por via oral ou

parentérica, uma vez que:

+ Evita dificuldades provocadas pelo pH gastrointestinal, por atividade enzimatica;

e por interagcfes medicamentosas e alimentares;

¢+ Substitui a administracdo oral quando esta via € inadequada, como nos casos

de vomito e ou diarreia;

« Uma vez atingido o estado estacionario permite a administracdo continua de

ordem zero;

« Evita o efeito de primeira passagem, ou seja, ndo permite a passagem do
farmaco pelo sistema porta, e pelos sistemas apds a absor¢édo gastrointestinal,
nao ocorrendo assim, a inativacdo do farmaco pelas enzimas hepéticas e

digestivas;

% Evita os riscos e as inconveniéncias da administracdo parentérica, e da

administracao oral (absorcéo variavel);
+¢ Proporciona a administracdo de varias doses com uma Unica aplicacao diaria;

% Aumenta a atividade de farmacos com tempo de semi-vida curto, devido ao

reservatério do sistema e as suas caracteristicas de libertacdo controlada;

% Permite uma rapida interrup¢éo da terapéutica, com a sua remocao (RAFEIRO
et al., 2013).

As desvantagens destes sistemas transdérmicos em comparagdo com as suas

vantagens, sdo muito reduzidas, o que torna este sistema bastante viavel, sendo:

« A via transdérmica € inadequada para farmacos que provocam irritacdo ou

sensibilizacao da pele;

++ Apenas os farmacos relativamente potentes e com propriedades fisico-quimicas
adequadas, € que séo bons candidatos para a libertacao transdérmica, devido a
impermeabilidade cutdnea (RAFEIRO et al., 2013).
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Dentre diversos sistemas de entrega de ativos na pele, o sistema tipo “filme” &
uma nova abordagem que pode ser usada como alternativa as formulacdes tépicas e
transdérmicas convencionais. O filme pode ser um material polimérico que atua como
matriz para libertacdo do farmaco na pele. Filmes biodegradaveis baseados em
polimeros de origem natural tém sido amplamente investigados em varios estudos
biomédicos aplicacbes, incluindo engenharia de tecidos, cicatrizagdo de feridas,
devido a biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades similares aos tecidos
humanos (PEREIRA; MENDES; BARTOLO, 2013). Assim filmes preparados a partir
de biomateriais representam uma alternativa aos sistemas convencionais e
apresentam a vantagem de tornar o tratamento mais confortavel e funcional, uma vez
gue sado transparentes e impermeaveis a células bacterianas impedindo assim a
contaminag¢do microbiana do local afetado. Além disso, a capacidade de liberar de
forma controlada ou prolongada o farmaco utilizado no tratamento diminui 0 nimero
de vezes necessarias para troca do produto, promovendo o aumento da adesao do
paciente ao tratamento (SOUZA et al., 2013; SCHOEDER et al., 2007). Os filmes de
biopolissacarideos sdo também de particular interesse no tratamento da pele
danificada, devido a sua baixa toxicidade, potencial para liberacdo prolongada de
farmacos e capacidade umectante (YAN; POCHAN, 2010; MURPHY et al., 2012;
SONG; RANE; CHRISTMAN, 2012). Os filmes formados por biopolissacarideos
podem ser considerados sistemas de liberacdo controlada para farmacos de aplicacéo
topica, dependendo do tipo de formulacdo e aplicacdo em que sao utilizados
(ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; GANJI et al.,, 2010). A capacidade de
interacdo com as entidades biolégicas torna os biopolimeros 6timas escolhas para
aplicacdes biomédicas (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006).

Grande parte das moléculas de origem biol6gica (como os polissacarideos e as
proteinas) apresentam estrutura macromolecular, podendo ser denominadas de
(bio)polimeros naturais. Estes compostos apresentam caracteristicas particulares,
gue permitem diferencia-los dos polimeros sintéticos. Entre tais caracteristicas pode
ser observada a existéncia de cadeias de mesmo tamanho e a elevada especificidade
e organizacdo molecular (OREFICE et al., 2006; (DEMIRCI; KHADEMHOSSEINI,
2016). As moléculas de (polis)sacarideos sao basicamente constituidas de carbono,
oxigénio e hidrogénio. Neste grupo de compostos estédo inclusos agucares simples,

denominados monossacarideos, e seus polimeros, denominados polissacarideos. Os
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monossacarideos e os residuos de polissacarideos contém muitos grupos hidroxilo,

podendo ser portanto considerados como alcoois (MORAN et al., 2013).

Dentre os materiais amplamente utilizados para a obtencédo de filmes de
biopolissacarideos encontram-se as gomas de origem natural, tais como as gomas de
carragenana, xantana, gelana, alfarroba, colageno, entre outras (ASSIS; DE BRITTO,
2014). A nanocelulose microbiana também tem surgido como uma alternativa

promissora em funcéo de suas interessantes caracteristicas.
2.5Nanocelulose Bacteriana

A nanocelulose bacteriana (BCN) € um polimero isento de lignina obtido a partir
de culturas de Gluconacetobacter xylinus (HESTRIN; SCHRAMM, 1954; IGUCHI;
YAMANAKA; BUDHIONO, 2000).

G. xylinus é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Acetobacteriaceae, aerObia estrita que realiza a oxidacdo incompleta de diversos
acucares e alcoois, tendo como habitat natural frutos e vegetais em processo de
decomposicédo. A producao de nanocelulose bacteriana (BCN) por G. xylinus pode ser
obtida em laboratério utilizando cultivos tanto em meios solidos como liquidos
(DOMINI et al., 2010).

Quando cultivada em condi¢Bes adequadas, esta bactéria tem a capacidade de
secretar feixes de cadeias de celulose como parte de seu metabolismo, na forma de
um exopolissacarideo e, portanto, permite a producdo em larga escala dessas
membranas, as quais podem variar em espessura dependendo da extensdo temporal
da cultura (KLEMM et al., 2005; CZAJA et al., 2006). As cadeias de celulose sao
formadas por B-D-glucopiranose, contendo trés grupos hidroxila. Quando a
nanocelulose bacteriana é produzida em condicBes estéticas, duas superficies
distintas sdo formadas. O lado que compreende a interface ar / liquido tem uma
densidade mais elevada de fibra (superficie superior) e do lado oposto mostra uma
menor densidade de fibras e uma superficie mais porosa (superficie inferior). A
membrana de nanocelulose bacteriana € caracterizado por uma estrutura de rede
fibrosa ultrafina 3D, contendo cerca de 99% de &gua (REIS, 2016). Como

caracteristica notavel, a nanocelulose bacteriana apresenta uma grande rede
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arquitetonica tridimensional aleatdria composta de feixes de cadeias de celulose
embaladas para formar fitas nanométricas (KLEMM et al., 2005).

Quando hidratada, a membrana de nanocelulose bacteriana apresenta grandes
poros ao longo de toda a estrutura (KLEMM et al., 2005), resultando numa potencial
e vasta interface para interacdes (YANO et al., 2005). A estrutura das membranas
nanocelulose lhe confere propriedades Unicas, como a capacidade de retencdo de
agua, resisténcia mecanica, a porosidade e a biocompatibilidade (REIS, 2016). Devido
as propriedades deste material a nanocelulose bacteriana tem sido extensivamente
utilizada em aplicacdes da engenharia de tecidos (REIS, 2016). Muitos autores
descreveram membranas de nanocelulose bacteriana como plataforma ideais para
liberacdo de farmacos (REIS, 2016).

Segundo Barud et al. (2008), sob determinadas condi¢cdes a nanocelulose
bacteriana pode dar origem a sistemas hibridos completamente homogéneos. O
polissacarideo celuldsico, obtido por sintese bacteriana constitui um biomaterial
alternativo. Em estudos publicados na literatura da especialidade, a nanocelulose
bacteriana mostrou ser um produto seguro, de baixa toxicidade (CASTRO et al.,
2004), biocompativel (DE LUCENA et al., 2015), com a capacidade de estimular o
crescimento e a diferenciacédo celular - caracteristica promissora para a engenharia
de tecidos (FRAGOSO et al., 2014). Estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que
esse biomaterial foi funcional e eficaz tanto como barreira mecéanica como adjuvante
no tratamento de lesdes ulcerativas (TEIXEIRA et al., 2014) e feridas cirurgicas
(MARTINS et al., 2013).

2.6 Goma Xantana

A goma xantana, um heteropolissacarideo obtido por fermentacdo de bactéria
Xanthomonas campestris, € utilizada em indastrias farmacéuticas, de cosméticos e de
alimentos como espessante, dispersante e emulsificante. E um polimero atoxico,
estavel em amplas faixas de pH e temperatura, capaz de formar gel elastico e com
alta resisténcia de ruptura (VEIGA, 2009; LOPES et al., 2015).
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A goma xantana € um exopolimero acido de cadeia linear (1-4) -d-glicose,
semelhante a glucose. Apresenta-se com uma estrutura primaria composta de
repetidas unidades pentassacaridicas, constituida de unidades de B-D glicose unidas
por ligacdo 1-4, formando a cadeia principal celulésica como pode ser visualizada na
Figura 4 (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008).

Figura 4. Formula estrutural da goma xantana.
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Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Xanthan_gum#/media/File:Xanthan.svg.

A producdo e comercializagdo de goma xantana como espessante e
estabilizador tem aumentado progressivamente em uma taxa anual de 5-10%, devido
a suas excelentes propriedades fisico-quimicas (LUVIELMO et al., 2016).
Ultimamente, esta goma tem sido empregada na producdo de filmes polimeros,
hidrogéis e scaffolds para aplicacdes biomédicas e medicamentosas, obtendo-se
produtos biodegradaveis, atéxicos, com adequadas propriedades funcionais (DISHA
et al., 2016; LIU; YAO, 2015).


https://en.wikipedia.org/wiki/Xanthan_gum#/media/File:Xanthan.svg
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2.7 Estabilizagéo Estrutural e Funcional de Entidades Proteicas

Por serem componentes do metabolismo de todos os seres vivos, 0s
biopolimeros s&o materiais interessantes para aplicacbes biotecnolégicas e
industriais. Neste sentido, a estabilizacéo estrutural e funcional de entidades proteicas
torna-se muito importante, devido ao aumento de aplicagdes destes biomateriais em
diversas areas, mas com utilizacdo mais expressiva nas areas farmacéutica e
biomédica (BALCAO; VILA, 2015; IYER; ANANTHANARAYAN, 2008; VILLEGAS et
al., 1996).

O processo de estabilizacao de entidades proteicas visa a preservacgao estrutural
e funcional destes biocompostos. Este processo € adotado também para a
estabilizacdo de outras moléculas de natureza proteica, como enzimas, proteinas
recombinantes, bacteriéfagos, anticorpos monoclonais e peptideos (BALCAO; VILA,

2015).

Nas aplicac6es biofarmacéuticas em que se deseja utilizar proteinas, sao
encontrados trés principais desafios para a estabilizacdo das mesmas, sendo eles
(IYER; ANANTHANARAYAN, 2008; MOZHAEV; MARTINEK, 1990; BALCAO; VILA,
2015):

% Estabilidade operacional — capacidade da proteina para manter suas
propriedades ap6s os processos de producao;

+ Estabilidade termodinamica — capacidade de manter a conformacdo de
enovelamento, para evitar sua desnaturacdo quando em contato com diferentes

meios;

+ Estabilidade in vivo — capacidade de se manter estavel apds penetrar na célula-

alvo.

A estabilizacdo estrutural e funcional de entidades proteicas baseia-se na
reducdo dos movimentos moleculares e, assim, na eliminacdo das transicoes
conformacionais enquando a biomolécula ainda estd em seu estado funcional (estado
nativo). A estabilidade de proteinas multiméricas é dependente de sua concentragéo,

pois por se tratar de uma estrutura (multimérica), resulta em baixa estabilidade térmica
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devido a um mecanismo de dissociacdo das suas subunidades (BALCAO; VILA, 2015;
MATEDO et al., 2006; LOPEZ-GALLEG et al., 2007).

Os avancos relacionados com a estabilizacéo estrutural e funcional de entidades
proteicas, além de estaveis e ativas as proteinas, permitem também sua incorporacao
em produtos aplicados a diversas areas, inclusive produtos farmacéuticos, que
necessitem garantir tais propriedades (BALCAO; VILA, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar um sistema hibrido bioinspirado e biomimético a base de
nanocelulose de origem microbiana e goma xantana, contendo geranato de colina

incorporado, para estabilizacao/liberacéo de insulina.

3.2. Objetivos Especificos

¢ Produzir biomembranas de nanocelulose bacteriana por fermentacdo por
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 (Acetobacter xylinus Yamada (ATCC®

23769™)), e proceder a sua caracterizacao, fisico-quimica e bioldgica;

% Sintetizar liquidos ibnicos e realizar sua caracterizagdo fisico-quimica e

bioldgica;

+ Desenvolver e avaliar um filme biopolimérico hibrido a base de nanocelulose
bacteriana e xantana, com incorporacdo do geranato de colina, visando a
estabilizacdo estrutural e funcional de insulina, com a polimerizagcdo a ser
realizada por PVA (98% hidrolisado) a 1,25% (m/v) como agente polimerizante

e com a adicao de glicerol a 2,5% (m/v) para a inducéo de efeito plastificante;

+ Avaliar a integracéo de insulina no filme biopolissacaridico otimizado, utilizando

insulina Novolin NPH Humana;

% Avaliar as caracteristicas de liberacdo e permeacdo transdérmica da proteina

bioativa a partir dos filmes biopoliméricos, assim como proceder a sua

caracterizagao fisico-quimica.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1. Material

4.1.1. Reagentes e Consumiveis

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e foram usados sem
qualquer purificacdo adicional. A agua utilizada foi purificada em um sistema Master
System All (modelo MS2000, Gehaka, S&o Paulo/SP, Brasil) para uma resistividade
final de cerca de 18,18 MQ.cm e condutividade de 0,05 puS.cm™.

A insulina humana (Novolin® N - Insulina Humana NPH (100 UI/mL; 3,5 mginsulina
/ mL)) foi adquirida do Novo Nordisk A / S (Kalundborg, Dinamarca). Coomassie
Brilliant Blue G250 (ref. Sigma-Aldrich 27815-25G-F), acido orto-fosférico (85%, v/ v;
ref. Sigma-Aldrich V000145-1L) e etanol UVASOL ™ para espectroscopia (99,8%, v /
v; ref.Sigma-Aldrich 32205-1L) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis MO,
EUA).

O glicerol foi adquirido da Cinética (Jandira / SP, Brasil). O metanol de grau
analitico para HPLC (LiChrosolv®, CAS-No: 67-56-1) foi adquirido da Merck
(Darmstadt, Alemanha). O alcool polivinilico (PVA) com um grau de hidrolise de 98%
(PVA98) foi adquirido da Neon Comercial Ltda. (Suzano/SP, Brasil).

A goma xantana (XANTURAL® 180) foi gentilmente doada pela CPKelco
(Limeira/SP, Brasil). Para espectroscopia (99,8%, v/v; ref. SIGMA ALDRICH 32205-
1L), &cido geranico (85% estabilizado; ref. SIGMA-ALDRICH W412101-1KG-K) e o
bicarbonato de colina (ref. SIGMA-ALDRICH C7519-500mL) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA). Acido oleico (P.A.) foi adquirido da LABSYNTH -

Produtos para Laboratorio (Diadema SP, Brasil).

4.1.2. Material Bioldgico

A linhagem bacteriana utilizada na producdo de nanocelulose (BNC) foi a
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769, fornecida pela Cole¢do de Culturas
Tropicais - Fundacdo André Tosello (Campinas/SP, Brasil). O meio de crescimento
microbiolégico utilizado foi o Hestrin-Schramm, preparado de acordo com o
procedimento descrito por (Jozala et al., 2015). O meio de Hestrin-Schramm (HS)
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continha glicose (20 g / L), peptona (5 g / L), extrato de levedura (5 g/ L), fosfato de
sédio anidro (2,7 g/ L) e acido citrico monohidrato(1,15 g /L).

As sementes de cebola comuns (cultivar Baia Periforme) utilizadas nos ensaios
de Allium cepa foram adquiridas da FELTRIN® (Farroupilha/RS, Brasil). As linhagens
celulares HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados) e 3T3 utilizadas nos ensaios
de genotoxicidade (Cometa™) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (ref. SIGMA S200-
O5N) (St. Louis MO, EUA). As células foram mantidas a 37 °C sob atmosfera umida
com 5% COz2, em meio de crescimento DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
contendo D-glucose (4,5 g/L), L-glutamina (584,0 mg/L), piruvato de sédio (100
mg/mL), bicarbonato de soédio (3,7 g/L) (Gibco Life Technologies, Sdo Paulo/SP,
Brasil), suplementado com 10% (m/m) de soro fetal bovino e 1% (m/m) de antibiéticos

(penicilina (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (100 pL/mL)).

4.1.3. Equipamentos Analiticos e Outros

A reativacao da bactéria Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 e a producdo
de nanocelulose bacteriana foram realizadas no Laboratério de Biofilmes e
Bacteriéfagos da UNISO (PhageLab-UNISO) onde foram utilizados os equipamentos:
cabine de seguranca bioldgica de classe Il tipo B2 (modelo 4SP-SBIIB2-1266/4, SP-
LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil), autoclave vertical (modelo AUTOCLAVE
DIGITAL CS 50L, PRISMATEC, Manaus/AM, Brasil), estufa de incubacéo
microbiologica (modelo 502, FANEM, S&o Paulo/SP, Brasil), geladeira da marca
Electrolux (modelo DF80-553L, S&o Paulo/SP, Brasil). Para a preparagéo dos filmes
biopoliméricos foram utilizados um agitador mecéanico com aquecimento (modelo TE
0181, TECNAL, Piracicaba/SP, Brasil) e um banho de ultrason (modelo USC-3380A,
UNIQUE, Indaiatuba/SP, Brasil).

A caracterizagdo termogravimétrica das membranas de nanocelulose foi
realizada por analise termogravimétrica enquanto as analises térmicas foram
realizadas num calorimetro diferencial de varredura (DSC) também da TA Instruments
(modelo MDSC 2910, New Castle, EUA), no Instituto de Quimica da UNICAMP (1Q-
UNICAMP, Campinas/SP, Brasil).

J4 as andlises térmicas do biofilme contendo liquido i6nico e insulina foram

realizadas em um calorimetro diferencial de varredura (modelo DSC-60) da Shimadzu,
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localizado no LaBNUS-UNISO (Parque Tecnolégico de Sorocaba, Sorocaba/SP,
Brasil).

As analises das membranas de nanocelulose e dos biofilmes contendo liquido
ibnico e insulina, foram realizadas em um microscopio eletrénico de varredura com
emissdo de campo (FESEM) da FEI (modelo QUANTA FEG 250, FEI Company,
Hillsboro, EUA), no Instituto de Quimica da UNICAMP (IQ-UNICAMP, Campinas/SP,
Brasil), enquanto as analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos
biofilmes integrando liquido i6nico e insulina, foram realizadas num microscopio
eletronico de varredura com energia dispersiva (DESEM) da LEO Electron
Microscopy/Oxford (modelo Leo 440i, Cambridge, Inglaterra), equipado com um
detector EDS da LEO Electron Microscopy/Oxford (modelo 6070, Cambridge,
Inglaterra), no LRAC-FEQ (UNICAMP, Campinas/SP, Brasil).

Os espectros de infravermelho da nanocelulose bacteriana foram obtidos por
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da AGILENT
(modelo Cary 630, Santa Clara CA, E.U.A.) e os difratogramas de raios-X foram
obtidos em um difratdmetro de raios-X (DRX) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto,
Japéo), no 1Q-UNICAMP (Campinas/SP, Brasil).

Os espectros do biofilme com liquido iénico e insulina foram obtidos através de
um espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) modelo
IRAffinity da Shimadzu, localizado no LaBNUS-UNISO.

As analises de resisténcia a tracao, resiliéncia e resisténcia a perfuracdo, dos
filmes bio-origami, foram realizadas em um Texturébmetro da Stabile Micro Systems
(modelo TA-TX Plus, Godalming, Inglaterra), no LaBNUS-UNISO.

Todas as andlises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdmetro
UV-Vis da Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA) no PhagelLab-
UNISO (Sorocaba/SP, Brasil).

As analises de microscopia Gtica para os ensaios Cometa™ foram realizadas em
um microscopio 6tico da Zeiss (modelo Axiovert-60, Carl-Zeiss, Goschwitzer Str.,
Jena, Alemanha), no LABITON-UNISO (Sorocaba/SP, Brasil).
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4.2. Procedimentos Experimentais
4.2.1. Producédo de Biomembranas de BNC
As biomembranas de nanocelulose bacteriana foram produzidas por cultura de
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 em meio Hestrin-Schramm, seguindo o

procedimento descrito por (Jozala et al., 2015), com modificacbes (Figura 5).

Figura 5. Procedimento esquematico utilizado para producé@o das biomembranas de nanocelulose
bacteriana por cultura de Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 em meio Hestrin-Schramm.
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Ciltars dé hembrines Gluconacetobacter Producao de biomembranas
hansenii ATCC®23769™ cultura de nanocelulose (BNC)
em meio Hestrin-Schramm por Gluconacetobacter
hansenii ATCC®23769™ em meio
Hestrin-Schramm, apos 4 dias a 27 2C

em caldo liquido

BNCs produzidas BNCs produzidas por BNCs produzidas por BNCs produzidas
por Gluconacetobacter Gluconacetobacter Gluconacetobacter por Gluconacetobacter
hansenii ATCC®23769™, hansenii ATCC®23769™ hansenii hansenii ATCC®23769™,

apos esterilizacao durante em solucao de NaOH 1M ATCC®23769™, lavado em agua
15 min a 121 °C com agitacao orbital lavado com uma solucao ultrapura

a 60 2C durante 90 min aquosa a 2% (p / p) de SDS

Fonte: Elaboracao prépria
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Foi realizada cultura bacteriana estatica em placas de cultura de 6 pogos, por
incubacdo de 1 mL de cultura bacteriana por poco (cerca de 1x10% UFC) durante 4
dias a 27 °C. Apds o crescimento bacteriano e producdo do exopolissacarideo, as
biomembranas foram lavadas em solucéo aquosa de SDS (dodecilsulfato, 2%, m/m)
(overnight), enxaguadas com agua ultrapura até a completa remocédo do SDS, e
imersas em NaOH (1 mol) solu¢do a 60 ° C, com agitacdo magnética, durante 90 min.
As biomembranas foram ent&o esterilizadas em autoclave a 121 °C durante 15 min

em agua ultrapura e armazenadas a 4 °C até o uso.

4.2.1.1. Ensaios de Adsorcéo de Insulina nas Biomembranas de Nanocelulose
Bacteriana (BNC)

As biomembranas de BNC (9,7468 g) foram imersas em solucao salina (NacCl,
0,9% (m/m)) contendo insulina humana (NOVOLIN® N - Insulina Humana NPH do
Novo Nordisk A/ S (Kalundborg, Dinamarca)) (1 mg / mL), sob agitacdo magnética de
aproximadamente 5 rpm, até que nenhuma proteina pudesse ser detectada no
sobrenadante, visando sua incorporacao nas matrizes de BNC. A mistura resultante
foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética suave e, a intervalos de
tempo pré-determinados, amostras de 500 pL da solucdo sobrenadante foram
retiradas e analisadas quanto ao contetudo proteico via método de Bradford modificado
como descrito em Balc&o; Vieira; Malcata (1996) e a mistura reacional adicionada com
500 uL de solucdo salina por forma a restabelecer o volume total. A experiéncia foi
terminada quando um patamar foi alcancado (e mantido) na concentracéo de proteina
adsorvida. Uma modificacdo do método de Bradford para quantificacdo de proteinas
foi utilizada de acordo com o procedimento descrito por Robyt e White (1990) e Balcéao
et al. (1996): aliquotas de 500 pL das amostras de sobrenadante foram adicionadas a
4,5 mL da solucdo de trabalho de Coomassie Brilliant Blue G-250 (preparada de
acordo com o procedimento descrito por (ROBYT; WHITE 1990; BALCAO et al.,1996),
incubadas a temperatura ambiente por 5 min e a absorbéncia medida a 595 nm
utilizando cubetas de plastico descartaveis. Uma curva de calibragdo para proteina foi
preparada usando solugcdes de albumina de soro bovino (BSA) em tampé&o fosfato (pH
7,4) em varias concentracfes na faixa de 0-1000 pg/mL: Abssgsnm = 1,6554 X Cprot /
(0,1922 + Cprot) (r = 0,99529).
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4.2.1.2. Analise por Espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR).

Os espectros de FTIR da insulina humana e de ambas as biomembranas BNC
com e sem insulina adsorvida foram adquiridos, na faixa de nimeros de onda de 4000
cm™ a 400 cm?, com uma resolucédo de 2 cm, e usando apodizacdo de Happ-Genzel,
enguanto os espectros de FTIR dos filmes biopoliméricos contendo insulina e liquido
idnico foram adquiridos, também na faixa de nimeros de onda de 4000 cm™ a 400

cm*, com uma resolugdo de 2 cm, e usando apodizacédo de Happ-Genzel.

4.2.1.3. Analises de Difracdo de Raios X (XRD).

Difratogramas de raios X da insulina humana (NOVOLIN® N - Insulina Humana
NPH da Novo Nordisk A/ S (Kalundborg, Dinamarca)) e de ambas as biomembranas
BNC com e sem insulina adsorvida foram coletadas, usando radiacéo de raios X de
uma lampada de cobre com radiacéo Ka (A = 1,5418 A) filtrada através de um alvo de
Cu. A varredura de raios X foi realizada nos angulos de difracdo de 2-Theta de 5° a
90°, com incrementos de 0,02 graus e taxa de 2°min-t, com uma tenséo de 40 kV,
intensidade de corrente elétrica de 30 mA, e poténcia de raios X de 3 kW.

4.2.1.4. Analises Térmicas Via Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial
de Varredura (DSC).

A caracterizacdo termogravimétrica das biomembranas de BNC com insulina
adsorvida foi realizada por analises de TGA, enquanto as andlises térmicas as
biomembranas de BNC com insulina adsorvida e aos filmes biopoliméricos contendo
insulina e liquidos i6nicos foram realizados por DSC.

As andlises de TGA foram realizadas utilizando um termogravimetro da TA
Instruments (modelo 2050, New Castle, E.U.A.), enquanto as analises de DSC foram
realizadas por TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castle, E.U.A.).

A caracterizagdo térmica das biomembranas de BNC integrando insulina
humana foi realizada via TGA e DSC, seguindo o procedimento descrito por Rocha et
al., (2017). Amostras (ensaios calorimétricos de DSC: cerca de 7,48 mg de

biomembrana de BNC com insulina adsorvida e cerca de 13,42 mg de biomembrana
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BNC simples; analises de TGA: cerca de 28,832 mg de biomembrana de BNC com
insulina adsorvida) foram pesadas diretamente no interior de cadinhos de aluminio de
alta pressdo e devidamente selados por pressdo. Um cadinho de aluminio de
referéncia também foi preparado simplesmente por vedacdo de ar dentro de um
cadinho vazio.

Para as andlises de DSC, as amostras foram entdo submetidas a um aumento
linear de temperatura de cerca 20 °C até 250 °C, a uma taxa de aquecimento
constante de 10 °C min, sob uma atmosfera inerte mantida com um fluxo constante
de nitrogénio de 50 mL min, durante o qual a quantidade de calor absorvida pelas
amostras de BNC foi registrada, enquanto para as analises de TGA as amostras foram
submetidas a um aumento de temperatura linear de cerca 10 °C até 600 ° C, sob
atmosfera inerte mantida com fluxo constante de argonio de 50 mL min-. Durante as
andlises de DSC, os dados (absor¢cédo de calor) foram coletados a uma taxa de
amostragem de 0,2 segundos por ponto de dados, enquanto que para as analises de
TGA os dados foram coletados a uma taxa de amostragem de 2,0 segundos por ponto

de dados.

4.2.1.5. Analises de Microscopia Eletrénica de Varredura por Campo (FESEM).

A superficie e a morfologia das biomembranas BNC e dos filmes biopoliméricos
contendo insulina e liquido ibnico foram analisadas em um microscopio eletronico de
varredura (FESEM) da FEI (modelo QUANTA FEG 250, Empresa FEI, Hillsboro,
E.U.A.) equipado com uma fonte de emissao de campo. Amostras de biomembranas
e dos filmes biopoliméricos foram congeladas a -196 °C com nitrogénio liquido,
fraturadas e revestidas por pulverizacdo catédica com um filme de Au / Pd (80% /
20%) em um suporte de carbono, utilizando um dispositivo de metalizacdo da BAL-
TEC (modelo BAL-TEC MED 020, BAL -TEC, Balzers, Liechtenstein). As

fotomicrografias foram coletadas usando feixes de elétrons com energia de 10 keV.

4.2.1.6. Propriedades de Resisténcia Mecanica das Biomembranas BNC
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As propriedades de resisténcia mecanica das biomembranas simples de BNC
foram avaliadas usando um texturometro da Stabile Micro Systems (modelo TA-TX
Plus, Reino Unido). Especificamente, propriedades como resisténcia a perfuracéo
(para avaliar a capacidade da biomembrana de resistir até a ruptura), relaxamento
(para avaliar a interconexdo da cadeia biopolimérica, que esta relacionada as
propriedades viscoelasticas da membrana de celulose bacteriana) e resiliéncia (para
avaliar se a membrana acumularia energia quando deformada elasticamente,
produzindo (ou ndo) uma deformacado residual). Os parametros de determinacao
foram estabelecidos como distdncia de 5 mm para os testes de resisténcia a
perfuracdo, distancia de 2 mm para ambos os testes de resiliéncia e relaxamento, e
uma forca maxima de 5 kg para todos os testes. Todas as determinacdes foram
realizadas em triplicata, com a agua nas amostras sendo removida antes das

determinacdes.

4.2.1.7. Analise do Potencial de Inducédo de Aberracdes CromossOmicas pelas
Biomembranas BNC, através do Ensaio Allium cepa.

O potencial de indugéo de aberracbes cromossdmicas pelas biomembranas de
nanocelulose bacterianas, isto €, a sua potencial genotoxicidade, foi avaliado através
do ensaio Allium cepa, utilizando-se sementes de cebola comum (cultivar Baia
Periforme, Feltrin® (Farroupilha/RS, Brasil), permitindo observar alteracdes
cromossdmicas e nucleares nas células da ponta da raiz das sementes germinadas.

Para este teste, sementes de Allium cepa foram deixadas germinar em cima de
papel de filtro (estéril) imido dentro de placas de Petri. Apos a germinacéo, as raizes
foram coletadas no momento em que atingiram cerca de 20 mm de comprimento. As
raizes foram entdo colocadas em contato com as biomembranas bacterianas de
nanocelulose a serem testadas, por um periodo de 24 h. Agua ultrapura foi usada
como negativo. Também a agua onde as membranas foram imersas foi testada,
usando-se um volume minimo desta 4gua para cobrir as raizes.

Apos este periodo, as raizes de Allium cepa foram removidas da biomembrana,
do controle e da agua onde as biomembranas a serem testadas foram imersas,

lavadas com agua ultrapura e adicionadas com solucdo fixadora (etanol absoluto:
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acido acético glacial, 3:1). Os frascos contendo as raizes foram entdo deixados a
temperatura ambiente durante 6-8 h e armazenados sob condi¢des de refrigeracéo.

Para preparacao das laminas de microscopio, as raizes de Allium cepa foram
removidas da solucéo de fixacdo, devidamente lavadas trés vezes com agua ultrapura
e submetidas a hidrélise acida (1 mol/dm3 HCI a 60 °C, durante 9 min). Apds a etapa
de hidrolise, as raizes foram lavadas trés vezes com agua ultrapura durante 5 min. O
excesso de agua foi entdo removido das raizes usando papel de filtro, e as raizes
foram mergulhadas em reagente de Schiff (no escuro) por um periodo de 2 h.

Apbs esse periodo de tempo, as raizes foram removidas do reagente de Schiff
e lavadas com agua ultrapura até remocdo do excesso de corante. A regido
meristematica das raizes (ponta corada) foi cortada sobre uma lamina de vidro,
adicionada de uma gota de Carmin acético (2%, m/v) (corante citoplasmatico) e
coberta com uma laminula, e gentilmente batida com uma pinga para esmagamento
das raizes e espalhando das células. As preparagfes foram entdo analisadas ao
microscopio optico (BATISTA-GALLEP et al., 2018).

4.2.2. Ensaios de Permeacao Transdérmica

A permeacdo transdérmica da insulina adsorvida nas membranas de
nanocelulose bacteriana e da insulina integrada nos filmes biopoliméricos contendo
liquido i6nico foi avaliada num sistema de permeacédo transdérmica de Franz da
LOGAN INSTRUMENTS CORP. (modelo DHC-6T, Somerset NJ, E.U.A.). Para estes
ensaios, discos de pele de orelha de porco (previamente preparada de acordo com o
procedimento descrito por Salerno; Carlucci; Bregni (2010) foram cortados com 0,5
mm de espessura X 30 mm de diametro) e fixados entre as camaras receptora e
doadora (no topo do suporte) da célula de difusdo de Franz (possuindo um orificio
central com 15 mm de diametro, através do qual a solucéo receptora contacta com a
membrana de orelha de porco). No topo desses discos de pele de orelha de porco,
um disco de BNC contendo insulina adsorvida (ou um disco de filme biopolimérico
contendo liquido iénico e insulina integrada) com o mesmo didametro externo (30 mm)
foi cuidadosamente colocado eliminando-se a presenca de quaisquer bolhas de ar, e
3 gotas de tampéao fosfato (pH 7,4) foram adicionadas para hidratar a biomembrana
BNC. No receptaculo de vidro inferior da célula de difusdo de Franz (possuindo uma

pequena barra magnética cilindrica revestida com teflon), 8 mL de tamp&o fosfato
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(desgaseificado) (pH 7,4) foram cuidadosamente injetados até tocar a superficie
inferior do disco de pele de orelha de porco. Foi tomada precaucdo para assegurar
gue nenhuma bolha de ar residisse na camara receptora, e a pele foi esticada para
minimizar a presenca de rugas e sulcos. Em intervalos de tempo pré-determinados (O,
15, 30, 60, 180, 360, 540, 720, 1380 e 1440 min), amostras de 2 mL da solugao
receptora sob o disco de pele de orelha de porco foram retiradas, e 2 mL de tampéao
fosfato fresco (pH 7,4) foram devidamente adicionados de modo a repor o volume.
Cada amostra recolhida foi entdo analisada quanto ao teor de proteina através do
método de Bradford modificado (Balcéo, Vieira, Malcata, 1996), como descrito na
secdo 4.2.2.1.

4.2.2.1. Quantificacdo do Teor de Proteina pelo Método de Bradford Modificado

Utilizou-se uma modificacdo do método de Bradford para quantificacao proteica
de acordo com o procedimento descrito por Robyt e White, (1990) e Balcéo; Vieira,;
Malcata (1996). Aliquotas de 500 puL da solucéo receptora foram adicionadas a 4,5 mL
de solucdo de Coomassie Brilliant Blue G-250 (a solucao de trabalho de Coomassie
Brilliant Blue G-250 foi preparada de acordo com o procedimento descrito por Robyte
e White (1990) e Balcdo; Vieira; Malcata, (1996), incubadas a temperatura ambiente
durante 5 min e a absorvancia medida no comprimento de onda de 595 nm utilizando
cubetas de plastico descartaveis.

Para construcéo da curva de calibracdo relacionando absorvancia a 595 nm com
concentracéo de proteina (mg/mL), preparou-se uma solucdo mée de albumina sérica
bovina (BSA) em agua ultrapura, com a concentracdo de 1 mg/mL. A partir desta
solucéo, prepararam-se diluicdes em agua ultrapura com concentra¢des 0, 10, 20, 30,
40, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pg/mL. A 500 uL de
cada uma destas solucdes, adicionou-se sequencialmente 4,5 mL de solucdo de
Coomassie Brilliant Blue G-250, incubou-se a temperatura ambiente durante 5 min e
a absorvancia medida ao comprimento de onda de 595 nm utilizando cubetas de

plastico descartaveis.

4.2.3. Sintese de Liquidos Iénicos (LI) e seus Solventes Eutéticos Profundos
(DES)
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As sinteses dos liquidos I6nicos seguiram metodologias descritas por Zakrewsky
et al (2014), sendo apresentadas abaixo:

Sintese do liquido i6nico geranato de colina (1:1): uma proporcao de
bicarbonato de colina (céation) para acido geranico (doador na ligacado de hidrogénio)
de 1: 1 foi usada para sintetizar um liquido iénico (LI) constituido apenas por pares de
cations e anions. O LI foi preparado por neutralizacdo com bicarbonato de colina. Em
um balédo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 20 mL de bicarbonato de
colina a 80% (equivalente a 18,72 g ou 0,1113 mol de bicarbonato de colina puro). Na
mesma proporgdo molar, ca. 23,12 mL de acido geranico a 85% foram adicionados,
com um excesso de 1,88 mL (para garantir a maxima extensao da reacao), resultando
em um volume total de 25 mL de acido geranico a 85% (equivalente a 20,61 g ou
0,1220 mol de acido geranico puro). 20 mL de metanol foram entdo adicionados a
mistura a fim de reduzir a viscosidade e melhorar a agitacdo (magnética) a
temperatura ambiente, em um sistema aberto, durante a noite, até cessar a producao
de CO2. O solvente foi removido subsequentemente usando um evaporador rotativo
a 60 °C, durante 20 minutos. O LI resultante foi transferido para um tubo Falcon de 50
mL, o headspace preenchido com nitrogénio, e o tubo imediatamente tapado e selado
com Parafilm™,

Sintese de solvente eutético profundo geranato de colina (1:2): uma
proporc¢ao de bicarbonato de colina para acido geranico de 1:2 foi usado para sintetizar
um solvente eutético profundo (DES) constituido apenas por pares de cations e
anions. A um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 20 mL de
bicarbonato de colina a 80% (equivalente a 18,72 g ou 0,1113 mol de bicarbonato de
colina puro). Na sequéncia, 46,24 mL de acido geranico a 85% foram adicionados,
com um excesso de 1,76 mL (para garantir uma extensdo maxima da reacao),
resultando em um volume total de 48 mL de &cido geranico a 85% (equivalente a 39,58
g ou 0,2350 mol de acido geranico puro). 20 mL de metanol foram entdo adicionados
a mistura de modo a reduzir a viscosidade e melhorar a agitacdo (magnética) a
temperatura ambiente, em sistema aberto, durante a noite, até cessar a producéo de
CO2. O solvente foi subsequentemente removido usando um evaporador rotativo, a
60° C, durante 20 minutos. O DES resultante foi transferido para um tubo Falcon com
volume de 50 mL, o headspace preenchido com nitrogénio, e o tubo imediatamente

tapado e devidamente selado com Parafilm™,
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Sintese do liqguido i6nico oleato de colina (1:1): uma propor¢cdo de
bicarbonato de colina (cation) para &cido oleico (doador na ligacéo de hidrogénio) de
1:1 foi usada para sintetizar um liquido i6nico (LI) constituido apenas por pares de
cations e anions. O LI foi preparado por neutralizacdo com bicarbonato de colina. Em
um bal&do de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 20 mL de bicarbonato de
colina a 80% (equivalente a 18,72 g ou 0,1113 mol de bicarbonato de colina puro). Na
mesma proporcdo molar, 35,95 mL de &cido oleico foram adicionados, com um
excesso de 4,05 mL (para assegurar a maxima extencao da reacao), resultando em
um volume total de 40 mL de &cido oleico (equivalente a 35,6 g 0,1260 mol de &cido
oleico puro); 20 mL de metanol foram entdo adicionados a mistura a fim de reduzir
viscosidade e melhorar a agitacdo (magnética) a temperatura ambiente, de forma
aberta, durante a noite, até cessar a producdo de CO2. O solvente foi
subsequentemente removido usando um evaporador rotativo, a 60 °C, durante 20
minutos. O LI resultante foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL, o headspace
preenchido com nitrogénio, e o tubo imediatamente fechado e devidamente selado
com Parafiim™.,

Sintese de solvente eutético profundo de oleato de colina (1:2): uma
proporcao de bicarbonato de colina para acido oleico de 1:2 foi usada para sintetizar
um solvente eutético profundo (DES) constituido apenas por pares de cations e
anions. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 8,75 mL de
bicarbonato de colina a 80% (equivalente a 8,19 g ou 0,0496 mol de bicarbonato de
colina puro). Na sequéncia, foram adicionados 31,42 mL de acido oleico, com um
excesso de 0,08 mL (para assegurar a maxima extensao da reacao), resultando num
volume total de 31,5 mL de &cido oleico (equivalente a 28,03 g ou 0,099 mol de ido
oleico puro); 20 mL de metanol foram entdo adicionados a mistura para reduzir a
viscosidade e melhorar a agitacao (magnética) & temperatura ambiente, de um modo
aberto, durante a noite, até cessar a producdo de CO2. O solvente foi
subsequentemente removido usando um evaporador rotativo, a 60 °C, durante 20
minutos. O DES resultante foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL, o headspace
preenchido com nitrogénio e o tubo imediatamente tapado e devidamente selado com
Parafilm™,

4.2.3.1. Caracteriza¢do Biolégica dos Liquidos 16nicos.

4.2.3.1.1. Potencial de Citotoxicidade pelo Método de Disco-Difusdo em Agar
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O potencial de citotoxicidade dos liquidos i6nicos e seus respectivos solventes
eutéticos profundos foi avaliado através da metodologia de disco difusdo em agar. A
linhagem celular 3T3 foi plaqueada em placas de Petri de 50 mm, na concentracao de
1,5x10° células / mL utilizando meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal
bovino a 10% (m/m), por um periodo de 48 h a 37 °C, em uma camara de incubacao
com 5% de CO:2 (g). Posteriormente, o meio liquido foi descartado e meio solido
"overlay" (meio Eagle 2x concentrado, agar a 1,8% (m/m) contendo 0,01% (m/m) de
vermelho neutro, foi adicionado. Apos solidificacao, as amostras (em disco de papel
de filtro estéril) foram colocadas no centro da placa e estas incubadas por 24 horas a
37 °C, em ambiente com 5% de COz2. As leituras das placas inoculadas foram feitas
macroscopicamente, onde a presenca de citotoxicidade era observada pela formacéao
de um halo claro em torno da amostra. correspondendo as células mortas, e
microscopicamente, para as alteracdes morfoldgicas das células que circundam a
amostra (PUSNIK et al, 2016).

4.2.3.1.2. Potencial de Citotoxicidade pelo Método da Atividade Mitocondrial
(Ensaio MTT)

A avaliacdo do potencial de citotoxicidade dos liquidos ibnicos foi também
realizada em linhagem celular HaCaT (queratinécitos humanos imortalizados)
utilizando-se MTT (4,5- de brometo de dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio). Para
proliferacdo celular, utilizaram-se frascos de cultura especificos para células,
contendo meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%, m/m) e
antibiotico (100 Ul penicilina / mL mais 100 pL de sulfato de estreptomicina) (1%, m/m),
a pH 7,4, com incubacéo a 37 °C sob atmosfera contendo 5% de CO2. Ao atingir
confluéncia, as células foram desaderidas usando tripsina. Nestes ensaios, 0
plaqueamento foi realizado inoculando aproximadamente 1x10° células viaveis em
cada poco de uma microplaca de 96 pocos, utilizando um volume de suspensao
celular de 240 L, seguido de incubagao por 48 h até atingir a semi-confluéncia. Apos
24 h (tempo necessario para aderéncia e estabilidade celular) as células foram
colocadas em contato com geranato de colina 1:1, geranato de colina 1:2, oleato de
colina 1:1 e oleato de colina 1:2 (nas quantidades de 0,0, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5,
3,0 e 3,5 mM para liquidos idnicos de geranato de colina e 0,0, 0,002, 0,01, 0,02, 0,03,
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0,04, 0,05, 0,06 e 0,07 mM para liquidos idnicos de oleato de colina) por mais 24 h,
seguido de centrifugacdo. Um controle negativo (meio DMEM) também foi preparado,
sem adicao de amostra de liquido ibnico. As placas foram entdo mantidas durante 24
h numa camara de incubacéo ajustada a 37 °C com 5% de CO2. Apds esta etapa, as
amostras foram lavadas duas vezes com tampao PBS estéril e as células expostas ao
MTT (0,5 mg/mL, 100 pL). Apds 3 h a 37 °C e 5% de COz2, o numero de células viaveis
foi determinado medindo-se a quantidade de MTT convertido em formazan (um
composto purpura) pelas desidrogenases mitocondriais. Para isso, a solucdo de MTT
foi removida dos pogos e 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados a cada
poco e, apds 5-10 minutos, as leituras de absorbéancia realizadas a 540 nm usando
um Leitor de microplacas ELISA da Robonik India Private Ltd. (modelo Readwell
PLATE, Maharashtra, india). Todos os testes foram realizados com seis amostras
para cada concentracdo testada. A analise dos resultados foi realizada assumindo-
se como 100% de viabilidade celular a média dos valores de absorbancia obtidos para
o controle ndo-tratado. Partindo-se deste pressuposto, calculos de viabilidade celular
(%) relativos ao controle negativo foram realizados para cada concentracdo de
amostra (MORGAN, 1998).

4.2.3.1.3. Avaliacédo do Potencial de Danos ao DNA (Genotoxicidade) através do

Ensaio Cometa™

A avaliacéo do potencial de danos ao DNA (genotoxicidade) dos liquidos ibnicos
foi realizada através do ensaio Cometa™. Células 3T3 foram colocadas em contato
com as amostras (geranato de colina 1:1, geranato de colina 1:2, oleato de colina 1:1
e oleato de colina 1:2). Para oleato de colina 1:1 e oleato de colina 1:2, foram utilizados
2,5 g de liquido i6nico diluidos em 250 mL de &gua ultrapura e, a partir da solucao
resultante, 300 uL foram utilizados para o teste.

Para geranato de colina 1:1 e geranato de colina 1:2, 250 pL de liquido i6nico
foram diluidos em 10 mL de agua ultrapura e, a partir do solugéo resultante, 300 pL
foram utilizados para o teste, com o0 negativo sendo meio DMEM simples em contato
com as células 3T3) durante um periodo de 1 h. Para preparar as laminas, cada grupo
de tratamento (amostra de geranato de colina 1:1, amostra de geranato de colina 1:2,
amostra de oleato de colina 1:1 e amostra de oleato de colina 1:2) envolveu 15 L de

células (3T3, apds contato com as amostras) em 100 pyL de agarose de baixo ponto
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de fuséo (0,8%, m/v), com as misturas sendo colocadas em laminas de microscépio
que foram pré-revestidas com agarose de ponto de fusao normal (1,5%, m/v).

Os testes foram realizados em triplicata para cada grupo. As laminulas foram
posicionadas sobre as amostras nas laminas de microscopio, e as laminas foram
colocadas sob condigdes de refrigeragéo durante 10 min para a polimerizagao ocorrer.

ApOs a polimerizacéo, as laminulas foram cuidadosamente removidas, para ndo
danificar o gel, e as laminas foram tratadas em um recipiente com uma solucao de lise
a 4 °C (NaCl 2,5 mol dm-3, EDTA 0,1 mol dm3, tris (hidroximetil) aminometano (Tris)
10 mmol dm=3 e 1% de Triton X-100 ™, pH 10), completamente envolvido com folha
de aluminio, durante 60 min.

Os grupos de tratamento foram entdo incubados em tampéo de eletroforese
(NaOH 0,3 mol dm= e EDTA 1 mmol dm3, pH 13) durante 20 min, seguido de analise
eletroforética por 20 min a 22 V, 300 mA e 10 W, a 1,3 V/ cm. Depois da eletroforese,
as laminas foram retiradas do recipiente de eletroforese e cobertas com uma solucéo
neutralizadora (Tris 0,4 mol dm=3, pH 7,5) por 5 min, lavadas trés vezes com agua
destilada e deixadas em repouso durante a noite a temperatura ambiente.

Antes da coloracao, as laminas secas foram deixadas em solucao fixadora (acido
tricloroacético a 15% (m/v), sulfato de zinco a 5% (m/v) e glicerol a 5% (v/v)) por 10
min, tendo sido deixadas a temperatura ambiente por 1,5 h.

Apods este periodo de tempo, foram reidratadas com agua ultrapura e coradas
durante aproximadamente 35 min com uma solucéo corante de prata que consiste em
solucdo A (nitrato de amoénio a 0,2% (m/v), nitrato de prata a 0,2% (m/v), acido
tungstosilicico a 0,5% (m/v), formaldeido a 0,15% (v/v) e carbonato de sédio a 5%
(p/v)) e solucdo B (carbonato de sédio a 5% (p/v) (34:66, v/v)). Posteriormente, as
laminas foram banhadas em uma solucdo de paragem (acido acético, 1% (v/v)) e
depois lavadas com agua ultrapura.

Finalmente, as laminas foram novamente lavadas suavemente com agua
ultrapura e deixadas secar a temperatura ambiente. A coloragdo com prata € analoga
a fluorescéncia, durante a qual a carga positiva dos céations de prata permite que eles
se liguem a fragmentos de DNA, produzindo a cor caracteristica. Ao longo dos
procedimentos envolvendo materiais celulares, tanto a luz natural como a luz de
lampadas fluorescentes foram evitadas, de modo a prevenir uma possivel influéncia

sobre os resultados.
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As andlises foram realizadas utilizando um microscépio 6ptico da Carl-Zeiss
(modelo Zeiss Axiovert-60, Goschwitzer Str., Jena, Alemanha), e pelo menos 100
células foram contadas em cada lamina, com 3 laminas para cada teste.

As analises foram realizadas em triplicata, totalizando 300 células para a analise
de cada solucdo de amostra de liquido i6nico testado.

Os resultados das andlises do ensaio Cometa foram definidos atribuindo uma
pontuacéo de 0 a 4 de acordo com a quantidade de DNA na cauda e o comprimento
da cauda de arrastamento (espalhamento de DNA), da seguinte forma: pontuacao 0,
correspondendo a células intactas (sem dispersédo alguma ou abaixo de 5% de dano);
pontuacao 1, correspondendo a células com danos minimos (disperséo da luz, com
uma cauda muito curta, 5-20% de dano); pontuacéo 2, correspondente as células com
dano médio (dispersdo leve e cauda grande, 20-40% de dano); pontuacdo 3,
correspondente as células com danos graves (grande disperséo e cauda grande, 40-
95% de dano); e pontuacao 4, correspondente as células com dano méaximo (nucleo
minimo, grande dispersao e grande cauda, mais de 95% de dano), (SEABRA et al.,
2014).

Para este método visual, o nimero de células encontradas para cada pontuacao
foi multiplicado pelo valor da pontuagéo, e todos os valores foram somados no final
da andlise de cada lamina. Porque a pontuacdo dependia do namero de células
observadas, um indice de dano na cauda (ou danos no DNA) foi criado normalizando

a pontuacao atribuida na lamina pelo nimero de células analisadas.

4.2.3.2. Caracterizagéo Fisico-Quimica dos Liquidos I6nicos

4.2.3.2.1. Analises por FTIR
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Os liquidos ibnicos sintetizados foram analisados por espectrofotometria de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), seguindo o procedimento descrito

na secéao 4.2.1.2.

4.2.3.2.2. Andlises Térmicas por TGA e DSC

As analises térmicas por termogravimetria (TGA) e calorimetria diferencial de
varredura (DSC) realizadas aos liquidos i6nicos foram realizadas de acordo com o

procedimento descrito na se¢éo 4.2.1.4.

4.2.3.2.3. Andlises do Teor de Agua por Titulacdo de Karl-Fischer

A determinacado do teor de agua nos liquidos i6nicos foi realizada por titulacdo
de Karl-Fischer. O teor de umidade foi assim determinado por meio de titulacao
biamperométrica de quantidades de liquido ibnico previamente pesadas e injetadas

no vaso de reacado de Karl-Fischer (684 KF Coulometer da Metrohm, Herisau, Suica).

4.2.3.2.4. Andlises por Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN)

Os espectros *H RMN foram registrados num espectrometro RMN Avance |11 500
MHz (Bruker, Billerica MA, E.U.A.). Para obter os espectros, dissolveram-se cerca de
20 pL de amostra de liquido idnico em 600 yL de CDCI3, contendo tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna (0,00 ppm), utilizando as seguintes condicdes
experimentais: programa de pulso, zg30; largura espectral, de -4,00 a 16,00 ppm;
tamanho espectral, 32768 pontos; pulso de 90° 11,75 ys; atraso, 1s; e niumero de

varreduras, 16.

4.2.4. Permeacdo Transdérmica de Insulina Humana Assistida por LlIs

O fornecimento néo invasivo de insulina assistido por liquido i6nico foi avaliado
atraves de estudos de permeacao transdérmica num sistema transdérmico DHC-6T
da LOGAN INSTRUMENTS CORP. (Somerset NJ, E.U.A.), seguindo o procedimento

descrito na secdo 4.2.2., com altera¢des: em cima dos discos de pele de orelha suina,
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foram introduzidos 100 uL de liquido iénico e 100 pL de insulina. Seguindo 0 mesmo
protocolo descrito na secao 4.2.2.1. a concentracdo de proteina (insulina) permeada
foi avaliada segundo o método de Bradford modificado (BALCAO, VIEIRA, MALCATA,
1996).

4.2.5. Preparacéo de Filme Biopolimérico Integrando Liquido Iénico e Insulina

Humana

4.2.5.1. Planejamento Fatorial Experimental para Definicdo da Melhor Matriz
Biopolimérica

Para preparacdo de um filme biopolimérico adequado em termos de
propriedades mecanicas, foi desenhado um planejamento fatorial experimental para
otimizagdo da matriz biopolimérica. Assim, desenhou-se um planejamento fatorial
completo 32 (englobando duas variaveis, cada uma definida em trés niveis), exigindo
um total de nove experimentos produzindo nove formulagbes, que foi aplicado para
maximizar a eficiéncia experimental com um minimo de experimentos. As duas
variaveis diferentes (concentracdo de goma xantana e concentragdo de nanocelulose
bacteriana) em trés niveis cada, baixa (-1), média / central (0) e alta (+1), e sua
influéncia sobre as propriedades mecanicas dos filmes biopoliméricos produzidos
foram entdo devidamente estudadas. As varidveis independentes foram a
concentragcdo de goma xantana e a concentracdo de nanocelulose bacteriana,
enquanto as variaveis dependentes sob escrutinio foram as propriedades mecanicas
médias resisténcia a tracdo, resiliéncia e relaxamento. Para cada variavel
independente, os valores baixo, médio e alto dos niveis inferior, central e superior

foram atribuidos a (-1), (0) e (+1), respectivamente (ver Tabela 2).

Tabela 2. Planejamento fatorial experimental completo, fornecendo os valores dos niveis inferior (-1),
central (0) e superior (+1) para cada variavel.

Niveis

Variaveis independentes Nivel Baixo Nivel Central | Nivel Superior

(-1) () (+1)
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Fonte: Elaboracéo propria
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Todas as formulag¢des foram produzidas de acordo com o planejamento fatorial

experimental descrito na Tabela 2, integrando quantidades constantes de PVA (1,25%

(m/m); para induzir polimerizacéo), glicerol (2,50% (m/m); para induzir plasticidade) e

metilparabeno (0,1% (m/m); para inibir o crescimento fungico), produzindo nove

formulacdes (simples) de filme biopolimérico (ver Tabela 3), tal como demonstrado na

Figura 6.

Tabela 3. Composicdo dos biofilmes biopoliméricos simples (base: 10 g) para otimizagcdo das
propriedades mecanicas.

Nivel / Massa _ _ Agua
PVA | Glicer | Metilparabe
Nanocelulose | Goma Xantana ultrapura
: (@ | ol(9) no (9)

Bacteriana (Q) (9) (9)
(-1) 0,005 (-1) 0,050 | 0,125 | 0,250 0,010 9,860
(-1) 0,010 ©) 0,050 | 0,125 | 0,250 0,010 9,550
(-1) 0,015 (+1) 0,050 | 0,125 | 0,250 0,010 9,550
(0) 0,005 (-1) 0,100 | 0,125 | 0,250 0,010 9,510
©) 0,010 ©) 0,100 | 0,125 | 0,250 0,010 9,500
(0) 0,015 (+1) 0,100 | 0,125 | 0,250 0,010 9,500
(+1) 0,005 (-1) 0,150 | 0,125 | 0,250 0,010 9,460
(+1) 0,010 ©) 0,150 | 0,125 | 0,250 0,010 9,450
(+1) 0,015 (+1) 0,150 | 0,125 | 0,250 0,010 9,450

Fonte: Elaboragédo propria

Figura 6. Fluxograma da preparacgéo e avaliacdo dos filmes biopoliméricos simples de acordo com o

planejamento fatorial experimental completo.
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Manocelulose Xant

Planejamento
Fatorial 32 1,25% (miv)  2,50% (mlv)

It

9 Formulagoes de matriz
biopolimérica com diferentes
concentracoes de nanocelulose

bacteriana e xantana

Caracteristicas visuais,
resisténcia a perfuragao,
resiliéncia e relaxagao

Matriz Biopolimérica

Fonte: Elaborag&o propria

4.2.5.2. Preparacdo do Filme Biopolimérico com Matriz Otimizada, Integrando

Ligquido 16nico e Insulina Humana

Apbs determinacgéo dos niveis 6timos para a composicao do filme biopolimérico,
levando a um filme adequado em termos de propriedades mecénicas (ou seja, maxima
resisténcia a tracdo, relaxamento e resiliéncia), mantendo um bom nivel de
maleabilidade, este nivel foi utilizado para producéo de dois biofilmes, um integrando
liquido i6nico e insulina humana e outro integrando apenas a insulina humana de

acordo com os dados incluidos na Tabela 4.
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Tabela 4. Composicdo dos biofilmes (otimizados) integrando liquido iénico e insulina humana.

Liquido . .
Goma . _ . Insulina Agua
o BNC PVA | Glicerol | Metilpara | I6nico _
Biofilme Xanta Novolin | ultrapura
(9) (9) (9) beno (g) | (GC1:2,
na (g) (mL) (9)
mL)
Biofilme
1 0,015 | 0,150 | 0,125 | 0,250 0,010 0,250 1,500 7,700
Biofilme
5 0,015 | 0,150 | 0,125 | 0,250 0,010 0,000 1,500 7,950
Fonte: Elaboragédo propria
Os filmes biopoliméricos foram depois caracterizados de acordo com o

fluxograma exibido na Figura 7.

Figura 7. Fluxograma da preparacéo e caracteriza¢do da matriz biopolimérica otimizada, integrando

liquido ibnico e insulina.
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Liquido
lonico

Matriz biopolissacaridica otimizada

EIOFILME
OTIMIZADO - LiQUIDO
IONICO + INSULINA

DSC, FTIR, TEXTUROMETRO, MEV, DISCO DE
DIFUSAO EM AGAR (CITOTOXICIDADE), XRT,
PERFIL DE LIBERAGAO E PERMEAGAO
TRANSDERMICA DE INSULINA,
QUANTIFICAGAO DE PROTEINA PELO
METODO DE BRADFORD MODIFICADO

Fonte: Elaboragdo propria

4.2.6. Caracterizacao Fisico-Quimica e Biol6gica dos Filmes Biopoliméricos
Integrando LI e Insulina Humana

4.2.6.1. Analises Térmicas por TGA e DSC

Os filmes integrando LI e insulina humana foram analisados por TGA e DSC

seguindo o procedimento descrito na se¢éo 4.2.1.4.

4.2.6.2. Analises por FTIR
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Os filmes integrando LI e insulina humana foram analisados por FTIR seguindo

0 procedimento descrito na se¢ao 4.2.1.2.

4.2.6.3. Analise das Propriedades de Resisténcia Mecéanica

As propriedades de resisténcia mecanica dos filmes biopoliméricos otimizados
integrando LI e insulina humana foram avaliadas de acordo com o procedimento
descrito na secao 4.2.1.6. Em particular, avaliaram-se parametros como resisténcia a
tracdo, relaxamento e resiliéncia. Todas as determinacdes foram realizadas em
triplicata, tendo-se utilizado nas analises amostras com dimensfes de 2 cm X 5 cm

para a resisténcia a tracdo e 2 cm x 2 cm para relaxamento e resiliéncia.

4.2.6.4. Avaliacao do Potencial de Citotoxicidade pelo Método de Disco-Difuséo

em Agar

O potencial de citotoxicidade dos filmes biopoliméricos simples e integrando LI e
insulina humana foi avaliado pelo método de disco-difusdo em agar, como descrito na
secdo 4.2.3.1.1., mas usando linhagem celular HaCaT (queratinécitos humanos

imortalizados).

4.2.6.5. Analises Morfolégicas por Tomografia de Raios-X

A morfologia dos filmes biopoliméricos integrando insulina e LI foi analisada por
tomografia via transmissdo de raios X (XRT). As imagens tomogréaficas do filme
biopolimérico integrando insulina e liquido idnico, foram coletadas usando um
tomografo computadorizado de transmissdo de raios X de 32 geragdo (OLIVEIRA
JUNIOR; MARTINS, 2009) da Bruker microCT (modelo SkyScan 1174, Kontich,
Bélgica). As amostras de filme foram fixadas num suporte 6co e colocadas dentro da
camara tomografica, e fatias digitais da amostra foram coletadas e reunidas utilizando
as seguintes configuracdes do sistema tomografico: tensédo de operacao ajustada em
34 kV e corrente elétrica com 529 pA. A técnica utilizada para obter a imagem
tomogréfica envolveu a aquisicdo de um grande numero de radiografias do objeto

(cortes de imagem), obtidas pela medida da intensidade de raios-X transmitidos



67

através do biofilme, em diferentes posi¢cdes angulares. As amostras de biofilme foram
giradas 180°, com incrementos angulares de 0,8°, produzindo 225 radiografias
(projecdes) por imagem, cada uma contendo 1304x1304 pixels (largura x altura) com
uma resolugao espacial de 9,76 um. O tempo de exposigéo por projecao foi de 3000
ms. Na saida da fonte de raios X utilizou-se um filtro de Al com 0,25 mm de espessura.

Algoritmos mateméticos apropriados foram entdo usados para reconstruir as
imagens tomograficas tridimensionais (3D) das amostras de filme, através da
composicdo adequada de imagens bidimensionais (2D). As imagens 3D possuiam
652%x652x652 pixels e a mesma resolucao espacial das imagens 2D, e assim o0 volume
de dados gerados para cada amostra de biofilme é isotrépico em relacéo a resolucéo
espacial. Tendo todas as projecGes radiograficas (radiografias reunidas em cada
posicdo angular), utilizou-se o software NRecon™ Bruker (versao 1.6.9.4, Kontich,
Bélgica), que usa o algoritmo de (FELDKAMP et al., 1984) no processo de
reconstrucdo das imagens tomograficas, e o software CTVox™ (versao 2.6.0 r908-
64bit, Bruker microCT), CTan™ (versao 1.13.5.1-64bit, da Bruker microCT) e CTvol
(versdo 2.2.3.0- 64bit, da Bruker microCT) para processamento das imagens

tomogréficas.

4.2.6.6. Analises Morfologicas por Microscopia Eletrénica de Varredura com
Disperséo de Energia (DESEM)

A superficie e a zona de fratura do filme biopolimérico integrando insulina e LI
apos crio-congelacdo foi analisada por Microscopia Eletrénica de Varredura com
Dispersdo de Energia (DESEM) num microscopio eletrénico de varredura da LEO
Electron Microscopy / Oxford (modelo Leo 440i, Cambridge, Reino Unido), equipado
com um detector EDS (modelo 6070, Cambridge, Reino Unido). Amostras do biofilme
foram cortadas ou crio-fraturadas e revestidas por pulverizacao catodica com um filme
de Au (espessura de 200 A) sobre uma camada de carbono produzida por evaporagio
num dispositivo de metalizacao (Sputter Coater) da EMITECH (modelo K450, Kent,
Reino Unido). Fotomicrografias foram entdo obtidas usando feixes de elétrons com
velocidades de aceleracao de 20 keV e corrente elétrica de 100 mA, via varredura
aleatéria (DEDAVID,GOMES, MACHADO, 2007).

4.2.7. Permeacdo Transdérmica de Insulina Humana a partir do Filme
Biopolimérico, Assistida por Geranato de Colina (1:2)
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A permeacéo transdérmica de insulina assistida pelo solvente eutético profundo
geranato de colina (1:2) foi avaliada de acordo com o procedimento descrito na secao
4.2.2., com modificacbes. Em particular, utilizou-se um disco de filme biopolimérico
(30 mm) integrando geranato de colina 1:2 e insulina humana, tendo-se o cuidado de
eliminar quaisquer bolhas de ar ao introduzir o disco de filme sobre o disco de orelha
de porco. Seguindo o mesmo protocolo descrito na secéo 4.2.2.1., a concentracéo de
proteina (insulina) permeada foi avaliada segundo o método de Bradford modificado
(BALCAO, VIEIRA, MALCATA, 1996).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho de pesquisa envolveu a realizacdo de diversas etapas que estédo

apresentadas resumidamente na Figura 8.

Figura 8. Diagrama de sequéncias das varias etapas envolvidas no trabalho de pesquisa.

Produgao da CARACTERIZAGAD FiSICO-QUIMICA E BIOLOGICA
FTIR, DRX,TGA,DSC, MEV, TEXTURGMETRO,
Membrana de ALLIUM CEPA (CITOTOXICIDADE), PERFIL DE

Nanocelulose LIBERAGAD E PERMEAGAD DE INSULINA,
Bacteriana QUANTIFICAGAD DE PROTEINA PELO METODO DE
ERADFORD, TESTE DE ADSORCAO DE INSULINA

CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E BIOLGGICA f::::;’;s
COMETA, MTT, DISCO DE DIFUSAO EM AGAR, =
PERMEAGAO TRANSDERMICA - LIQUIDOS IGNICOS IONICOS
E INSULINA, QUANTIFICAGAD DE PROTEINA PELO

METODO DE BRADFORD MODIFICADO, DSC,TGA,

TRX, FTIR, TEOR DE UMIDADE E RMN

ESTUDOS DE
PERMEAGAO
TRANSDERMICA

PLANEJAMENTO FATORIAL EXPERIMENTAL POTEHCIFL DE
COMPLETO TIPO 3+2 DSC, FTIR, LIBERACAO
BIOFILMES COM ;F:J::g‘;f:::io CONTROLADA E
et o EM ACAR PROLONGADA
INTEGRANDO (CITOTOXICIDADE]), DE INSULINA
Liguipo 16MICO XRT E MEV NA PELE

E INSULINA

OTIMIZAGAO
MATRIZ
BIOPOLISSACARIDICA

Fonte: Elaboracéo prépria

5.1. Adsorcéao de Proteinas nas Biomembranas de Nanocelulose Bacteriana

A adsorcao de proteinas em biomoléculas tem um carater complexo no que diz
respeito as cargas e estrutura. A adsorcdo de proteinas pode ocorrer por meio de
interacdes fortes de aminoacidos apolares ou aromaticos com a superficie dos
polimeros, com exclusdo de moléculas de agua. Além disto, a conformacdo das
proteinas pode variar, passando por certo grau de deformacédo ou mudanca estrutural
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(PEIXOTO, 2013). Assim, é importante verificar o0 quanto de adsor¢do da insulina

ocorreu na biomembrana.

As biomembranas de BNC apresentaram uma morfologia de superficie
homogénea, como sera discutido mais adiante, e permitiram a adsorcdo de
aproximadamente 6 £ 1 Uginsulina / ganc hum periodo de tempo de 20 min (Figura 9),
representando uma adsorgédo de um total de cerca de 0,012% da insulina oferecida

na solucédo salina (isto é, 50 mg insulina em 50 mL de solucdo salina).

Figura 9. Evolugdo temporal da concentracdo de proteina (insulina) no sobrenadante, apés adsor¢éo

nas biomembranas bacterianas de nanocelulose.
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Fonte: Elaboragédo propria

Os resultados experimentais foram mais bem ajustados por uma funcao
sigmoidal (modelo logistico de 4 parametros), onde y = resposta, m1 = resposta em
t=e, m2 = resposta em t=0, ms = ponto de inflexdo ((m2 + m1) / 2), m4 = declive que
define a inclinacdo da curva, e x = tempo (min). O ajuste ndo linear do modelo aos
dados produziu os seguintes valores para os parametros do modelo: m1 = 0,006 *
0,001 mgprot / gane, M2 = 0 = 0 MQprot / gNe, M3 = 2 + 1,37x10°7 mgprot / gBnG, € M4 = 2
+ 2,28x10°" mgprot / (gane * min), com um coeficiente de correlagéo do ajuste ndo linear

igual a r = 0,99360. O ajuste nao linear dos resultados exibidos na Figura 9 ao modelo
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de regressdo logistica de quatro parametros foi realizado usando o software
KaleidaGraph v. 4.5.2 para MacOS X.

5.2. Anélise das Membranas de BNC por Espectrofotometria de Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR)

Um gréfico de intensidade versus frequéncia de radiacdo, conhecido como
espectro de infravermelho, permite caracterizar os grupos funcionais presentes num
dado material, fazendo com que a espectrofotometria FTIR seja amplamente utilizada
na analise da estrutura de sistemas (bio) poliméricos. A espectrofotometria FTIR pode
permitir esclarecer possiveis interacdes entre a proteina carregada e a matriz
biopolimérica da biomembrana, através da andlise dos grupos funcionais presentes
nos diferentes constituintes envolvidos no processo. Os espectros de infravermelho
de (a) insulina humana pura, (b) membrana de nanocelulose bacteriana simples e (c)
membrana de nanocelulose bacteriana com insulina adsorvida, podem ser

encontrados na Figura 10.

Dos espectros de FTIR, um pico caracteristico entre 1500 cm™* e 1600 cm™
evidencia que a insulina humana néo se envolveu em nenhum tipo de reacao quimica
com a biomembrana, ap6s adsor¢cdo, o que pode permitir concluir que a BNC é
adequada para a estabilizacdo estrutural e funcional da referida proteina.
Comparando o espectro da insulina pura com o espectro da biomembrana de
nanocelulose bacteriana simples e o espectro da biomembrana de nanocelulose
bacteriana com insulina adsorvida, 0 mesmo pico caracteristico pode ser observado
com apenas pequenas variacdes na intensidade do pico, em numeros de onda de
1510 cm™* e 1544 cm™.

Figura 10. Espectro de FTIR de (a) insulina humana pura, (b) biomembrana de nanocelulose
bacteriana simples e (c) biomembrana de nanocelulose bacteriana com insulina adsorvida.
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Fonte: Elaboracgéao prépria.

Numero de onda(cm-1)

Isto sugere claramente que o0 aspecto quimico da insulina foi preservado durante

a integracdo na biomembrana de nanocelulose bacteriana. Segundo (GUPTA,
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AGRAWAL; RANGI, 2014), moléculas de proteina podem apresentar absorcéo de
energia caracteristica entre nimeros de onda 1650 cm™ a 1630 cm™ para amidas
primarias, entre nimeros de onda 1540 cm™ a 1520 cm™ para amidas secundarias e
entre nimeros de onda 1270 cm™ a 1230 cm? para amidas terciarias.

A partir da inspegao dos espectros de transmitancia representados na Figura
10a, podem-se observar picos dentro da gama de numeros de ondas que
provavelmente representam amidas primarias a aproximadamente 1648 cm devido
ao alongamento do grupo carbonilo (C=0), amidas secundarias a aproximadamente
1510 cm™ e amidas terciarias na regido de 1236 cm devido ao estiramento da ligacéo
CN.

As biomembranas produziram espectros de infravermelhos muito semelhantes,
independentemente da presenca de proteina na biomembrana, com um pico principal
produzido entre 3341 cm™* e 3343 cm™, correspondendo aos grupos OH na agua,
picos caracteristicos indicativos de proteina situam-se entre 1390 cm™* e 1250 cm
para ligacdes CN, entre 1640 cm™ e 1500 cm™ para grupos NH e entre 3500 cm™ e
3300 cm? correspondentes a grupos OH em agua (MEHTA et al., 2013).

Os espectros de infravermelho mostrados na Figura 10 sugerem claramente que
0 aspecto quimico da proteina foi preservado durante a adsor¢édo na biomembrana de
nanocelulose bacteriana, permitindo concluir que a proteina ndo se envolveu em
nenhuma interacéo quimica com a biomembrana, sendo apenas transportado por ela,

0 que de outra forma poderia ter reduzido a sua bioatividade.

5.3. Andlise das Membranas de BNC por DRX
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Os resultados obtidos a partir das andlises de difracdo de raios X (DRX)
realizadas nas amostras de insulina humana e biomembranas de nanocelulose
bacteriana simples e com insulina adsorvida, podem ser encontrados na Figura 11 na
forma de difratogramas normalizados. Pode-se observar um comportamento amorfo

generalizado para as duas biomembranas.

Figura 11. Difratogramas de raios X (XRD) de intensidade normalizada de (a) insulina humana pura
(curva laranja), (b) biomembrana de nanocelulose bacteriana simples (curva azul) e (c) biomembrana
de nanocelulose bacteriana com insulina adsorvida (curva rosa claro). Os difratogramas de raios-X

foram coletados usando raios-X filtrados com alvo de Cu.
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Fonte: Elaboragéo propria

A normalizagao da intensidade em todos os difratogramas foi realizada dividindo-
se os valores de intensidade pelo valor maximo da intensidade em cada difratograma
(Figura 11), permitindo assim uma melhor comparacdo entre os difratogramas de
raios-X da insulina pura e das duas biomembranas testadas. Os difratogramas das
biomembranas nanocelulésicas bacterianas carregadas e néo carregadas de insulina
compartilharam uma caracteristica comum, exibindo uma ampla faixa ruidosa (menos
definida) entre 15,00 < 26 < 50,00 com um pico na regiao de 22,00 < 20 < 33,00,

indicando a dominancia de material amorfo nas biomembranas (YOUNG, 2012;
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EMAMI et al., 2009; BERNARDO; CALMANOVICI; MIRANDA, 2005). Ao comparar 0s
difratogramas da biomembrana ndo carregada (curva azul na Figura 11) e da
biomembrana carregada com isulina (curva rosa claro na Figura 11), ocorreu a
amorfizacdo do sistema promovida pela carga de insulina. Esses resultados
corroboram os resultados obtidos pelas analises de FESEM, que indicaram a

formacao de uma biomembrana essencialmente amorfa.

5.4. Anélise das Membranas de BNC por TGA e DSC.

Os resultados das analises térmicas por DSC realizadas nas amostras de
biomembranas de nanocelulose bacteriana simples e com insulina adsorvida,
registradas sob aquecimento a uma taxa constante entre 25 °C e 250 °C podem ser

encontrados na Figura 12.

Figura 12. Termogramas de calorimetria exploratéria diferencial das biomembranas de nanocelulose
bacteriana simples (curva rosa claro) e contendo insulina adsorvida (curva azul).
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Fonte: Elaboragéo propria

O pico endotérmico observado a 91,65 °C (com uma entalpia de fusédo de 378,20

J/g) é muito provavelmente devido a perda de agua do biopolimero hidratado. Por
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analogia com o trabalho de (DANDURAND et al., 2014), tal evento endotérmico é
atribuivel a evaporacao de moléculas de agua ligadas e presas na estrutura da matriz
da biomembrana.

O segundo maior evento € o pico endotérmico a 137,58 °C (com uma entalpia
de fusédo associada de 1489,00 J/g), associado a transicdes ordem — desordem, o
que pode ser considerado como uma assinatura térmica da degradacdo do
biopolimero (ROCHA et al., 2017).

No caso da biomembrana com insulina adsorvida (curva azul na Figura 12),
ocorreu apenas um evento endotérmico importante denotado pelo pico acentuado a
127,75 °C (com entalpia de fusdo associada de 2551,00 J/g), associado transicdes
ordem — desordem, que podem ser consideradas como assinaturas térmicas de
desnaturacao proteica (irreversivel) e degradacdo de biopolimeros (ROCHA et al.,
2017).

A técnica de andlise por DSC mede a entalpia das amostras e pode indicar a
temperatura de transicdo vitrea e 0s eventos endotérmicos e/ou exotérmicos nas
amostras analisadas. Como as duas biomembranas diferiram apenas na presenca ou
ndo de proteina e 4gua carregadas, os dados obtidos a partir das analises de DSC
indicaram que as diferencas no comportamento térmico das duas biomembranas
derivaram principalmente da proteina adicionada, e também que a incorporagéo de
insulina ndo compromete a estabilidade da biomembrana para o uso pretendido.

A presencga de proteina na biomembrana promoveu um deslocamento do evento
endotérmico de 137,58 °C na biomembrana simples, de -9,83 °C na biomembrana
carregada com insulina. A carga de insulina na biomembrana também levou a um
aumento na entalpia de fusdo, de +1062,00 J/g na biomembrana carregada com
insulina, o que estd em clara concordancia com o aumento da quantidade de
biopolimero (proteina e nanocelulose) na biomembrana.

Felizmente, a adsor¢ao de insulina na biomembrana levou a um aumento na
estabilidade térmica da biomembrana (o que pode ser concluido pela diminuicdo na
temperatura do pico, associada ao grande aumento no valor da entalpia de fuséo).

A diminuicdo da temperatura do pico de fusdo verificado com a biomembrana
contendo insulina adsorvida pode ser ainda devida a amorfizacdo do sistema, como
discutido anteriormente (Figura 11).

Os resultados obtidos a partir das analises térmicas de DSC realizadas as

biomembranas de nanocelulose bacteriana simples e contendo insulina adsorvida
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(Figura 12) estdo em concordancia com aqueles obtidos a partir de estudos de
difracdo de raios X (Figura 11), jA& que como pode ser visto por inspecdao dos
termogramas de DSC. Notavelmente, os eventos térmicos representados na Figura
12 e os difratogramas de raios X representados na Figura 11 denotam uma transi¢cao
da biomembrana simples (Figura 12, curva rosa claro) para uma correspondente
(mais) amorfa (Figura 12, biomembrana carregada com insulina, curva azul).

Os decréscimos de massa durante o aquecimento foram avaliados a partir de
curvas termogravimétricas, enquanto que a temperatura da taxa maxima de variacao
de massa (Tmax) foi determinada a partir do maximo da la derivada da curva de perda
de peso. Segundo (DANDURAND et al., 2014), a tendéncia global da curva
termogravimétrica representada em azul na Figura 12 (ou seja, biomembrana com
insulina adsorvida) corresponde ao comportamento térmico classico de uma proteina.
A primeira fase, ocorrendo entre 25 °C e 110 °C (Figura 13), esta geralmente ligada a
evaporacao da agua adsorvida as porcdes proteicas e corresponde a cerca de 10%
da massa proteica total. Como a grande maioria da biomembrana era de fato agua, o
segundo estagio, ocorrendo entre 150 °C e 400 °C (Figura 13) esta associado a
degradacdo das fracBes protéicas na amostra de biomembranas, ou seja, a
desaminacao progressiva, descarboxilacdo e despolimerizagéo resultante da quebra
de ligagGes (poli) peptidicas.

Figura 13. Curva termogravimétrica (curva roxa) e 12 derivada da curva de perda de peso (curva rosa

claro) da biomembrana de nanocelulose bacteriana com insulina adsorvida.
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A 12 derivada da curva de perda de peso (isto é, a taxa de variagdo de massa,
Figura 13) pode ser usada para indicar os pontos em que a perda de massa é mais
aparente (pontos de inflexdo), isto €, 110 °C. Em geral, as analises térmicas sdo
ferramentas Uteis no desenvolvimento de formulacdes, pois permitem avaliar a
compatibilidade entre os componentes de uma formulacdo e a estabilidade e
decomposicao térmica de fracdes bioativas nela presente. Os dados obtidos por
analise térmica estédo diretamente relacionados com a qualidade final de um produto
(bio) farmacéutico, permitindo inferir aspectos sobre a eficacia terapéutica do produto
ou estabilidade do produto ao longo da vida de prateleira (ou prazo de validade). A
analise termogravimétrica (TGA) acompanha a variagdo da massa da amostra em
funcdo de um aumento linear na temperatura durante um intervalo de tempo
predeterminado, permitindo determinar o perfil térmico da biomembrana preparada
contendo insulina adsorvida. Como pode ser observado a partir da inspecédo das
curvas na Figura 13, o comportamento térmico exibe uma pequena perda de massa
em torno de 60 °C indicando perda de agua. Entre 70 °C e 130 °C pode-se notar uma
maior perda de massa, indicando uma perda maci¢ca de agua. Entre 200 °C e 400 °C,
uma perda superficial de massa indicou degradacdo dos componentes do

biopolissacarideo na biomembrana.
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5.5. Analise Microestrutural das Biomembranas de Nanocelulose Bacteriana
Via FESEM.

As analises de microscopia eletrbnica de varredura por emissdao de campo
(FESEM) realizadas a superficie da biomembrana de nanocelulose bacteriana simples
permitiram a observacao de uma superficie algo rugosa com auséncia generalizada
de rachaduras (Figura 14). A biomembrana tem uma superficie compacta que permite
gque este material seja utilizado para diversos dispositivos médicos, seja como auxiliar
na cura de lesdes dérmicas ou na regeneracao de tecidos (JOZALA, 2011).

Figura 14. Fotomicrografias (microscopia eletrénica de varredura) por emissdo de campo (FESEM) da

superficie da biomembrana de nanocelulose bacteriana simples, em varias ampliagfes (a: x2000; b:
x8000; c: x16000; d: x30000).

Fonte: Elaboracéo propria

Provavelmente devido ao processo envolvido na preparacédo das amostras antes
do revestimento por pulverizagdo catdédica com Au coloidal, a fixacdo das
biomembranas nos suportes de carbono por estiramento poderia ter produzido a fenda



80

microscoépica observavel na fotomicrografia da Figura 14c, com uma ampliagdo de
x16000. No entanto, a partir dos resultados obtidos nas analises de microscopia
eletronica de varredura realizadas na biomembrana de nanocelulose bacteriana
simples, uma morfologia uniforme pbéde ser observada, nas quatro ampliacdes
estudadas (x2000, x8000, x16000 e x30000).

5.6. Avaliacao das Propriedades Mecanicas das Biomembranas de Nanocelulose

Bacteriana

A avaliacdo das propriedades mecéanicas da biomembrana bacteriana
nanocelulésica produzida sem insulina adsorvida abrangeu a resisténcia a perfuracéo
(para avaliar a capacidade da biomembrana de resistir até a ruptura), relaxacéo (para
avaliar a interconexdo da cadeia biopolimérica, que esta relacionada as propriedades
viscoelasticas da membrana de celulose bacteriana) e resiliéncia (para avaliar se a
membrana acumularia energia quando deformada elasticamente, produzindo (ou néo)

uma deformacéo residual) (Figura 15).

A celulose bacteriana possui excelentes propriedades fisicas e mecanicas. A
estrutura nanofibular dnica transmite elevada resisténcia (CALDEIRA, 2013) e

estabilidade mecénica, conforme observado nos experimentos realizados.

Figura 15. Resultados obtidos dos testes de resisténcia mecénica realizados as biomembranas de
nanocelulose bacteriana simples. Resiliéncia (curva azul), resisténcia a perfuracéo (curva rosa claro),

relaxagédo (curva purpura).
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As propriedades mecanicas da biomembrana de nanocelulose bacteriana estao
relacionadas principalmente com a capacidade do biopolimero de formar ligacbes em
cadeias poliméricas, dificultando sua separacdo quando submetidas a forcas
mecanicas (YANG, 2012). A analise dos resultados considerou a totalidade das
biomembranas (com espessura negligenciavel) com um peso individual médio de
75,40+17,23 mg e uma area superficial de 962,11 mm? para os testes de resisténcia
a perfuracao, resiliéncia e relaxacdo. Os resultados obtidos durante a avaliacao da
resisténcia mecanica das biomembranas de nanocelulose bacteriana podem ser
encontrados na Figura 15 (curva rosa claro: resisténcia a perfuragdo; curva azul:
resiliéncia; curva purpura: relaxacao). As propriedades mecanicas macroscopicas da
biomembrana de nanocelulose bacteriana tém uma forte ligacdo com a sua
microestrutura (GONG; HONG, 2012).

5.7. Analise do Potencial de Genotoxicidade das Biomembranas de

Nanocelulose Bacteriana Via Ensaio Allium cepa
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A analise das variagbes do indice mit6tico (obtidas como indice mitético =
namero de células na mitose / numero total de células) e das aberracbes
cromossOmicas (obtidas como indice de dano = nimero de danos / numero total de
divisbes celulares) foram realizadas para estabelecer o0s potenciais efeitos
genotoxicos das biomembranas de nanocelulose bacteriana produzidas por
fermentacao por Gluconacetobacter hansenii ATCC®23769 ™. O teste Allium cepa é
considerado uma ferramenta util para a pesquisa basica do potencial genotéxico e
citotoxico de diversas substancias complexas, determinando-se a diminuicdo do
indice mitético e a formacao de aberracdes cromossémicas (CUCHIARA, BORGES,
BOBROWSKI, 2012). Nenhum efeito mitodepressivo potencialmente induzido pelas
biomembranas de nanocelulose bacteriana ou pela agua ultrapura onde as
biomembranas foram armazenadas foi observado (Figura 16), com todas as amostras

testadas a estimularem a divisao celular.

Em comparacdo com o negativo (agua ultrapura), apenas a biomembrana de
nanocelulose bacteriana mostrou um indice de danos ligeiramente maior. Em
contraste, a amostra de agua ultrapura onde as biomembranas foram armazenadas
conferiu danos minimos as células, bem abaixo daquelas produzidas pelo negativ (ver
Figura 16). A partir das analises estatisticas realizadas aos dados do indice mitético,
ao comparar as diferentes amostras de biomembranas de nanocelulose bacteriana e
de armazenamento de agua das biomembranas entre elas e mesmo quando
comparadas com o negativo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significantes ao nivel de significancia de 5% (intervalo de confianca de 95%). Além
disso, o contato das raizes de Allium cepa com as biomembranas e quando imersas
na agua de seu armazenamento, durante 24 h, promoveu atividade mitética para as

amostras testadas.

Figura 16. Efeito das biomembranas de nanocelulose bacteriana e sua agua de armazenamento no
indice mitdtico obtido a partir de andlises citogenéticas, com agua ultrapura como negativo. O indice
mitotico foi calculado como o nimero de células na mitose dividido pelo nimero total de células,
enquanto o indice de danos foi calculado como o nimero de danos dividido pelo nimero total de
divisdes celulares.
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Assim, nenhum estresse intracelular (incluindo danos ao DNA) pode ser
observado, o que poderia impedir que as células entrassem na mitose (Figura 16). Os
indices de dano muito baixos produzidos pelas biomembranas de nanocelulose
bacteriana e pelas amostras de 4gua de armazenamento biomembranar (Figura 16)
estdo diretamente relacionados a um numero muito baixo de aberracbes
cromossOmicas (embora diversas) nos cromossomas das células meristematicas
radiculares da ponta da raiz do Allium cepa, com uma baixa frequéncia de profases
com microntcleo (MN), metafases C, metafases com adesdo cromossémica,
metafases com perda cromossémica, anafases com perda cromossémica e anafases

com ponte e anafases com quebras cromossémicas (Figura 17).

Figura 17. Exemplos de fases mit6ticas normais em células de Allium cepa (profase, metafase,
anafase, telofase) e tipos de anomalias cromossomicas (profase com MN, metafase C, metafase com

aderéncia cromossomica, metafase com perda cromossomica, profase com MN, anafase com perda
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cromossémica e anafase com pontes e quebras cromossomais) encontradas em células de Allium cepa
expostas ao controle, biomembranas de nanocelulose bacteriana e amostras de agua de

armazenamento das biomembranas.
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Fonte: Elaboragédo propria

O indice mitdtico € um parémetro fiavel para identificar a citotoxicidade e a
genotoxicidade e, por conseguinte, os niveis de citotoxicidade de um determinado
composto podem ser determinados por aumentos ou diminuicdes dos indices
mitéticos. indices mitéticos inferiores aos do controle negativo podem indicar que o
crescimento e o desenvolvimento das células expostas foram afetados pelo composto
testado, o que de fato ndo ocorreu no trabalho de pesquisa realizado e aqui descrito.
Por outro lado, um aumento nos indices mitéticos é um resultado da indugédo da
divisdo celular e pode ser caracterizado como um evento prejudicial as células,
levando a proliferacdo celular descontrolada e a formacao de tumores (BOUMAZA et
al., 2016). No entanto, os indices mitdticos observados no trabalho de pesquisa
realizado e descrito aqui foram os mesmos do controle negativo, para as células
tratadas tanto com as amostras de biomembrana de nanocelulose bacteriana quanto

com a agua do seu armazenamento. Estes resultados indicam que as amostras de
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biomembrana de nanocelulose bacteriana ndo tém potencial para induzir aberragbes

cromossdmicas.

5.8. Ensaios Preliminares de Permeacdo Transdérmica de Insulina Adsorvida

nas Biomembranas de Nanocelulose Bacteriana.

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares de permeacéao transdérmica de
insulina humana realizados com a biomembrana de nanocelulose bacteriana contendo

insulina adsorvida, podem ser encontrados na Figura 18.

Figura 18. Resultados obtidos a partir de ensaios de permeacdao transdérmica de insulina, na forma de
proteina permeada por area de pele, durante um periodo de ensaio de 24 horas para n=3. A linha sélida
representa o ajuste néo linear realizado aos dados, usando a fungéo de Gompertz.

) 2.0
=
p— Jp— y = mi*exp(-m2*exp(-m3*x))
8 ~N Valor Erro
o £, mi | 038628 0.10617
L ° m2 38.007 | 6062.7
=8 E A 18 'm3 | 0.025837 | 0.88833
U~ Chisq 0.32749 NA
e c R 0.6714 NA
(] o
S o 1.0
‘@ =% T
E N
1+ 1
QT E
'g 8 0.50 .
T & v ]
- T . T
c o 1 L 3
g o 0.0 - -
(o 0 240 480 720 960 1200 1440

Tempo (min)

Fonte: Elaboragéo propria

Os valores no grafico sdo as médias de trés experimentos (n=3), com desvios

padrao associados.

Como pode ser visto por inspecdo da Figura 18, a permecdao transdérmica de
insulina humana NPH liquida (NovolinN, da Novo Nordisk) exibiu uma ligeira tendéncia
sigmoidal dos dados de permeacao de proteina, e foi melhor descrito por um ajuste
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nao linear da funcdo de Gompertz (ver Figura 18), permitindo determinar o valor da
assintota (mz, isto é, o0 maximo atingivel, 0,386 Ugproteina/MM?2pele), 0 deslocamento da
tendéncia dos resultados ao longo do periodo de tempo estudado (m2=38 min) e a
taxa de crescimento dos dados (mz=0,0258 pgproteina/(MM?2pele*min)), com um fraco
coeficiente de correlacéo (r=0,6714). Os resultados demonstram que, isoladamente,
a biomembrana de nanocelulose bacteriana contendo insulina adsorvida nao promove
a sua permeacao transdérmica, sendo desejavel a presenca de um facilitador de
permeacdo, como por exemplo um liquido ibnico. Tal liquido peculiar e altamente
viscoso é capaz de vencer as elaboradas defesas da pele (via desestabilizacdo
transiente do estrato corneo) e, desse modo, permitir gue moléculas bioativas atinjam
os locais pretendidos, aumentando efetivamente a permeacdo para a liberacéo
transdérmica de (bio) farmacos. Uma vez aplicado a superficie da pele, as moléculas
dos liquidos idnicos provavelmente deslizam através dos compostos graxos que
compdem as células da pele, criando pequenas aberturas transientes através das
qguais as moléculas bioativas (carregadas pelo liquido i6nico) podem permear. Esta
hipétese foi estudada também neste trabalho de pesquisa, sendo objeto de analise

mais a frente.

5.9. Andlise dos Liquidos l6nicos por Espectrofotometria de Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos liquidos iénicos e da insulina humana podem
ser encontrados na Figura 19. A partir dos espectros de FTIR representados na Figura
19, pode observar-se que 0s picos caracteristicos dos reagentes (bicarbonato de
colina (ver Figura 19a), acido oleico (ver Figura 19b) e acido geranico (ver Figura 19c)

foram preservados em certa medida nos respectivos liquidos iénicos.



87

Figura 19. Espectros de FTIR de (a) bicarbonato de colina, (b) acido oleico, (c) acido geranico, (d)

oleato de colina 1:1, (e) oleato de colina 1:2, (f) geranato de colina 1:1, (g) geranato de colina 1:2, e (h)

insulina humana (NOVOLIN® N).
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Os picos caracteristicos do bicarbonato de colina, aparecendo em 1479 cm-,
1383 cm, 955 cm™ e 840 cm? (ver Figura 19a) aparecem em certa medida nos quatro
liquidos ibnicos, 1467 cm™, 1398 cm, 957 cm?, 867 cm™ e 722 cm™ para CO1:1,
1467 cm, 1402 cm, 957 cm™ e 724 cm para CO1:2, 1478 cm™, 955 cm, 867 cm-
1 e 700 cm™ para CG1:1 e 1478 cm®, 1378 cm™, 955 cm™ e 867 cm™ para CG1:2. Da
mesma forma, os picos caracteristicos do acido oleico e do &cido geranico também
aparecem nos liquidos idnicos correspondentes, isto €, na regido de 2922 cm™ a 2855
cm® para o acido oleico, e na regido de 2960 cm™ a 2916 cm™ para o 4cido geranico,
0 que pode permitir concluir que a reacdo entre o bicarbonato de colina e o acido
oleico (ver Figura 19d) e entre o bicarbonato de colina e o &cido geréanico (ver Figuras
19f, 199) néo alterou a estrutura dos reagentes em grande medida. Os picos em torno

de 2850 cm™* correspondem muito provavelmente a estiramentos simétricos de CHo.

5.10. Andlises Térmicas dos Liquidos Iénicos Sintetizados por TGA e DSC

A combinacdo de dados de métodos analiticos avancados permite obter
informacdes detalhadas sobre os processos de degradacdo dos liquidos idnicos
(MATON; DE VOS; STEVENS, 2013; VILLANUEVA et al., 2013). Diminui¢cdes de
massa de todos os liquidos i6nicos durante o processo de aquecimento foram
avaliadas a partir de curvas termogravimétricas (TGA), enquanto a temperatura da
taxa maxima de variacdo de massa (Tmax) foi determinada a partir do maximo da 12
derivada das curvas de perda de peso. Segundo Wang; Chang; Cai, (2018), a
tendéncia global das curvas termogravimétricas apresentadas na Figura 20a
corresponde ao comportamento térmico classico dos liquidos idnicos. A andlise
termogravimétrica foi utilizada para caracterizar as estabilidades térmicas dos Lls
sintetizados a uma taxa de aguecimento de 10 °C/min, desde a temperatura ambiente
até 600 °C. A figura 20 mostra as curvas TGA dos varios liquidos ibnicos sintetizados.
As temperaturas iniciais de decomposicdo dos liquidos i6nicos podem ser
determinadas pela intersecao da tangente com a linha de base na inclinacdo maxima
das curvas TGA. O primeiro estagio, ocorrendo entre 25 °C e 100 °C (Figura 20a),
esta geralmente ligado a evaporagédo de moléculas de 4gua adsorvidas aos liquidos
ibnicos. O segundo estagio, ocorrendo entre 150 °C e 300 °C (Figura 20a) esta

associado a degradacéao dos liquidos iénicos.



89

Figura 20. Curvas termogravimétricas (a), 12 derivada das curvas de perda de peso (b) e termograms

de calorimetria diferencial de varredura dos liquidos idnicos sintetizados e seus reagentes de partida

(c).
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A degradacgédo dos liquidos ibnicos sintetizados consiste num passo bem
marcado, como mostrado pelo maximo na 12 derivada da curva de perda de peso
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(Figura 20b) a Tmax (temperatura méaxima) = 250 °C (oleato de colina 1:1), Tmax =
260 °C (oleato de colina 1:2), Tmax = 230 °C (geranato de colina 1:1) e Tmax = 230
°C (geranato de colina 1:2). O limite superior da gama liquida é geralmente limitado
pela temperatura de decomposicao térmica do liquido ibnico, uma vez que a maioria
dos liquidos ibnicos sdo ndo volateis (ABBAS; BINDER, 2010).

As andlises termogravimétricas e de calorimetria diferencial de varredura foram
usadas para investigar os limites de decomposicéo dos liquidos iénicos sintetizados.
O geranato de colina 1:1 e o geranato de colina 1:2 possuem apenas um pico inicial
de degradacéo, a cerca de 190 °C, mas o oleato de colina 1:1 e o oleato de colina 1:2
exibem temperaturas iniciais de degradacédo diferentes, 120 °C e 220 °C,
respectivamente (Figura 20a). Estes resultados estdo de acordo com os resultados
publicados por ABBAS; BINDER, (2010), referentes a analise termogravimétrica do
cloreto de colina.

A 12 derivada da curva de perda de massa (ou seja, a taxa de variacdo de
massa, figura 20b) pode ser usada para indicar os pontos nos quais a perda de massa
€ mais aparente (pontos de inflexdo), 90 °C, 165 °C e 210 °C para o bicarbonato de
colina, 250 °C para o oleato de colina 1:1, 260 °C para o oleato de colina 1:2 e 230 °C
para ambos o geranato de colina 1:1 e o geranato de colina 1:2.

Em geral, as andlises térmicas permitem avaliar a compatibilidade entre os
componentes de uma formulacdo e a estabilidade e decomposicdo térmica de
entidades bioativas. A analise termogravimétrica (TGA) acompanha a variacdo na
massa da amostra em funcdo de um aumento linear de temperatura durante um
intervalo de tempo predeterminado, permitindo determinar o perfil térmico dos liquidos
ibnicos sintetizados. Como pode ser observado a partir da inspecdo das curvas na
Figura 20b, o comportamento térmico é bastante semelhante para todos os quatro
liquidos i6nicos.

Os resultados das analises de DSC de todas as amostras de liquido i6nico,
registradas sob modo de aquecimento entre 25 °C e 300 °C podem ser encontrados
na forma de termogramas na Figura 20c.

Os liquidos i6nicos sintetizados neste trabalho de pesquisa sdo todos liquidos
a temperatura ambiente e, portanto, sao liquidos ibnicos a temperatura ambiente
(LISTA). Todos os LISTA tém ampla faixa de temperaturas na qual sao liquidos,

juntamente com alta estabilidade térmica.
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Os liquidos ibnicos sao sistemas densos, com a densidade a exibir
dependéncias bem definidas na temperatura. Segundo Ohno e Wiley (2011), a
densidade diminui linearmente com o aumento da temperatura, independentemente
das estruturas dos liquidos idnicos. Os valores do ponto de fusdo (Tm) sdo importantes
para determinar o limite inferior da faixa de operacéo onde o liquido idnico é liquido, e
a Tinicio pode ser considerado como o limite superior de operacdo uma vez que 0S
liquidos iGnicos ndo evaporam.

As capacidades térmicas podem ser importantes para avaliar liquidos iGnicos
em aplicacdes de transferéncia de calor e armazenamento térmico.

A partir da inspe¢do dos termogramas na Figura 20c, os liquidos idnicos
sintetizados exibem picos endotérmicos a 127,79 °C (com entalpia de fusdo associada
igual a 154,4 J/g), 156,07 °C (com entalpia de fusdo associada igual a 66,6 J/g) e
222,46 °C (com entalpia de fusédo associada igual a 345,2 J/g) para oleato de colina
1:1, 217,20 °C (com entalpia de fusdo associada igual a 785,8 J/g) para geranato de
colina 1:1, 241,14 °C (com entalpia de fusdo associada igual a 566,1 J/g) para
geranato de colina 1:2, e 230,00 °C (com entalpia de fusdo associada igual a 202,0
J/g) para oleato de colina 1:2.

A técnica de analise por DSC mede a entalpia das amostras e pode indicar a
temperatura de transicdo vitrea e eventos endotérmicos e/ou exotérmicos nas
amostras sob escrutinio. Como é evidente a partir da inspeccéo dos resultados na
Figura 20c, todos os liquidos idnicos apresentam altas temperaturas de fusédo, sendo

por isso estaveis para aplicacfes envolvendo temperaturas fisiologicas.

5.11. Determinacdo do Teor de Agua dos Liquidos I8nicos Sintetizados, por

Titulacdo de Karl-Fischer

Conhecer o teor de agua presente nos liquidos ibnicos € um fator importante
do ponto de vista pratico para avaliar propostas de aplicacdo, bem como avaliar os
procedimentos corretos para a manipulacdo destes compostos (CASTANEDA
UGARTEBURU, 2015).

O teor de umidade do bicarbonato de colina foi de cerca de (22,12 + 0,12) %
(m/m), do acido oleico foi de cerca de (0,55 £+ 0,01) % (m/m), do acido geranico foi de
cerca de (1,30 + 0,06) % (m/m), e dos liquidos idnicos foi de cerca de (10,32 = 0,02)
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% (m/m) para o oleato de colina (1:1), cerca de (6,17 + 0,15) % (m/m) para o oleato
de colina (1:2), cerca de (7,76 £ 0,37) % (m/m) para o geranato de colina (1:1), e cerca
de (2,24 + 0,09) % (m/m) para o geranato de colina (1:2). Estes resultados s&o
consistentes com os resultados das analises termogravimétricas exibidos na Figura
20a.

O teor de agua do Geranato de Colina (1:2) foi o menor dentre os liquidos ibnicos
estudados, sendo mais um fator para a utilizacdo desta substancia como promotor de

permeacao cutanea.

5.12. Analise dos Liquidos lénicos Sintetizados por Ressonancia Magnética
Nuclear (*H RMN)

A Figura 21 mostra a atribuigdo de sinais *H RMN para os materiais de partida:
acido oleico (Figura 21a), acido geranico (Figura 21b), e bicarbonato de colina (Figura

21c), respetivamente.

Figura 21. Espectros 'H RMN do acido oleico (a), acido geranico (b), e bicarbonato de colina (c).
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Esteres s&o produzidos quando acidos carboxilicos sdo aquecidos com &lcoois
na presenca de um catalizador &cido. Assim, é esperada a formacgdo de oleato de
colina e geranato de colina, quando o bicarbonato de colina reage com acido oleico e
acido geranico, respetivamente. A Figura 22 mostra a reacao de esterificacdo entre o
acido oleico e o cétion colina para produzir oleato de colina. A transformacéo do &cido
num éster altera o ambiente quimico dos hidrogénios préximos ao grupo carbonilo. Na
Figura 22, os hidrogénios (b) e (d), do acido oleico, sdo os mais afectados pelos

espectros de RMN, guando o espectro *H RMN do éster é comparado com o do &cido.

Figura 22. Reagdes de esterificacdo entre (a) acido oleico e cétion colina para produzir oleato de colina
(os hidrogénios (b) e (d) sdo os mais afectados pelos espectros de RMN, quando o espectro 'H RMN
do éster é comparado com o do acido), e (b) acido geranico e cation colina para produzir geranato de
colina (os hidrigénios (a), (c), e (d) sdo os mais afectados pelos espectros de RMN, quando o espectro

1H RMN do éster é comparado com o do acido).
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Fonte: Elaboragédo propria
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A Figura 22a mostra os espectros de 'H RMN do oleato de colina e do seu
material de partida, &cido oleico. Adicionalmente, na Figura 22b pode ser encontrada
uma expansao para destacar os deslocamentos de campo upfield de 2,34 para 2,21
ppm, relacionados aos hidrogénios alpha para o carbonilo, e de 1,63 para 1,57,
relacionados aos hidrogénios beta para o carbonilo, quando estes sinais do éster sdo
comparados com os respetivos sinais do acido.

A Figura 23b mostra a reacao de esterificacédo entre o0 acido geranico e o cation
colina, para produzir geranato de colina. A transformacédo do acido num éster altera o
ambiente quimico dos hidrogénios proximos ao grupo carbonilo. Na Figura 23b, os
hidrogénios (a), (c), e (d), do &cido geranico, sdo os mais afectados pelos espectros
de RMN, quando o espectro 'H RMN do éster é comparado com o do acido. A Figura
23a mostra os espectros 'H RMN do geranato de colina e do seu material de partida,
0 &acido geranico. Adicionalmente, As Figuras 23b e 23c sdo duas expansdes para
destacar os deslocamentos de campo upfield de 2,18 para 2,02 ppm, relacionados
aos hidrogénios (c) e (d), e de 5,69 para 5,63 ppm, relacionados ao hidrogénio (a),
guando estes sinais do éster sdo comparados com 0s respetivos sinais do acido. Na
Figura 23b, pode ser também observada uma melhor separagdo dos sinais dos
hidrogénios (c) e (d) no espectro do éster, quando comparado com o espectro do
acido.
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Figura 23. Espectros de 'H RMN do oleato de colina e do seu material de partida acido oleico (a), junto

com uma expansao para destacar os deslocamentos de campo upfield de 2,34 para 2,21 ppm e de

1,63 para 1,57, quando estes sinais do éster sdo comparados com os respetivos sinais do acido (b).
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Figura 24. Espectros *H RMN do geranato de colina e do seu material de partida, o acido geranico (a)
e duas expansfes, para destacar os deslocamentos de campo upfield de 2,18 para 2,02 ppm (b) e de



5,69 para 5,63 ppm (c), quando estes sinais do éster séo comparados com os respetivos sinais do

acido.
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Em adicéo as diferencas mencionadas, em ambas as Figuras 22 e 25 podem
observar-se os sinais da estrutura do cation colina. A Figura 25 mostra as diferencgas
observadas nos sinais relacionados com a estrutura do cétion colina nos espectros
do bicarbonato de colina, oleato de colina, e geranato de colina.

Figura 25. Espectros de 'H RMN do bicarbonato de colina, oleato de colina, e geranato de colina, para

destacar os deslocamentos de campo downfield quando os sinais do éster sdo comoarados com 0s

respetivos sinais do bicarbonato de colina.

Bicarbonato de colina

AN /\

Oleato de Colina
Fat M i

Intensidade / (arb. unit)

Geranato de Colina

AU N

i 1 L | i

4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
0/ (ppm)

Fonte: Elaboragédo propria

5.13. Potencial de Citotoxicidade dos Liquidos l6nicos pelo Ensaio de Disco-

Difus&do em Agar

A potencial citotoxicidade dos liquidos iGnicos sintetizados assim como dos seus
respectivos solventes eutéticos profundos, foi avaliada através da metodologia de

disco-difusdo em agar utilizando a linhagem celular 3T3 (Figura 26).
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Conforme ZAKREWSKY et al. (2014) os liquidos idnicos sdo substancias com
uma infima toxicidade para células epiteliais e promovem uma efetiva permeacéo de
farmacos. Os resultados obtidos indicaram uma citotoxicidade minima para o geranato
de colina o0 que esta de acordo com o trabalho de ZAKREWSKY et al. (2014), onde o
geranato de colina alcancou as camadas profundas do tecido cutaneo, sem induzir a
irritacao da pele.

Figura 26. Resultados da andlise de citotoxicidade realizada aos liquidos ibnicos e seus respectivos
solventes eutéticos profundos, através da metodologia de disco-difusdo em agar usando a linhagem
celular 3T3: (a) controle negativo, (b) controle positivo, (c) geranato de colina 1:1, (d) geranato de colina

1:2, (e) oleato de colina 1:2, (f) oleato de colina 1:1, (g) acido oleico, (h) acido geranico e (i) bicarbonato

de colina.

Fonte: Elaboragdo Prépria

Os resultados obtidos mostraram que ndo houve morte celular causada pelo
contato com o acido geranico (Figura 26h), com as células apresentando integridade
sob analise microscoépica. Pelo contrario, apds contato com o geranato de colina 1:1
(Figura 26¢), geranato de colina 1:2 (Figura 26d), oleato de colina 1:2 (Figura 26e),
oleato de colina 1:1 (Figura 26f), acido oleico (Figura 26g) e bicarbonato de colina
(Figura 26i), foi observada uma ligeira citotoxicidade, apresentada pelo

desenvolvimento de um halo mais claro em torno da amostra do material. As amostras
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contendo oleato de colina foram as mais toxicas para as células observadas na Figura
26 (e); 26(f).

5.14. Potencial de Citotoxicidade dos Liquidos l6nicos pelo Ensaio de
Atividade Mitocondrial (MTT)

A avaliagéo do potencial de citotoxicidade foi também realizada pelo ensaio de
atividade mitocondrial (MTT), utilizando células HaCaT (queratinécitos humanos
imortalizados), (Figura 27). A metade da concentracao inibitéria maxima (ICso, uma
medida da eficacia de uma substancia na inibicdo de uma funcéo bioldgica ou
bioguimica especifica, que determina a concentracdo de produto necesséria para
matar 50% das células) ndo foi atingida para todos os liquidos idnicos analisados
(linha vermelha na Figura 27). Por isso, tais medidas quantitativas indicam quanto de
uma determinada substancia € necessaria para inibir um determinado processo
biolégico pela metade. Esses resultados estdo de acordo com a pesquisa de Couteiro
(2017) onde os resultados obtidos, juntamente com a incapacidade de determinar
varios valores de IC50 sugerem que nenhum dos LI apresenta uma maior
citotoxicidade para as células.

As analises realizadas com geranato de colina mostraram uma ligeira perda de
viabilidade celular tanto para geranato de colina 1:1 como para geranato de colina 1:2
(Figura 27a), sendo o ICso determinado através da curva Probit (um tipo de regresséo
onde a variavel dependente pode tomar apenas dois valores, sendo, portanto uma
especificacdo popular para um modelo de resposta ordinal ou binario) e produzindo
os valores ICsp = 2,45 mM e 2,01 mM para o geranato de colina 1:1 e geranato de
colina 1:2, respectivamente (Figura 27a). Os resultados mostraram que, apés 24h, a
viabilidade celular apés a exposicao de células HaCaT a oleato de colina 1:1 e oleato
de colina 1:2 foi maior do que 70% (Figura 27b) e, desta forma, nas concentracdes

testadas nao foi possivel determinar os valores de ICso para o oleato de colina.
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Figura 27. Resultados das analises de citotoxicidade realizadas aos liquidos ibnicos por meio do teste

(ensaio MTT), utilizando a linhagem celular HaCaT: (a) geranato de colina e (b) oleato de colina.
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5.15. Potencial de Genotoxicidade dos Liquidos l6nicos pelo Ensaio Cometa™

A extensao de qualquer potencial dano ao DNA (efeitos genotdxicos) promovido
pelos liquidos ibnicos sintetizados, oleato de colina 1:1 (CO1:1) e 1.2 (CO1:2), e
geranato de colina 1:1 (CG1:1) e 1:2 (CG1:2) em células 3T3, foi avaliada pelo ensaio
Cometa™, que detecta quebras na fita de DNA apds dano direto induzido pelas
amostras ou danos indiretos ligados ao processo de reparacdo do DNA. O ensaio
Cometa™ ¢é capaz de detectar quantitativamente os danos no DNA causados por
agentes alquilantes ou oxidantes e intercalantes. Os indices de danos no DNA foram
calculados de acordo com os tamanhos das caudas produzidas nas células. As
caudas foram seriadas de acordo com cinco niveis (0, 1, 2, 3 e 4), onde zero e quatro
representam a menor e a maior cauda de cometa, respectivamente, com o indice de
danos ao DNA (DI) calculado como DI = {(0 x Z células com pontuacao 0) + (1 x X
células com pontuacdo 1) + (2 x células com pontuacdo 2) + (3 x células com
pontuacao 3) + (4 x X células com pontuacédo 4)} / nUmero total de células.

As laminas foram analisadas por meio de uma reviséo cega Unica para minimizar
a variabilidade. Para avaliar quaisquer possiveis danos genéticos promovidos nas
células pelas amostras CO1:1, CO1:2, CG1l:1 e CG1:2, o teste Cometa™ foi realizado
com a linhagem celular 3T3, permitindo observar diferencas significativas controle e a
linhagem celular 3T3 que foi exposta as amostras CO1:1, CO1:2, CG1:1 e CG1:2
(Figura 28).

A andlise estatistica realizada aos dados recolhidos a partir deste teste foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism v.7.0 (GraphPad Software Inc., La
Jolla CA, E.U.A.). Em relacdo a andlise realizada para comparar entre as amostras
(incluindo o controle), ndo foram encontrados resultados estatisticamente diferentes
entre as amostras, mas a diferenca estatistica entre as amostras e o controle negativo
foi significativa (Figura 28b). Obteve-se uma diferenca estatisticamente significativa
entre o controle e as amostras de CO1:1, CO1:2, CG1:1 e CG1:2, o que significa que
um possivel (embora em pequena extensédo) efeito genotdxico pode ser atribuido ao
controle, mas nao as amostras de liquidos i6nicos. O alto indice relativo de danos ao
DNA transmitido pelo controle (Figura 28a, b) foi devido a uma alta contagem de

células com danos do tipo 1, 2 e 3.

Figura 28. Contagens médias de danos no DNA encontrados no teste Cometa™ realizado aos liquidos

ibnicos usando células 3T3 (a), e indices relativos de danos ao DNA da linhagem celular 3T3 apds



103

exposicdo das células aos diferentes liquidos idnicos por 24 h (médias de seis determinagdes com
desvio padrao associado: 3T3 (controle, 1.000 £ 0,104; geranato de colina 1:1, 0,196 + 0,005; geranato
de colina 1:2, 0,210 * 0,008; oleato de colina 1:1, 0,315 + 0,033; oleato de colina 1:2, 0,070 + 0,024))

(b). As fotos inseridas representam as caudas de Cometa™ produzidas pelos diferentes tipos de danos
celulares encontrados.

Tipo de Média de Contagem de Danos no DNA encontradas (n=3)
dano

aopna Controle CG1:1 CG1:2 CO1:1 CO1:2

Dano 0
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Fonte: Elaboragéo propria
N&o houve danos do tipo 4 encontrados para as células 3T3 tratadas tanto com

o controle como com qualquer uma das amostras de liquidos idnicos testadas.



104

Todas as amostras de liquidos idnicos promoveram um nivel intermediario de
danos do tipo 1, independentemente do tipo de liquido idnico (Figura 28a).

Baixos niveis de danos do tipo 3 foram produzidos por todas as amostras de
liquidos ibnico. Isso significa que as amostras de liquido i6nico testadas ndo possuem
caracteristicas que promovam lesdes no DNA em grande extenséo, como € evidente
a partir da auséncia de contagens de células com niveis de danos do tipo 3 (Figura
28a). No entanto, a avaliacdo de genotoxicidade pelo teste Cometa™ é realizada com
uma exposicado celular de 1 h, porque € um procedimento de pré-teste sem a
necessidade de quaisquer divisdes celulares. A figura 28b representa os efeitos
genotoxicos (indice relativo de danos ao DNA) a linhagem celular 3T3 incubada com
meio de cultura DMEM simples (negativo) e com amostras de CO1:1, CO1:2, CG1:1
e CG1l:2. Para as células 3T3, as amostras de liquido ibnico testadas n&o
apresentaram quaisquer efeitos genotoéxicos significativos.

Estes resultados estdo em clara concordancia com os valores muito baixos de
ICso encontrados para os liquidos i6nicos (Figura 28). Assim, a falta de efeitos
citotoxicos extensos esta em linha com a falta de extensos danos no DNA, o que por
sua vez estad em clara concordancia com os resultados publicados por Seabra et al.,
(2014).

5.16. Permeacdo Transdérmica de Insulina Promovida pelos Liquidos Idnicos

Os resultados obtidos nos testes de permeacédo transdérmica de insulina
auxiliada pelos liquidos i6nicos simples, podem ser encontrados na Figura 29.

Como pode ser observado por inspecdo da Figura 29, a presenca de qualquer
um dos liquidos ibnicos sintetizados levou a um aumento da concentracdo de proteina
permeada por unidade de area de pele, contrariamente ao que aconteceu no ensaio
de permeacao com insulina simples, sem presenca de liquido ibnico (curva cinzenta

na Figura 29).

Figura 29. Resultados obtidos através dos testes de permeacao transdérmica usando liquidos ibnicos
simples como facilitadores de permeagédo, como concentracdo média de proteina (insulina
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NOVOLIN® N) permeada por area de pele. Os valores sao as médias de trés experimentos (n = 3),
com desvios padréo associados. As linhas soélidas representam ajustes nao lineares realizados aos
dados experimentais (funcao hiperbdlica para oleato de colina 1:1 e funcdo de Gompertz para os
demais liquidos ibnicos).
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Fonte: Elaboragéo propria

Estes resultados estdo de acordo com a pesquisa de SANTOS DE ALMEIDA
et al. (2017) sobre o efeito positivo de LIs na penetracédo estar relacionado ao seu
carater ibnico e sua propriedade de atuar como surfactantes catiénicos. Os agentes
tensioactivos ibnicos podem penetrar na membrana do estrato cérneo e, extraindo os
lipidos do estrato corneo, rompem o enchimento da bicamada lipidica dentro do tecido.
Como resultado, outras substancias podem penetrar mais facilmente na pele; no
entanto, o aumento da penetracdo € ainda dependente do carater quimico da
substancia medicamentosa.

Os resultados através de ajuste néo linear (hiperbdlico, y = (m1ex)/(m2+x) aos
resultados obtidos de concentragdo de proteina permeada facilitada pelo oleato de
colina 1:1 (Tabela 5 e Figura 29, curva laranja) e de ajuste nao-linear sigmoidal (funcéo
de Gompertz, y = maseexp(-maeexp(-msex))) aos resultados obtidos a partir da
permeacdo transdérmica de proteina facilitada pelos outros liquidos idnicos (Tabela 5

e Figura 29), podem ser encontrados na Tabela 5 e Figura 29.
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Tabela 5. Resultados obtidos a partir de ajustes ndo lineares realizados a concentragdo média de
proteina permeada por unidade de area de pele (Ugproteina/MM?pele) €M fungdo do tempo de
permeacéo, para misturas de insulina humana com liquido iénico, para os quatro liquidos i6nicos em
estudo.

Funcéao
hiperbdlica:
y = (m1ex)/(m2+x)
ml m2 m3 m4 m5

Funcédo de Gompertz:

Amostra y = mzeexp(-maeexp(-msex))

Geranato
de colina
simples
11+ | - | - 3,2065 7,2967 0,01372 | 0,95855
Insulina
humana
Geranato
de colina
simples
12+ | | e 4,5423 4,0200 0’0%239
Insulina
humana
Oleato de
colina
simples
1:1 + 1,0934 15,849 |  --— | - | - 0,83923
Insulina
humana
Oleato de
colina
simples
1.2+ | e | - 3,1699 | 4,1891x109 | 0,2286 0,98815
Insulina
humana
Insulina
humana
simples

0,97723

---------- 0,3865 67,6410 0,02888 | 0,67167

Os ajustes ndo lineares realizados permitiram obter, para a permeacéao
transdérmica facilitada pelo liquido i6nico oleato de colina 1:1, a concentragdo maxima
de proteina média permeada por unidade de area de pele (parametro ma, Tabela 5) e
0 tempo necesséario para atingir metade da concentragdo maxima de proteina
permeada por unidade de area de pele (parametro mz, Tabela 5), com excelente
coeficiente de correlagéo.

Quanto aos resultados da permeacdo transdérmica utilizando os restantes
liguidos i6nicos como facilitadores de permeacdo, as tendéncias sigmoidais dos

resultados de permeacao transdérmica de proteina foram melhores descritas por um
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ajuste da funcédo de Gompertz (y = mzeexp(-masexp(-msex)), Figura 29a e Tabela 5),
permitindo obter o valor da assintota (ms, isto €, a concentracdo maxima atingivel de
proteina permeada por unidade de area de pele, Tabela 5), o deslocamento da
tendéncia de dados ao longo do periodo de tempo estudado (ms4, Tabela 5) e a taxa
de crescimento de dados (ms, Tabela 5), com excelentes coeficientes de correlacao,
a excecdao do ajuste realizado aos dados de permeacéo de insulina sem facilitador de
permeacao.

A funcédo de Gompertz é uma funcéo sigmoidal, onde o crescimento € mais lento
no inicio (onde a concentracao de proteina era inicialmente alta, logo a tomada pela
pele foi lenta) e no final (devido ao abrandamento da permeacdo de proteina em
funcado da saturacédo da pele) de um determinado periodo de tempo.

Como pode ser observado por inspecado da Figura 29, o liquido ibnico geranato
de colina 1:2 foi o que promoveu a maior quantidade de proteina permeada de acordo
com o comportamento mais adequado de liberacdo por permeacéo intermediaria, e
por esta razao foi eleito para integrar o filme biopolimérico contendo insulina, para

aplicacoes topicas.

5.17. Planejamento Fatorial Experimental para Otimizacdo da Matriz
Biopolimérica do Filme

O planejamento fatorial experimental (Tabelas 2 e 3) desenhado para definir a
melhor composicéo biopolimérica e propriedades mecanicas associadas para o filme
polimérico produziu como melhor composicdo aquela dos niveis (+1)(+1)
[(nanocelulose bacteriana)(goma xantana)] (linha sombreada na Tabela 3).

A nanocelulose bacteriana foi escolhida como um dos biopolimeros para integrar
o filme biopolimérico devido as suas caracteristicas Unicas, como a capacidade de
retencdo de agua, resisténcia mecéanica, a porosidade e a biocompatibilidade (REIS,
2016), para aplicagdo em dispositivos biomédicos (RAJWADE et al.,, 2015;
PETERSEN; GATENHOLM, 2011). Partindo desta composic¢ao (6tima) conduzindo a
um biofilme com os mais elevados valores de resisténcia a tracédo e relaxacéo (ver
figura 29), foram produzidos dois filmes biopoliméricos (Tabela 4) integrando os
mesmos niveis fatoriais de nanocelulose bacteriana e goma xantana, isto €, (+1)(+1)

e insulina humana (1,5ml), e integrando ou n&o liquido iénico (geranato de colina 1:2).
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Em um artigo de revisdo por BAKER et al. (2012), aqueles pesquisadores afirmam
que é possivel produzir hidrogéis flexiveis com cerca de 10% (m/m) de PVA e
hidrogéis rigidos com cerca de 50% a 60% (m/m) de PVA.

A producdo do filme biopolimérico otimizado dotado de maleabilidade e
plasticidade, ainda que com certo grau de resisténcia a tracdo, almejou sua utilizacao
em aplicagbes topicas na entrega transdérmica de insulina. A avaliacdo das
propriedades mecanicas dos filmes biopoliméricos produzidos sem insulina, de acordo
com o planejamento fatorial apresentado na Tabela 2 e composicéo exibida na Tabela

3, englobou a resisténcia a tracao, relaxacéo e resiliéncia (Figura 30).

Figura 30. Resultados obtidos a partir dos testes de resisténcia mecanica realizados aos filmes
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Fonte: Elaboragéo propria

De acordo com os resultados exibidos na Figura 30, os melhores resultados
produzidos em termos de resisténcia a tracao, relaxacdo e resiliéncia foram obtidos
para os niveis (+1) de nanocelulose bacteriana e (+1) de goma xantana. A capacidade
do filme para voltar a forma apos deformacao causada por um esforco foi um atributo

especialmente importante, uma vez que a sua elasticidade (isto €, a sua resiliéncia) é
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uma caracteristica importante para aplicagdes na pele. Assim, este conjunto de niveis
de biopolissacarideo foi seguido para a producdo de biofilmes carregados com
insulina humana (ver Tabela 4). As propriedades mecéanicas dos biofilmes estao
relacionadas principalmente com a capacidade do biopolimero de formar ligacées em
cadeias poliméricas, dificultando sua separacdo quando sujeitas a forgcas mecéanicas
(YANG, 2012). O plastificante utilizado (glicerol, neste caso) também tem influéncia
sobre essas propriedades (BOURTOOM, 2008).

5.18. Anédlises Térmicas por DSC do Filme Otimizado Estatisticamente com

Liquido I6nico e Insulina

Os resultados da andlise por DSC de uma amostra do biofilme integrando
insulina humana e geranato de colina 1:2, registrados em modo de aguecimento entre
20 °C e 350 °C, podem ser encontrados na Figura 31. O pico endotérmico observado
a 93,75 °C (residuo de insulina humana, com entalpia de fusdo associada de 0,020
J/g) pode ser considerado como a transi¢céo de primeira ordem comumente observada
numa ampla classe de biopolimeros hidratados, tais como as proteinas. Por analogia
com o trabalho de (DANDURAND et al., 2014), este evento endotérmico € atribuivel a
evaporacao de moléculas de 4gua ligadas. Esse evento endotérmico esta associado
a transicOes de ordem -> desordem, que podem ser consideradas como assinaturas

térmicas de desnaturagéo proteica (irreversivel) (ROCHA et al., 2017).

Figura 31. Termograma de calorimetria diferencial exploratéria do filme biopolimérico integrando

geranato de colina 1:2 e insulina NOVOLIN® N.
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Fonte: Elaborag&o propria

A técnica de andlise por DSC mede a entalpia das amostras e pode indicar a
temperatura de transicdo vitrea e eventos endotérmicos e/ou exotérmicos nas
amostras sob escrutinio. O filme produzido seguindo o planejamento fatorial
experimental e integrando insulina humana e geranato de colina 1:2, possuia em sua
composicdo 1,25% (m/m) de PVA com grau de hidrélise de 98%, 2,50% (m/m) de
glicerol, e 0,1% (m/m) de metilparabeno. O termograma obtido (ver Figura 31)
apresentou um grande evento endotérmico a 138,71 °C (com entalpia de fusdo
associada de 7,12 J/g), provavelmente associado a carbonizacdo da proteina e perda
de agua do filme. E teve outro grande evento endotérmico a 260,31 °C (com entalpia
de fusédo associada de 39,57 J/g), provavelmente relacionada a carbonizacdo da
matriz biopolimérica que constitui o filme. Como o filme biopolimérico integrou insulina
humana e agua adicionada, juntamente com uma pequena quantidade de liquido
ibnico (geranato de colina 1:2), os resultados obtidos da analise por DSC indicaram
gue os niveis utilizados ndo comprometeram a estabilidade do filme para o uso
pretendido.

5.19. Analises por FTIR do Filme Otimizado Estatisticamente com Liquido
I6nico e Insulina



111

Um grafico de intensidade versus frequéncia de radiacdo, conhecido como
espectro de infravermelho, permite a caracterizacédo dos grupos funcionais num dado
material, fazendo com que a espectrofotometria FTIR seja amplamente utilizada na
andlise da estrutura de sistemas (bio) poliméricos.

A espectrofotometria de FTIR pode permitir esclarecer possiveis interacdes entre
a proteina carregada (insulina humana) e a matriz biopolimérica, via analise dos
grupos funcionais presentes nos diferentes constituintes envolvidos no processo. Os
espectros de infravermelho de (a) insulina humana liquida (NOVOLIN® N) e (b) filme
integrando insulina humana NOVOLIN® N e geranato de colina 1:2, podem ser

encontrados na Figura 32.

Figura 32. Espectros FTIR de (a) insulina humana NOVOLIN® N e (b) filme biopolimérico integrando
geranato de colina 1:2 e insulina NOVOLIN® N.
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Fonte: Elaboragédo propria
Comparando o espectro da insulina humana simples NOVOLIN® N (Figura 32a)

com o espectro do filme biopolimérico integrando insulina humana NOVOLIN® N e
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geranato de colina 1:2, os mesmos picos caracteristicos podem ser observados
apenas com pequenas varia¢des na intensidade do pico, nos nimeros de onda 1244
cm?, 1105 cm?, 1042 cm™ e 995 cm. Isto sugere claramente que o aspecto quimico

da insulina foi preservado durante a integracao no filme biopolimérico.

Segundo (GUPTA et al., 2014), moléculas de proteina podem apresentar
absorcdo de energia caracteristica entre os nimeros de onda 1650 cm™ a 1630 cm™
para amidas primarias, entre os nimeros de onda 1540 cm™ a 1520 cm* para amidas
secundarias e entre os nimeros de onda 1270 cm?® a 1230 cm™? para amidas
terciarias.

A partir da inspeccao dos espectros de transmitancia representados na Figura
32a, podem-se observar picos dentro da gama de numero de onda que provavelmente
representam amidas primarias a aproximadamente 1620 cm devido ao estiramento
do grupo carbonilo (C=0), amidas secundarias a aproximadamente 1519 cm™ e
amidas terciarias na regido de 1238 cm devido ao estiramento da ligacdo C-N. Além
disso, as posicdes desses picos confirmam a proteina, tais como 1650 cm™ (espiral
aleatéria) e 1613 cm™ (folha beta), para amida primaria, 1540 cm (espiral aleatéria)
e 1520 cm? (folha beta) para amida secundaria e 1270 cm (folha beta) e 1230 cm™
(espiral aleatéria) para a amida terciaria (GUPTA et al., 2014).

O filme (Figura 32b) produziu um espectro de infravermelho muito semelhante,
com um pico principal produzido em torno de 3352 cm correspondente a grupos OH
da agua, e outro pico principal em 1649 cm™ (Figura 32b) correspondente a um
estiramento do grupo C=0 de amidas primarias, muito provavelmente devido ao forte
carater hidrofilico das amidas primarias. As vibracdes de estiramento observadas na
regido de nimero de onda de 3352 cm™ (REIS et al., 2006), responsaveis pelo grande
pico observado, sdo muito provavelmente explicadas por grupos hidroxila de
moléculas de agua presentes no filme.

Picos caracteristicos indicativos de proteina situam-se entre 1390 cm™ a 1250
cm? para ligacées C-N e entre 1640 cm™ e 1500 cm™ para agrupamentos N-H
(MEHTA et al., 2013).

Os espectros de infravermelho exibidos na Figura 32 sugerem claramente que o
aspecto quimico da entidade proteica foi preservado durante a producéo do filme,

permitindo concluir que a proteina insulina ndo se envolveu em nenhuma interacao
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quimica com os componentes do filme, sendo apenas carreado pelo filme, o que de
outra forma poderia ter reduzido a sua bioatividade.

5.20. Caracteristicas de Resisténcia Mecénica do Filme Otimizado

Estatisticamente com Liquido I6nico e Insulina

Os resultados produzidos durante a avaliacdo da resisténcia mecénica do filme
biopolimérico integrando insulina e liquido ibnico, com relacdo a resisténcia a tracao,

relaxacao e resiliéncia, podem ser encontrados na Figura 33.

Figura 33. Resultados obtidos a partir dos testes de resisténcia mecénica realizados ao filme
biopolimérico produzido com geranato de colina 1:2 e insulina NOVOLIN® N, tendo como base os

niveis (+1) de nanocelulose bacteriana e (+1) de goma xantana.

25

Relaxacao

== - (]
(=] L2 =

Forca media (N)

e
tn

e
=]
<

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (s)

Fonte: Elaboragéo propria

“A partir da inspecdo dos resultados mostrados na Figura 33, os niveis de
biopolimero selecionados produziram maior resisténcia a tracéo e relaxacéo do filme
resultante. Observou-se que o0s niveis de biopolimero selecionados melhoraram as
caracteristicas viscoelasticas de deformacéo e relaxacdo molecular (ou seja, retorno
do biofilme de condi¢gBes tensas de volta ao equilibrio),” (GONG; HONG, 2012). O
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Filme biopolimérico deve permitir a liberacdo de insulina e a sua permeacao
transdérmica assim como a facil remocéao do filme gasto da pele. Assim, resisténcia a
tracdo, relaxacdo e resiliéncia foram os parametros de resisténcia mecanicas
avaliadas, para a producéao do biofilme otimizado. O filme também se destina a ajudar
a manter um microclima adequado na superficie da pele, de extrema importancia para
as reacdes biossintéticas necessarias as atividades celulares (BOATENG et al.,
2008). O filme desenvolvido possui PVC na sua composi¢do, que € um polimero
hidrofébico com baixa energia livre de superficie (ASADINEZHAD et al., 2012) que
ndo favorece a atracado das moléculas de agua presentes na dispersao contendo os
biopolimeros. Como consequéncia, isso promove uma aderéncia nao forte do filme a

pele.

5.21. Potencial de Citotoxicidade do Filme Otimizado Estatisticamente com

Liquido I6nico e Insulina

O potencial de citotoxicidade da nanocelulose bacteriana, do biofilme simples
(sem insulina humana e sem geranato de colina 1:2) e do filme integrando tanto
geranato de colina 1:2 como insulina humana, juntamente com um controle positivo e
um controle negativo, foi avaliado através da metodologia de disco-difusdo em agar,
usando a linhagem celular HaCaT (Figura 34).

Os resultados obtidos mostraram que ndo houve morte celular causada pelo
contato com a biomembrana de nanocelulose bacteriana (Figura 34c) ou com o filme
biopolimérico produzido sem insulina e sem liquido iénico (Figura 34d) ou com o filme
gue integra tanto o liquido idnico quanto a insulina humana (ver Figura 34e), como é
evidente pela auséncia de quaisquer halos mais claros em torno das amostras de
material. As leituras das placas inoculadas foram feitas macroscopicamente, onde a
auséncia de citotoxicidade foi observada pela falta de formag¢édo de um halo claro em
torno da amostra (que de outra forma corresponderia as células mortas), e
microscopicamente, para quaisquer alteracdes morfolégicas das células circundantes
a amostra. Assim, o filme produzido e integrando tanto o liquido idnico quanto insulina
humana néo foi citotoxico e, portanto, pode ser considerado seguro para aplicacéo

sobre a pele.

Figura 34. Resultados da andlise de citotoxicidade realizada & membrana de nanocelulose bacteriana

simples, filme biopolimérico simples sem insulina NOVOLIN® N e sem geranato de colina 1:2, e filme
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biopolimérico integrando insulina NOVOLIN® N e geranato de colina 1:2, através da metodologia de
disco-difusdo em agar usando a linhagem celular HaCaT: (a) controle positivo, (b) controle negativo,
(c) nanocelulose bacteriana, (d) filme simples, (e) filme integrando insulina NOVOLIN® N e geranato
de colina 1:2.

Fonte: Elaborag&o propria

5.22. Anélises Morfolégicas de Superficie e de Zona de Fratura Transversal do

Filme Otimizado Estatisticamente com Liquido lI6nico e Insulina, por MEV

As imagens de microscopia eletronica de varredura com energia dispersiva
(EDMEV) tanto da superficie como da zona de fratura transversal do filme
biopolimérico carregado com insulina humana e geranato de colina 1:2 permite
observar uma superficie suave com auséncia generalizada de rachaduras (Figura 35).

A partir dos resultados obtidos nas andlises de microscopia eletrbnica de
varredura realizada no filme otimizado, pode ser observada uma morfologia uniforme
a trés grandes ampliacdes (x250 (Figura 35a), x1000 (Figura 35b), x2500 (Figura35c).
A secdo transversal fraturada do filme exibe uma matriz altamente homogénea da
estrutura biopolimérica (Figura 35e), o que provavelmente facilita a liberacdo de
insulina no contato do filme com a pele (Umida). Pode observar-se que a topografia

na bioestrutura do filme exibida na Figura 35(d), (e) é altamente uniforme.

Figura 35. Fotomicrografias de EDMEV do filme biopolimérico carregado com insulina humana
NOVOLIN® N e geranato de colina 1:2, a varias ampliacdes (superficie do filme, a: x250, b: x1000, c:
x2500; fratura da secdo reta do filme, d: x250, e: x1500), obtidas usando a técnica de difracdo

retroespalhada de elétrons (EBSD).
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Fonte: Elaboracao propria

5.23. Analises Morfolégicas do Filme Otimizado Estatisticamente com Liquido
I6nico e Insulina, por XRT

O filme otimizado desenvolvido pode ser considerado um compdésito polimérico
natural exibindo uma microestrutura porosa muito especial que permite que o filme
possua excelentes propriedades mecéanicas (como concluido a partir da inspecéo e
analise dos resultados mostrados na Figura 36). A partir das analises tomograficas via
transmissdo de raios-X realizadas a uma secéo retangular do filme carregado com
insulina e geranato de colina 1:2 (Figura 36), pode ser observada uma superficie

homogénea.

Figura 36. Imagens obtidas por analise tomografica via transmisséo de raios-X do filme biopolimérico
carregado com insulina NOVOLIN® N e geranato de colina 1:2, sendo (a,b) imagens de peffil
inclinado do filme, (c) imagem perpendicular a superficie do biofilime. As fatias de imagem
tridimensionais foram coletadas usando uma tenséo de operacéo regulada para 34 kV e corrente

elétrica com 529 pA.
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Fonte: Elaboracao propria

pY

Devido a absorcdo de mais radiacdo, por causa da sua maior densidade
atdbmica, a rede da matriz biopolimérica (em cinza e azul na Figura 36) estd em maior
evidéncia, enquanto 0S espacos vazios aparecem marcados a preto em toda a
imagem tridimensional reconstituida do filme (Figura 36). Estes resultados estdo em
estreita concordancia com aqueles obtidos por espectrofotometria de infravermelho
com transformada de Fourier (Figura 36b), que indicaram que a insulina
provavelmente ndo se envolveu em nenhuma ligagdo quimica com a matriz
biopolimérica. Este é claramente um dado importante e positivo, uma vez que, por nao
se envolver em nenhuma ligacdo quimica com a matriz biopolimérica, a insulina se
torna prontamente disponivel e mantém sua bioatividade. Uma andlise comparativa
da porosidade do filme que integra insulina e geranato de colina 1:2 pode ser
encontrada na Tabela 6, resultante de analises morfolégicas 2D e 3D.

Tabela 6. Resultados obtidos por analises tomograficas via transmissao de raios-X realizadas ao filme
integrando liquido idnico (CG1:2) e insulina humana.
Filme biopolimérico integrando

Parametro geranato de colina 1:2 e 1.500 mL de
insulina humana (NOVOLIN® N)



Anaélise
morfolégica bi-
dimensional (2D)
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Anélise
morfologica tri-
dimensional (3D)

Numerode camadas | = -----eeee- 101,000
Tamanho de pixel (um) 9,80 9,7610
VOI total (volur(nn::'nc]l?(?) interesse), TV 0,07991 0.07860
Volume do objeto, Obj.V (mm?) 0,05263 0,05043
Volume percentua(lo/do)o objeto, Obj.VITV 65.8696 64.1641
Superficie VOI total, TS (mm?) 4,6433 4,19547
Superficie do objeto, Obj.S (mm?) 6,0601 5,36646
Superficie de intersec¢do, i.S (mm?) 1,6320 1,45215
Superficie de objeto / volume,
Obj.S/Obj.V (mm) 115,1370 106,4041

Espessura de secéo reta, Cs.Th (mm) 0,02341 | @ -meemeeee-

Densidade de superficie do objeto,
Obj.STV (mmYy | T 68,2733
: . 6,56898
Grau de anisotropia, DA | - (0.84777)
Eigenvaluel | cemeeemeee 0,10124
Eigenvalue2 | ceeeeeeeee 0,15189
Eigenvalued3d | ceeeeeeeee 0,66505
Numero de poros fechados, Po.N(cl) | - 63,0000
Volume de poros feg:hados, Pov(h | 0.00006

(mm°)

Superficie de po(rgqség:)chados, Po.S(ch | 0.03219
) Porosidade fechada (%), Po(cl) (%) 0,25474 0,11783
Indice médio de fra%)mentag:ao, Fr.l (mm- -9,24357 12,5258

Dimensdao fractal média, FD 1,26605 2,18725

Volume de espagos porosos abertos, |

Po.V(op) (mm?3) 0,02811
Porosidade aberta (%), Po(op) (%) | = ---------- 35,76013
Volume total de espaco de poros, |

Po.V(tot) (mm?) 0,02817
Porosidade total (%), Po(tot) (%) | = ---------- 35,83582
Numero de Euler, EUN | —-eeeeeee- -426,0000
Conectividade, Conn | -mmmmemee- 546,0000
Densidade de conectividade, Conn.Dn | 6946,337

(mm)

Fonte: Elaboragédo propria

A anisotropia € a propriedade de ser direcionalmente dependente, ao contrario

da isotropia, que implica propriedades idénticas em todas as dire¢des. A anisotropia
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pode ser definida como uma diferenca, quando medida ao longo de diferentes eixos,
nas propriedades mecéanicas ou fisicas de um material.

O grau de anisotropia, calculado como Grau de anisotropia = 1-
{(Eigenvaluemin)/( Eigenvaluemax)}, € O para isotropia total e 1 para anisotropia total.
Assim, como pode ser visto a partir da inspecdo dos dados na Tabela 6, o grau de
anisotropia é de 0,84777 para o filme carregado com insulina humana e geranato de
colina 1:2, um valor mais proximo da anisotropia do que da isotropia na escala
supracitada.

Sendo o filme carregado com insulina um biomaterial de engenharia com uma
estrutura tecida em rede, este resultado é facilmente compreensivel & luz das imagens
EDMEYV exibidas na Figura 36.

Ao analisar a estrutura do filme carregado com insulina e geranato de colina
1:2, pode ver-se que este tem uma porosidade aberta de 35,76% e um valor quase
igual de porosidade total (Tabela 6). Além disso, o indice médio de fragmentacao
(Tabela 6) fornece um indice de conectividade e calcula um indice de convexidade ou
concavidade relativa da superficie total do objeto em analise, segundo o principio de
que concavidade indica conectividade (e a presenga de “nodos”) e convexidade indica
estruturas isoladas desconectadas ("struts").

Baixos indices de fragmentacdo significam melhores redes conectadas,
enquanto indices de fragmentacdo mais altos significam uma estrutura mais
desconectada.

Cavidades fechadas abundantes e superficies cbncavas podem empurrar o
indice de fragmentacao para valores (muito) negativos, o que foi de fato determinado
nas andlises realizadas (Tabela 6).

Estes resultados sdo bastante importantes, uma vez que, devido ao fato de a
insulina ter sido dispersa homogeneamente por toda a estrutura biopolimérica do filme
durante o processo de polimerizacao, o filme pode ser aplicado com qualquer uma

das suas superficies voltadas para a pele.

5.24. Permeacdo Transdérmica de Insulina Assistida pelo Liquido lénico

Geranato de Colina 1:2 Integrado no Filme Otimizado Estatisticamente
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Os resultados obtidos nos testes de permeacao transdérmica de insulina facilitada
pelo geranato de colina 1:2 a partir do filme biopolimérico, podem ser encontrados na
Figura 37.

Figura 37. Resultados obtidos através dos testes de permeacgédo transdérmica, como concentragao
média de proteina (insulina NOVOLIN® N) permeada por unidade de area de pele, a partir do filme
biopolimérico integrando insulina e geranato de colina 1:2, durante um periodo de ensaio de 24 h. Os
valores sdo as médias de trés experimentos (n = 3), com desvios padrao associados. As linhas sélidas

representam ajustes nao lineares de uma funcgédo hiperbdlica realizados aos dados experimentais.
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Fonte: Elaboracgéo propria

Como pode ser observado por inspecédo da Figura 37, a presenca de liquido
idnico no filme biopolimérico integrando insulina levou a um aumento consideravel na
guantidade de proteina permeada por unidade de area de pele (curva rosa na Figura
37), ao contrario do que sucedeu quando o mesmo filme integrou insulina, mas néo
liquido ibnico (curva azul na Figura 37). Isto corrobora com a afirmagéo de Rafeiro et

al., (2013), que alega que o aumento da permeabilidade da pele para diversos
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farmacos pode ser conseguido mediante a coadmninistracdo de promotores quimicos,
neste estudo em particular os liquidos idnicos.

Realizando um ajuste néo linear (hiperbdlico) aos resultados obtidos da permeacéao
transdérmica de proteina a partir do filme integrando insulina e geranato de colina 1:2
(Tabela 5 e Figura 37, curva rosa claro), obteve-se a concentracdo maxima média de
proteina permeada por unidade de &rea de pele (pardmetro mi,Tabela 5) e o tempo
necessario para atingir metade da concentracdo maxima média de proteina permeada
por unidade de area de pele (parametro mz,Tabela 5), com excelente coeficiente de
correlacdo. Com relacdo aos resultados da permeacdo transdérmica de insulina
utilizando o filme simples sem geranato de colina 1:2, a tendéncia ligeiramente
sigmoidal foi melhor descrita através do ajuste nao-linear da funcdo de Gompertz
(Figura 37 e Tabela 7), permitindo obter o valor da assintota (ms, isto €, a concentracao
méaxima atingivel de proteina permeada por unidade de area de pele, Tabela 7), o
deslocamento da tendéncia de dados ao longo do periodo de tempo estudado (ma,
Tabela 7) e a taxa de crescimento de dados (ms, Tabela 7), com excelente coeficiente
de correlacdo, permitindo concluir que a auséncia de geranato de colina 1:2 no filme
biopolimérico (Figura 36 e Tabela 7) ndo levou a qualquer permeacao visivel de

insulina a partir do filme.

Tabela 7. Resultados obtidos a partir de ajustes néo lineares realizados a concentragdo média de
proteina permeada por unidade de &rea de pele (Ugproteina/MM?pele) €m funcéo do tempo de permeacéo,

para os filmes integrando insulina e liquido i6nico (geranato de colina 1:2) e apenas insulina.
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Funcéo
hiperbdlica:
y = (maex)/(m2+x)
m1l m?2 m3 m4 mS

Funcédo de Gompertz:

Amostra y = mzeexp(-maeexp(-msex))

Filme com
geranato de
colinal:2e | 1,5138 596,48 | - | - | - 0,75531
insulina
humana
Filme
simples

com | - | - 0,001654 | -0,8695 1,6417 | 1,00000
insulina
humana

Fonte: Elaborag&o propria

Como pode ser observado por inspec¢éo da Figura 37 e dos dados na Tabela 7,
o filme integrando insulina e geranato de colina 1:2 (o liquido idnico que teve a melhor
desempenho em termos de auséncia de citotoxicidade (Figuras 27 e 34a),
genotoxicidade (ver Figura 28a,b) e potenciacdo da permeacado de proteina (Figura
37, curva rosa claro) permitiu uma concentragdo média de proteina permeada por

unidade de area de pele de 1,05 pgproteina/MM?pele.
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6. CONCLUSAO

No trabalho de pesquisa desenvolvido e aqui descrito, procedeu-se a producdo
e caracterizacdo de nanocelulose bacteriana como biopolimero integrante do filme
biopolimérico otimizado estatisticamente e integrando insulina humana (com
concomitante estabilizacdo da sua estrutura e funcéo) e geranato de colina 1:2,

almejando a entrega (ou liberacéo) de insulina por permeacéao transdérmica.

Pode-se concluir que a nanocelulose bacteriana produzida neste trabalho ndo
tem potencial para induzir aberragdes cromossémicas nem qualquer citotoxicidade,
demonstrando ser segura para inclusdo na formulagdo de filmes biopoliméricos
visando aplicagbes dérmicas. Estudos de permeacgdo transdérmica de insulina
adsorvida em biomembranas de nanocelulose bacteriana provaram nao ser possivel
a permeacao transdérmica da proteina adsorvida, sendo desejavel a presenca de um

facilitador de permeacao (como por exemplo um liquido iénico).

A sintese e caracterizacdo (tanto fisico-quimica como bioldgica) de liquidos
ibnicos e seus solventes eutéticos profundos foi um dos objetivos do trabalho de
pesquisa desenvolvido, visando a sua potencial utilizagdo como facilitadores de
permeacdo transdérmica de insulina. O solvente eutético profundo geranato de colina
1:2 foi escolhido para ser incorporado no filme biopolimérico, em funcdo de suas
caracteristicas ndo citotoxicas e nao genotdxicas, associadas a uma superior
promocao da permeacao transdérmica de insulina.

O filme biopolimérico desenvolvido tendo por base dois biopolimeros de origem
microbiana: nanocelulose e goma xantana, apresentaram excelentes caracteristicas
mecanicas em termos de resisténcia a tracao, resiliéncia e relaxacdo, assim como
promoveu a liberacdo de insulina e sua permeacédo transdérmica facilitada pelo
geranato de colina 1:2.

Assim, o filme integrando geranato de colina 1:2 e insulina NOVOLIN® N foi
considerado adequado para aplicacbes biofarmacéuticas, nomeadamente na
administracdo de insulina através de permeacdo transdérmica, uma conclusdo
totalmente apoiada pelos resultados obtidos a partir da extensa caracterizagao fisico-

guimica e biolégica realizada neste trabalho de pesquisa.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Ainda que o trabalho de pesquisa desenvolvido tenha seguido uma evolugéo
natural (e sequencial), permitindo retirar algumas importantes conclusfes, uma visao
mais profunda deve ser adquirida em relacdo a caracterizacdo e selecéo do produto
final desenvolvido, isto &, o filme biopolimérico. Este capitulo apresenta uma série de
areas potencialmente promissoras para pesquisa num futuro préximo, dando
continuidade ao trabalho desenvolvido e abrangendo estudos que vdo mais além e

gue partem daqueles apresentados até agora nesta dissertacao.

A avaliacdo das alteragdes histologicas que ocorrem no estrato cérneo da pele,
promovidas pela presenca de geranato de colina 1:2, acrescentaria mais valor ao
trabalho de pesquisa aqui apresentado, revelando-se fundamental para uma melhor
compreensao do fenbmeno envolvido na permeacéao de proteina auxiliada pelo liquido

ibnico.

Também, a permeacao transdérmica com diferentes tipos e concentracdes de
insulina, visando analizar a estabilidade das mesmas no filme e avaliar qual o tipo de
insulina que teria melhor permeacao transdérmica ao longo do tempo, acrescentaria

mais valia ao trabalho ja desenvolvido.

Adicionalmente, a avaliacado da permeacdao transdérmica in vivo usando modelos
animais para aferir a eficacia do produto desenvolvido, seria um passo importante para

complementar o trabalho desenvolvido.

Adicionalmente, e porque o filme biopolimérico desenvolvido integra insulina,
outras entidades proteicas hidrofilicas tais como particulas bacteriofagicas e enzimas
terapéuticas poderiam igualmente ser integradas na matriz biopolimérica, avaliando-
se assim o potencial de aprisionamento e estabilizacédo estrutural e funcional de tais
entidades proteicas, visando a sua potencial permeacéo transdérmica em aplicagdes

biofarmacéuticas.

Finalmente, a avaliacdo da estabilidade do filme biopolimérico contendo

geranato de colina 1:2 e insulina para armazenamento a temperatura ambiente

agregaria valor ao trabalho desenvolvido até ao momento.
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