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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo a producédo de celulose bacteriana (CB),
utilizando a bactéria Komagataeibacter hansenii, e avaliagdo das suas propriedades
fisicas para a fabricacdo de membranas com potencial para serem utilizadas como
dispositivos de liberacdo de antibioticos na prevencao e tratamento de infeccbes de
pele e tecidos moles. As membranas foram avaliadas quanto a sua capacidade de
retencdo de agua (CRA), percentual de agua (PA), percentual de reidratacdo (PR),
estabilidade térmica pela analise termogravimétrica (TG) e sua estrutura quimica
através da espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
ApoOs a sintese as CBs foram funcionalizadas com os antibidticos Gentamicina e
Vancomicina que possuem amplo espectro e atividade antibacteriana contra espécies
Gram-positivas e Gram-negativas. As CBs funcionalizadas foram avaliadas no
controle do crescimento bacteriano, bem como o perfil de liberacdo dos antibioticos
Gentamicinae Vancomicinainvitro pela técnicade difusdoemdisco. Verificou-se que
a CB possuium elevado conteudode agua, uma alta capacidade de retencao de agua
e umareducdo na quantidade de agua quando reidratadas sendo caracterizada como
altamente hidrofilica. No ensaio de TG, observou-se que a resisténcia térmica das
membranas de CB nao foi afetada pela funcionalizacdo com os antibidticos
Gentamicinae Vancomicina, as membranas exibiram um alto grau de pureza e alta
cristalinidade quando comparada a celulose vegetal. A analise de FTIR confirmou a
presenca de bandas caracteristicas dos antibioticos nas membranas CB
funcionalizadas. A atividade antimicrobiana, foi observada pela inibicdo do
crescimento microbiano com a liberacéo e difusédo dos antibiéticos Vancomicinaconta
a cepa de Staphylococcus aureus e Gentamicina contra as cepas de Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa. O perfil de liberacdo das CBs funcionalizadas exibiu
liberac&o ininterruptade até 48h para a Vancomicinae de até 24h para a Gentamicina.
Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a CB funcionalizada
apresentou acao antibacteriana, e pode contribuir para o aumento do arsenal
terapéutico ao ser utilizada como curativo funcionalizado com sistema de entrega
topica de medicamentos.

Palavras chaves: Celulose bacteriana, Gentamicina, Vancomicina, lesdes de pele,
curativos funcionalizados.



ABSTRACT

The presentwork aims at the production of bacterial cellulose (BC) usingthe bacterium
Komagataeibacter hansenii and the evaluation of its physical properties for the
fabrication of membranes with potential use as antibiotic delivery devices in the
prevention and treatment of skin and soft tissue infections. The membranes were
evaluated for their water retention capacity (WRC), water content (WC), rehydration
percentage (RP), thermal stability by thermogravimetric analysis (TGA), and chemical
structure through Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). After synthesis, the
BCs were functionalized with the antibiotics Gentamicin and Vancomycin, which have
a broad spectrum and antibacterial activity against both Gram-positive and Gram-
negative species. The functionalized BCs were evaluated for their ability to control
bacterial growth, as well as the release profile of Gentamicin and Vancomycin in vitro
using the disk diffusion technique. It was foundthat BC has a high water content, a
high water retention capacity, and a reduction in water contentwhen rehydrated, being
characterized as highly hydrophilic. In the TGA test, it was observed that the thermal
resistance of the BC membranes was not affected by functionalization with Gentamicin
and Vancomycin, and the membranes exhibited a high degree of purity and high
crystallinity when compared to plant cellulose. The FTIR analysis confirmed the
presence of characteristic antibiotic bands in the functionalized BC membranes.
Antimicrobial activity was observed by inhibiting microbial growth with the release and
diffusion of Vancomycin against the Staphylococcus aureus strain and Gentamicin
againstthe Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa strains. The release profile
of the functionalized BCs showed continuous release for up to 48 hours for
Vancomycin and up to 24 hours for Gentamicin. The results obtained in this study
demonstrate that functionalized BC exhibited antibacterial action and can contribute to
the expansion of the therapeutic arsenal when used as a functionalized dressing with
a topical drug delivery system.

Keywords: Bacterial cellulose, Gentamicin, Vancomycin, skin lesions, functionalized
dressings.



RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo la produccion de celulosa bacteriana (CB),
utilizando la bacteria Komagataeibacter hansenii, y la evaluacién de sus propiedades
fisicas para la fabricacion de membranas con potencial para ser utilizadas como
dispositivos de liberacion de antibiéticos en la prevencion y tratamiento de infecciones
de la piel y tejidos blandos. Las membranas fueron evaluadas en cuanto a su
capacidad de retencion de agua (CRA), porcentaje de agua (PA), porcentaje de
rehidratacién (PR), estabilidad térmica mediante andalisis termogravimétrico (TG) y su
estructura quimicaa través de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR). Después de la sintesis, las CBs fueron funcionalizadas con los antibioticos
Gentamicina y Vancomicina, los cuales poseen un amplio espectro y actividad
antibacteriana contra especies Gram-positivas y Gram-negativas. Las CBs
funcionalizadas fueron evaluadas en el control del crecimiento bacteriano, asi como
el perfil de liberacién de los antibiéticos Gentamicinay Vancomicinain vitro mediante
la técnica de difusion en disco. Se verifico que la CB posee un elevado contenido de
agua, unaaltacapacidad de retencion de aguay unareduccion en lacantidad de agua
cuando son rehidratadas, siendo caracterizada como altamente hidrofilica. En el
ensayo de TG, se observo que la resistencia térmica de las membranas de CB no fue
afectada por la funcionalizacidén con los antibiéticos Gentamicina y Vancomicina,
mostrando un alto grado de purezay alta cristalinidad en comparacién con la celulosa
vegetal. El andlisis de FTIR confirmoé la presencia de bandas caracteristicas de los
antibioticos en las membranas de CB funcionalizadas. La actividad antimicrobiana se
observé mediante la inhibicién del crecimiento microbiano con la liberacion y difusion
de los antibiéticos Vancomicina contra la cepa de Staphylococcus aureus y
Gentamicinacontra las cepas de Escherichiacoli y Pseudomonas aeruginosa. El perfil
de liberacion de las CBs funcionalizadas mostré una liberacién continua de hasta 48
horas para la Vancomicinay de hasta 24 horas para la Gentamicina. Los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que la CB funcionalizada presenté accion
antibacterianay puede contribuir al aumento del arsenal terapéutico al ser utilizada
como un aposito funcionalizado con un sistema de administracion topica de
medicamentos.

Palabras clave: Celulosa bacteriana, Gentamicina, Vancomicina, lesiones cutaneas,
apaositos funcionalizados.
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1 INTRODUCAO

As infeccbes bacterianas sempre representaram desafios complexos para a
assisténcia a saude, considerando que as bactérias possuem o0 potencial de
desencadear infecgbes agressivas em humanos. Estudos indicam um aumento na
frequénciado surgimento de microrganismos multirresistentes, o que acrescenta mais
complexidade no tratamento dessas infeccbes (PEETERMANS et al., 2019).

As lesBes de pele séo sitios favoraveis para infeccfes bacterianas, as mais
comuns sao queimaduras, Ulceras, fasceite necrosante e gangrena gasosa, podendo
evoluir para sindrome do choque toxico. O espectro de agentes infecciosos que
podem estar presentes nestas les@es varia. Atualmente, as bactérias Gram-positivas
como Staphylococcus aureus (S. aureus), e Gram-negativas como Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) sdo os patdégenos mais comuns (BURNHAM; KOLLEF,
2018; PEETERMANS et al., 2019).

Para o tratamento das infeccbes de pele, além de métodos cirlrgicos, €
necessario cobrir a lesdo com curativos para conferir protecdo, umidade e acelerar o
processo de cicatrizagdo. Muitos hidrogéis, hidrocoldides e membranas biolégicas ou
artificiaisajudam notratamento dessas feridas, pois fornecema hidratacdo necessaria
para uma regeneracdo tecidual eficaz. Entre as possibilidades de fabricagcdo de
membranas bioldgicas, aquelas obtidas a partir do metabolismo bacteriano tém
proporcionado um dos melhores sistemas bioldgicos de producéo, pois contém baixo
custo, facilidade na manipulagao e pouco impacto ambiental (MENSAH et al., 2021,
ZHANG et al., 2019).

As membranas de celulose bacterina (CB), utilizadas como curativos, séao
capazes de produzir uma barreira fisica contra infeccbes, sdo biocompativeis,
semipermeaveis a agua e ao oxigénio e hipoalergénicas. Além de reduzir a dor
durante a terapia e absorver secregcdes, a CB promove processos de renovagao
tecidual, no entanto, a CB n&o possui atividade antimicrobiana. Porém, por possuir
uma elevada area superficial e alta porosidade, a CB permite a funcionalizacdo e a
liberacdo controlada de medicamentos, incluindo farmacos antibidticos. Essa
propriedade viabiliza a aplicacdo da CB como um veiculo eficaz para a entrega
localizada de substancias terapéuticas, proporcionando uma resposta direcionada no
tratamento de feridas e infecgbes (NEGUT et al., 2018).
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Busca-se por curativos que vao além de simples barreiras fisicas, incorporando
a capacidade de liberar principios ativos e distribuicdo de ingredientes ativos a ferida.
Essa abordagem visa promover uma cicatrizagdo mais eficaz e diminuigédo de
incidéncia de infeccbes. Avaliando a atual situacdo com relacdo a infeccbes
bacterianas, este trabalho vem investigar uma alternativa para o tratamento topico de
lesdes de pele e tecidos moles e controle de microrganismos a patrtir da utilizacdo de

CB como curativos funcionalizados com antibiéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Produzir celulose bacteriana funcionalizada com Gentamicina e Vancomicinaque

apresente acdo antibacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir CB utilizando a bactéria Komagataeibacter hansenii;

e Avaliar capacidade de retencao de agua (CRA), percentual de agua (PA) e
percentual de reidratacao (PR);

e Avaliarsua estabilidade térmica por anélise termogravimétrica (TG);

e Avaliarsua estrutura quimica através da espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);

e Funcionalizara CB com os antibidticos Gentamicina e Vancomicina;

e Avaliara atividade antibacteriana da CB funcionalizada;

e Determinar in vitro o perfil de liberacdo dos antibiéticos Gentamicinae

Vancomicina a partir das membranas funcionalizadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 POLIMEROS

Polimeros sdo conceituados como macromoléculas compostas de muitas
unidades de repeticdo (monbémeros) unidas por ligacbes covalentes. A sua
classificacdo depende da sua estrutura, e pode variar de acordo com o tipo de
mondémero, tamanho da cadeia e o tipo de ligacdo covalente. Esses fatores
influenciam nas propriedades fisico-quimicas destes materiais alterando seu
comportamento mecanico e térmico (NUNES; LOPES, 2014).

Os polimeros podem ser derivados de diversos materiais, que incluem:
polimeros de origem mineral, vegetal e animal. Os polimeros mais utilizados
atualmente sdo os sintéticos derivados do petroleo, umrecurso natural ndorenovavel.
Produtos de uso cotidiano feitos de matérias primas onerosas como madeira, vidro e
metais, vem sofrendo a substituicdo por produtos feitos a partir de polimeros, em
especial os sintéticos (MANO; MENDES, 2013).

Apesar de sua facilidade na producéo e baixo custo, os polimeros sintéticos
derivados de petréleo levam centenas de anos para a sua completa degradacdo na
natureza. Diante da crescente preocupacado com questdes ambientais, os polimeros
naturais vém aumentando sua importancia em relacdo aos polimeros sintéticos. Os
biopolimeros sédo materiais que apresentam em sua estrutura cadeias de ramificacéo
ou grupos funcionais éster, amida ou acetal, caracteristica que permite a sua
degradacédo pelo metabolismo de microrganismos. Em condi¢des apropriadas de
temperatura, umidade e oxigénio, esses polimeros podem ser biodegradados sem

gerar residuos toxicos ou perigosos (RHIM et al., 2013).

3.1.1 Celulose

Classificada como um polimero natural de fonte organica e renovavel, a
celulose corresponde ao polimero mais abundante na natureza, seguida da quitina.
Pode ser encontradaem diferentesformas de vida como plantas, fungos, protozoarios
e seres procariontes. Estes constituintes tem o papel estrutural formando o esqueleto
das plantas e arvores ou a camada externa protetora de invertebrados (MANO;
MENDES, 2013).



19

A celulose é um polimero homopolissacaridio linear formado por unidades de
B-D-glicopiranose unidas em cadeias longas n&ao ramificadas, com ligacoes
glicosidicas 3 (1—4) e possui formula empirica (C6H1005)n. Sua estrutura molecular
esta apresentada na Figura 1. Ela é categorizada em dois grupos: Celulose pura,
obtida do estado natural (categoria que se encontraa CB), e celulose complexa que
contém componentes como lignina, pectina e hemicelulose, componente estrutural da
parede celular de plantas superiores (CANEVAROLO, 2010).

Figura 1- Estrutura molecular da celulose

Ligacdo glicosidica p-(1-4)

Fonte: Adaptado de Seniuk, 2008.

Na industria a celulose é amplamente utilizada na producéo de papel, como
emulsificador,agente dispersante, agente gelificante, entre outras. Com a capacidade
de ser obtida em larga escala e a baixo custo a partir de metodologias biossintéticas,
acredita-se que os biopolimeros sdo os materiais biotecnoldgicos mais promissores
para a area industrial e area da saude. Uma das alternativas para a biossintese de
celulose é a utilizacdo de bactérias que produzem celulose livre de impurezas, além

de apresentar 6timas propriedades fisico-quimicas (ZIKMANIS et al., 2021).

3.1.2 Celulose Bacteriana (CB)

A producéo de celulose a partir do metabolismo bacteriano, foi reportada pela
primeira vez por Brown em 1886. A Acetobacter xylinum (A. xylinum) foi descrita, em
uma analise microscépica de uma manta formada na superficie do caldo de
fermentacdo do vinagre, que revelou a presenca de bactérias distribuidas por toda a
superficie da membrana (Figura 2). A A. xylinum renomeada para Komagataeibacter

hansenii (K. hansenii), € uma bactéria Gram-negativa, fixadora de nitrogénio, em

forma de bastonete. Uma bactéria ndo patogénica, estritamente aerdbia e produtora
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eficiente de celulose pura e altamente cristalina no sobrenadante do meio de cultura
a partir de glicose e oxigénio (PFEFFER etal., 2017).

A K. hansenii produz CB (CB) de forma extracelular, apesar da CB néo ser
essencial para a sobrevivéncia da bactéria, ela possui vantagens ao auxiliar na
fixacdo, aderénciae colonizacdo de umsubstrato. As bactérias produtoras de celulose
estdo incorporadas na rede da membrana que sustenta a populacdo na interface
liquido-ar. O fornecimento de nutrientes para as bactérias aderidas a celulose é
facilitado, cuja, contém uma matriz polimérica com estrutura altamente adsorvente. A
CB mantém as bactérias em ambiente aerdbio, protege a célula contra a radiacéo
ultravioleta, traz protecdo contra predadores e contaminacdo por metais pesados
(BULDUMet al., 2021; PECORARO et al., 2008).

Figura 2 — (a) Cepas de K. hansenii cultivadas no meio Hestrin-Schramm durante 8 dias; (b) Micrografia
eletrénica de Varredura da bactéria K. hansenii produzindo o filamento de celulose; (c) Micrografia

eletrénica de Varredura da bactéria K. hansenii presente no emaranhado de fibras de ceIquse
/

%
’,?

‘k%“a"

Fonte: Adaptado de Klemm, 2001.

A K. hansenii apresenta 100 ou mais poros em sua membrana para extrusao
de celulose. Cada poro sintetiza uma cadeia de celulose que se agrupa com outras
36 cadeias para formar uma fibra elementar, com diametro de aproximadamente 3,5
nm. Cerca de 46 fibras unem-se através de liga¢gGes de hidrogénio para formar uma
fita, que apresenta largura de 40 a 60 nm. As fitas dispersas no meio de cultura se
enrolam formando uma pelicula gelatinosa na superficie do meio de cultura liquido
(PECORARO et al., 2008).

A estrutura quimica da CB é a mesma da vegetal, um homopolissacarideo
linear na qual a unidade estrutural monomeérica € a cebiose. Altamente hidratada (até

99% de agua e 1% de celulose), ndo apresenta em sua estrutura a lignina e
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hemicelulose (que sao coproduzidas por ceélulas vegetais), e ndo contém
componentes de origem animal, portanto, a CB néo € citotoxica e/ou genotdxica
(CHIAOPRAKOBKIJ, et al. 2011).

Somado a isso, o processo de purificacdo para a celulose vegetal envolve
etapas mecanicas e quimicas, incluindo corte, descasque, trituracdo, polpacao
mecanica, peneiramento, polpacéo quimica e branqueamento, exigindo alta energia,
e todo o processo de purificacdo é ambientalmente desfavoravel. A CB obtida a partir
do metabolismo bacteriano contém poucas impurezas, como células e/ou
componentes do meio. Portanto, o processo de purificacao € extremamente simples
em comparacao com o da celulose vegetal (BULDUM et al., 2021).

A membrana tridimensional formada ap0s a sintese apresenta um sistema de
nanofibras orientadas uniaxialmente, diferente da celulose vegetal. Os grupos
hidroxilas nos carbonos C2, C3 e C6 formam ligacbes de hidrogénio intra e
intermoleculares entre as cadeias de glicose. Estas liga¢cées conferem estabilidade
quimica, rigidez da estrutura e formacao de fibras estaveis, tornando a CB insoluvel
em agua e em diversos solventes organicos. Esta estrutura tem como produto uma
celulose com alta cristalinidade e grau de polimerizacéo, grande area de superficie,
alta elasticidade, resisténcia a tracdo e retencéo de agua (WANG et al., 2019).

O esquema da estrutura molecular da CB e a agua ligada e livre esta

representado na Figura 3.
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Figura 3 - Esquema da estrutura molecular da CB e a agua ligada e livre.
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Fonte: Rebelo et al., 2018

Com base na sua estrutura tridimensional e propriedades Unicas, o interesse
na utilizacdo das CB na area biomédica vem aumentando. Algumas das aplicacdes
incluemtecidos, valvulas cardiacas e materiais de substituicdo de vasos sanguineos,
enxertos vasculares, implantes dentarios, agentes de transferéncia farmacéutica,

elementos biossensores e curativos funcionalizados (PICHETH et al., 2017).

3.1.3 Utilizagdo de CB como curativos

Um curativo eficaz deve produzir um ambiente favoravel e distribuir
ingredientes ativos a ferida para facilitar a cicatrizacdo. Os curativos devem ser
biocompativeis, semi permeaveis a agua e ao oxigénio, promovendo processos de
renovacao tecidual, hipoalergénicos sem provocar respostas imunes. Além disso, o
curativo ndo deve produzirtraumas quando removido e também deve ser econdmico
(NEGUT et al., 2018).

A aplicacdo das membranas de CB como curativos surgiu como uma das
primeiras propostas para a utilizacdo deste material no campo biomédico. Desde
entdo, muitos autores relatam o potencial da CB como cobertura temporaria e
tratamento de feridas. Conforme descrito por Czaja (2006), a CB revelou um

desempenho notavel, proporcionando um ambiente Gmido favoravel para uma rapida
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limpeza da ferida e, consequentemente, uma cicatriza¢cdo mais rapida. A utilizacdo da
CB como curativos reduziu o tempo de cicatrizacdo de feridas em comparacdo com
os cuidados padréo.

Curativos produzidos a partir da CB apresentam baixo custo e boa aderénciaa
ferida, que funcionam como barreira fisica contra bactérias, e de facil manuseio.
Devido a sua estrutura reticulada ultrafina, a CB possui alta cristalinidade, grande
resisténcia mecanica, alta capacidade de retencdo de agua, moldabilidade durante a
suaformacao e biocompatibilidade (BEEKMANN etal., 2020).

A Figura 4 demonstra o potencial de moldabilidade da CB e viabilidade de

producdo de membranas de diferentes tamanhos.

Figura 4 - CB em diferentes dimensdes. (A) cultivo em escala laboratorial em placas de 24 pocos; (B)

e (C) cultivo em bandejas de 20 cm x 20 cm.

Fonte: Beekmann et al., 2020.

Os curativos comuns sao geralmente aplicados apenas para proteger a ferida
contra a contaminacdo externa. Curativos avancados, como as CB, podem ser
projetados para participar do processo de cicatrizacdo e também ter incorporados a
eles diversos complexos terapéuticos para serem entregues no local da ferida. Nesse
sentido, curativos podem ser funcionalizados com muitas classes de antibiéticos que

auxiliam no controle de infecgbes locais (NEGUT et al., 2018).
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Portal e colaboradores (2009) relataram a aplicacao de curativos produzidos a
partir de CB para feridas cronicas e constataram que o tempo médio para 75% de
epitelizagdo foi reduzido em 234 dias quando a CB foi utilizada como método de
tratamento.

No Quadro 1, encontram-se alguns produtos comerciais, aplicacao e efeitos da
CB.

Quadro 1- Produtos comerciais, aplicagdo e efeitos da CB.

Marca Utilizacao Tratamento Efeitos
Biofill® Substituto Ulceras, Alivio da dor, reducao de infeccao,
temporario de pele queimaduras cicatrizagdo mais rapida, etc.
Gengiflex® Implantes Recuperagédo de Reducao na resposta inflamatéria e
dentérios tecidos periodontais menos etapas cirlrgicas
necessarias.
Bionext® Curativo para Ulceras, Alivio da dor, reducéo de infeccéo,
feridas gueimaduras, cicatrizagdo mais rapida, etc.
laceracbes
Membracell® Substituto Ulceras, Regeneracdo rapida da pele
temporario de pele queimaduras,
laceracdes

Fonte: adaptado de Picheth, 2017.

A CB é um material altamente poroso, com grande capacidade de absorcédo e
retencdo de agua, caracteristicas que proporcionam a sua funcionalizacdo. Através
da incorporacdo de medicamentos liquidos e compostos bioativos na estrutura do
material, € possivel transformar a CB em um sistema de entrega de medicamentos
(SHAH et al., 2013).

A administragdo topica de farmacos é uma alternativa de tratamento de feridas,
pois aumenta a concentracdo do farmaco no local-alvo em comparacdo com a
abordagem sistémica. A administracdo topica trata a infeccdo e reduz o risco de
efeitos adversos, como nefropatia, neuropatia e distlurbios gastrointestinais, todos
relacionados ao uso prolongado de antibiéticos sistémicos (NUUTILA etal., 2019).

Com muitas propriedades de interesse para a utilizagdo como curativos, a CB
€ recomendada como cobertura temporaria para o tratamento de feridas, englobando

Ulceras de pressdo, laceragfes, feridas isquémicas e diabéticas, queimaduras de
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segundo grau, areas doadoras de enxertos de pele, abrasdes e lacera¢bes (BARUD
et al., 2016).

3.2 LESOES DE PELE E MICRORGANISMOS ASSOCIADOS

Uma lesdo de pele é descrita como qualquer distarbio na estrutura normal da
pele, que pode causar perda de integridade no tecido corporal. As lesdes de pele,
particularmente as feridas, apresentam importancia clinica em funcao da frequéncia
com que ocorrem, morbidade, infecgdes bacterianas e alto custo dos tratamentos,
associado a demora dos mesmos no processo de cicatrizagéo eficiente (NOURIAN
DEHKORDI et al., 2019).

Um dos procedimentos mais importantes na cura das feridas € identificar a
causa desta lesdo, e a avaliacdo das feridas deve comecar com um exame fisico
completo e um exame mais focado da propria ferida que pode ajudar a orientar o
tratamento. A localizacdo, tamanho e profundidade da lesédo, presenca de drenagem
e o tipo de tecido devem ser examinados (SUTHAR et al., 2017).

Podemos classificar as feridas como cirargicas, traumaticas, quimicas, fisicas
e ulcerativas. As lesBes cirlurgicas ocasionadas intencionalmente por um corte tipo
incisao, traumaticas provocadas por acidente mecanico como perfuracdo ou corte,
lesdes quimicas como em acidentes com solucfes acidas e lesbesfisicas geradas por
traumas como frio, calor ou radiacéo. As feridas ulcerativas podem ser resultantes de
traumas ou doencas relacionadas com o impedimento de suprimento sanguineo,
categoria que apresenta grande dificuldade de cicatrizacdo (REINKE et al., 2012).

O tempo de cicatrizacdo € outro parametro que deve ser levado em
consideracdo na avaliacdo de feridas, assim, divididas em dois grupos: lesdes
cronicas e agudas. As feridas que destroem a integridade dos tecidos moles e fecham
espontaneamente (entre 4 e 6 semanas) sao classificadas como feridas agudas. Ao
contrario de feridas agudas, a cicatrizacdo de feridas crénicas é retardada (mais de
12 semanas) devido a inflamacgé&o patologica prolongada (NOURIAN DEHKORDI et
al., 2019).

Nestes tipos de leséo, devido a barreira da pele estar destruida e o sistema
imunoldgico suprimido, os pacientes correm alto risco de adquirir infecgdes.
Permanéncia hospitalar prolongada, procedimentos invasivos diagnoésticos e

terapéuticos também séo responsaveis por infec¢cdes hospitalares em pacientes com
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feridas. Os fatores que contribuem para a infeccdo sdo o tamanho da superficie
corporal da leséo, sua profundidade, idade do paciente e tipos de microrganismos
envolvidos (BASIT et al., 2021).

Nas infeccbesde pele e tecidos moles destacam-se, pelasua gravidade, les6es
causadas por queimaduras, feridas ulcerativas, fasceite necrosante e gangrena

gasosa com evolucdao para sindrome do choque toxico (BURNHAM; KOLLEF, 2018).

3.2.1 Queimaduras

As queimaduras sdo uma das les6es mais comuns em todo o mundo, depois
dos acidentes de transito, das quedas e da violéncia fisica. As queimaduras sao
acompanhadas por uma resposta imune, inflamatoéria e alteragbes metabolicas. A
lesdo afeta ndo somente a saude fisica, mas também a salude mental e a qualidade
de vida do paciente. Os prestadores de cuidados para queimados, enfrentam uma
infinidade de desafios, incluindo o manejo agudo de cuidados criticos, cuidados de
longo prazo e reabilitagdo (JESCHKE et al., 2020).

Até a primeira metade do século XX, o tratamento para pacientes queimados
era pouco eficaz e os pacientes muitas vezes morriam nos primeiros dias devido ao
choque hipovolémico. A segunda metade do século XX trouxe o desenvolvimento
intensivo da medicina regenerativa, terapia de queimaduras e farmacoterapia. No
entanto, o tratamento de queimaduras continua desafiador. Para o tratamento de
queimados vérios fatores devem ser considerados, desde a causa da lesdo, a
extenséo das lesfes e a penetracao tecidual (MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al.,
2022).

As lesdes por queimaduras sdo um trauma subestimado que pode afetar
qualquer pessoa, a qualquer momento e em qualquerlugar. Essas lesbes podem ser
causadas por atrito, frio, calor, radiacéo, substancias quimicasou fontes elétricas, mas
a maioria das lesbGes é causada pelo calor de liquidos quentes, sélidos ou fogo
(JESCHKE et al., 2020).

As gueimaduras séo classificadas de acordo com a profundidade da ferida.
Queimaduras superficiais (grau 1), chamados de eritema, cobrem a epiderme, a
gqueimadura solar € a causa mais comum deste tipo de queimadura. Queimaduras
superficiais de espessura parcial (grau Il) apresentam a epiderme e a derme

danificadas. Queimaduras profundas de espessura total (grau Ill) apresentam a
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espessura total degradada. A pele queimadafica secae dura, a cor da pele € marrom,
bronze ou vermelha, uma caracteristica € a ausénciade dor. Espessuratotal incluindo
tecidos mais profundos (grau IV) constitui uma queimadura mista, combina as
caracteristicas das queimaduras de segundo e terceiro graus. Essas queimaduras
penetram desde a epiderme até a camada de tecido subcutaneo, embora em alguns
pacientes possa ocorrer envolvimento muscular/6sseo, levando a necrose local
(MARKIEWICZ-GOSPODAREK et al., 2022). As classificagOes de queimaduras sao

apresentadas na Figurab.

Figura 5 — (a) Queimadura de 2° grau — escaldante com sopa quente; (b) Queimaduras de 3°/4° grau —

suicidio porincéndio criminoso; (c) Queimadura de 4° grau —envenenamento pormondéxido de carbono.

——

Fonte: Adaptado de Markiewicz-Gospodarek, 2022.

Complicacdes graves de queimaduras profundas ou abrangentes podem
ocorrer, como sepse por infeccdo bacteriana, uma vez que o ambiente da ferida
promove a adesdo, a multiplicacdo de microrganismos e o desenvolvimento de
infeccBes. A pele queimada € extremamente suscetivel a bactérias e outros
patdgenos, devido, também, a perda de protecdo pelas camadas intactas da pele
(SHPICHKA et al., 2019).

O espectro de agentes infecciosos que podem estar presentes nas
gueimaduras varia. Atualmente, as bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus (S. aureus), e Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) sdo os patdgenos predominantes. Microrganismos multirresistentes,
como S. aureus resistente a meticilina (MRSA), sdo frequentemente e cada vez mais
identificados em queimaduras (BURNHAM; KOLLEF, 2018).
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3.2.2 Feridas ulcerativas

Na maioria dos centros de saude, Ulceras de pressdo sdo uma preocupacao
comum. Sao definidas como uma lesao localizada na pele e/ou tecido subjacente
sobre uma proeminéncia 0ssea, resultante de pressdo ou em combinacdo com
cisalhamento. Globalmente, a prevaléncia de Ulceras em adultos hospitalizados é
relatada como sendo de 12,8%. Aproximadamente 2,5% das pessoas nos Estados
Unidos morrem anualmente devido a complicacGes das feridas ulcerativas como
sepse e osteomielite (GHORBANI VAJARGAH et al., 2022).

Os fatores predisponentes mais comuns para ulceras de pressdo no hospital
incluem imobilidade, perda sensorial, nivel de consciéncia comprometido, atrito e
cisalhamento. Além disso, pacientes admitidos em unidades de terapia intensiva sdo
mais suscetiveis a Ulceras devido a medidas invasivas de cuidado, como cateteres
vasculares centrais e ventilacdo mecanica (GHORBANIVAJARGAH et al., 2022).

As feridas ulcerativas sao lesdes cronicas de dificil tratamento, sdo definidas
como lesBes espontdneas ou traumaticas, com o0 aparecimento tipico nas
extremidades inferiores. Com base na avaliacao fisica da ferida e suaetiologia, que
geralmente relacionada com doencas sistémicas ou disturbios locais, podemos
classifica-las em alguns grupos distintos (SUTHAR et al., 2017).

As Ulceras venosas e arteriais sao o tipo mais comum de ferida cronica,
causadas por problemas na circulacdo sanguinea, podem ser profundas expondo
estruturas como tenddes ou 0ssos (Figura 6). As Ulceras diabéticas sdo a causa mais
comum de amputacdo de membros inferiores. As Ulceras do pé diabético sao
causadas por uma combinacao de neuropatia subjacente, doenca arterial periféricae
deformidades estruturais que causam aumento da pressao nas areas afetadas do pé.
Uma Ulcera por pressao ou Ulcera de decubito € uma leséo localizada na pele ou
tecido subjacente, geralmente sobre uma proeminéncia 6ssea, como 0 sacro, cOccix,
quadril ou calcanhar (FRYKBERG etal., 2015).
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Figura 6 — (a) Ulcera venosa, (b) Ulcera arterial; (c) Ulcera de pressao sacral.

Fonte: Adaptado de Bowers, 2020.

As Ulceras apresentam complicagfes agressivas, incluindo amputacoes, baixa
qualidade de vida e infecc¢des associadas a uma mortalidade significativa. Feridas
ulcerativas podem ter um tempo prolongado de cicatrizacdo e retornar ap0s a
completa regeneracdo da pele. Além de serem onerosas, consumindo recursos
significativos da satde (DAYYA et al., 2022).

Os patogenos mais frequentemente isolados de feridas ulcerativas séo
bactérias como S. aureus e P. aeruginosa, seguidas por Bacillus subtilis e Escherichia
coli (E. coli) (BASIT et al., 2021).

3.2.3 Fasceite necrosante e Gangrena gasosa

A Fasceite necrosante é uma doenca descrita por Hipdécrates em 500 a.C.,
afetando principalmente as extremidades, a regiao ano-genital e o tronco. Caracteriza-
se como uma infeccdo bacteriana nos tecidos moles e é categorizada como uma
emergéncia médica. O termo "fasceite necrosante" se desenvolveu ao longo dos
séculos. Em 1871, durante a Guerra Civil Americana, um cirurgido do exército
confederado, Joseph Jones, descreveu mais de 2600 casos chamando-a de
"gangrena hospitalar'. Em 1952, B. Wilson foi o primeiro a usar o termo "fasceite
necrosante", que ainda é utilizado hoje (LEIBLEIN et al., 2017).

As infecgbes necrosantes de tecidos moles sdo infecg¢des bacterianas raras,
mas rapidamente progressivas, que podem destruir a epiderme, derme, tecido
subcutaneo, fascia e musculo (Figura 7). O reconhecimento rapido de sinais e
sintomas, testes diagnosticos e tratamento S&o cruciais para evitar maus prognosticos

dos pacientes, incluindo sepse, amputacdo e morte (BONNE; KADRI, 2017).
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Figura 7 - Necrose muscular (em preto)de uma coxadurante a desbridamento cirirgico em um paciente

com sindrome do choque toxico estreptocécico devido a fasceite necrosante por S. pyogenes.

Fonte: Schmitz, 2018.

Os sinais clinicos locais tipicos sdo eritema, edema extenso, drenagem
descolorida da ferida, vesiculas ou bolhas, necrose e possivelmente crepitacao.
Geralmente, esses sinais sdao acompanhados por "dor desproporcional” e "dor que se
estende além das margens da infeccdo aparente na pele" ou mesmo anestesia pode
ocorrer. Os sintomas sistémicos incluem febre, delirio tdxico, sinais tipicos de choque
(taquicardia, hipotensédo) e eventual faléncia de multiplos 6rgdos (LEIBLEIN et al.,
2017).

A fasceite necrosante tipo | € polimicrobiana, incluindo organismos aerobios e
anaerobios. A fasceite necrosante tipo Il € classicamente causada por Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes), embora S. aureus também esteja presente na doenca. Ha
uma variedade de agentes menos frequentes que causam fasceite necrosante, o que
torna importante a combinacéo de antimicrobianos de amplo espectro para a terapia
(CHEN et al., 2020).

A gangrenagasosa ou mionecrose é causada por espécies de Clostridium e
deve ser tratada cirurgicamente com antibiéticos adjuvantes de amplo espectro.
Embora raras, as infecgdes por Clostridium sordellii podem estar associadas a uma

sindrome semelhante ao choque toxico (NAVARRO et al., 2018).
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3.2.4 Sindrome do choque tdxico

A sindrome do choque toxico € uma doenca grave, aguda e potencialmente
fatal. Ela é causada por exotoxinas (superantigenos), principalmente produzidas por
S. aureus (TSST-1) e estreptococos beta-hemoliticos do grupo A (exotoxinas
pirogénicas A, B ou ambas). As exotoxinas sdo capazes de iniciar uma ativacao
policlonal ndo especifica de células T e uma resposta imunoldgica descontrolada,
levando a umatempestade de citocinas (TAKIA; LODHA, 2023).

Muitas infecc¢des frequentes podem levar a sindrome do choque toxico, desde
faringite autolimitada até doencas graves: bacteremia, pneumonia, meningite,
endocardite, artrite, sinusite e infec¢do de tecidos moles profundos, como fasceite
necrosante e gangrena gasosa. O mecanismo da doenca ndo € totalmente
compreendido, mas tem relacdo com uma combinacao do efeito de toxinas e enzimas
bacterianas (SCHMITZ et al., 2018).

E uma infeccéo de rapida progresséo tipicamente devido a S. aureus ou S.
pyogenes, embora sindromes semelhantes possam ocorrer com estreptococos dos
grupos B, C e G e espécies de Clostridium spp (BURNHAM; KOLLEF, 2018).

Os casos ocorrem mais comumente em adultos com mais de 45 anos, seguido
por criancas com menos de 5 anos, com incidéncia baixa em pessoas com idades
entre 16 e 45 anos. Os pacientes frequentemente apresentam uma combinacao de
sintomas devido a dois fatores: secrecdo de toxinas e o foco da infecgcdo. As
manifestacbes da doenca incluem febre, hipotenséo, eritema, calafrios, fraqueza
generalizada, mal-estar, dor de cabeca, dor de garganta, vomitos, diarreia, dor
abdominal,tontura e com consequente falénciade multiplos 6rgaos (GOTTLIEB etal.,
2018).

O diagnéstico é baseado principalmente nas manifestacdes clinicas, com
alguns parametros laboratoriais indicando disfuncdo organica sem etiologias
alternativas. Infelizmente, ndo ha um teste diagndstico especifico que possa
discriminar a sindrome do choque téxico de doencas com caracteristicas clinicas
semelhantes (TAKIA; LODHA, 2023).
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3.3 TRATAMENTO E MANEJO DE FERIDAS

A cicatrizacao de feridas € uma sequéncia complexa de eventos que comecga
com a leséo e termina com o fechamento bem-sucedido. Normalmente, passa por
quatro estagios: hemostasia ou coagulagcdo, inflamacdo, proliferacdo e
maturacdo/remodelacdo. As feridas crbnicas na maioria das vezes nao progridem
apos a fase inflamatoria e sdo mais suscetiveis a infec¢cdes (BOWERS et al., 2019).

Para o controle da infeccdo geralmente sdo necessarios procedimentos
cirdrgicos seriados para evitar que a necrose tecidual se espalhe. O desbridamento é
a remocao de células mortas, uma parte essencial do tratamento de feridas, além de
trocas diarias de curativos. Como regra geral, todas as lesdes de pele graves devem
ser tratadas com antibiéticos de amplo espectro direcionados contra patégenos
tipicos. Qualquer escalada sistémica da infec¢cdo, como hemoculturas positivas, deve
ser tratada com antibioticos sisttmicos em combinacdo com antissépticos topicos
(BURNHAM; KOLLEF, 2018).

A Gentamicina, Minociclina e Vancomicina podem ser utilizadas para o
tratamento de feridas infeccionadas. Esses antibioticos sdo comuns de primeira e
segunda geracdo com amplo espectro terapéutico. Além disso, apresentam baixa
toxicidade para a pele lesionada. A nafcilinaou a oxacilinasao boas escolhas para
MRSA, mas devem ser usadas em combinacdo com a clindamicina, pois a nafcilina
sozinhapode aumentara producéo de toxinas bacterianas. Para infec¢des clostridiais,
clindamicina e penicilinadevem ser usadas (NUUTILA et al., 2019).

A frequéncia e gravidade clinica das lesGes de pele tém despertado a
necessidade de desenvolvimento de produtos com o intuito de acelerar o periodo de
cicatrizacdo e promover o conforto do paciente, especialmente, alivio da dor. Entre
estes produtos encontram-se solucdes antissépticas, peliculas bioldgicas e também
sintéticas, todas com uso topico. Diferentes formas de curativos foram desenvolvidos
para proteger a ferida contra contaminacdes e também acelerar a cicatrizacéo,
estudos recentes demonstram a producao de curativos que tém o potencial deentrega
de moléculas benéficas e/ou farmacos no local da ferida, como na incorporacéo de

varios antibiéticos a esses curativos (NEGUT et al., 2018).
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3.3.1 Gentamicina

A Gentamicina € um antibidtico produzido por fermentacdo do microrganismo
Micromonospora purpurea isolado em 1963, revelando-se um avanco no tratamento
de infec¢des bacilaresgram-negativas, incluindo aquelas causadas por P. aeruginosa.
Foi introduzido no uso parenteral em 1971, um antibiético aminoglicosideo
clinicamente importante usado no tratamento de doencas infecciosas como, infeccao
por Klebsiella pneumoniae, E. coli, Serratia marcescens, Citrobacter spp,
Enterobacteriaceae spp, ou Pseudomonas spp (CHEN et al., 2014).

A sua atividade antibacteriana vem do mecanismo de acdo dos antibiéticos
aminoglicosideos, que decorre da ligacao do farmaco a uma pequena subunidade do
ribossomo bacteriano inibindo a sintese proteica, caracterizando-o como um
antibidtico bacteriostatico. Os aminoglicosideos inibem a sintese proteica por meio de
pelo menos trés mecanismos distintos: (1) interferéncia na formagao do complexo de
iniciacdo do peptideo; (2) leitura errdbnea do mMRNA, resultando na incorporacéo de
aminodacidos incorretos no peptideo, gerando uma proteina disfuncional; e (3) divisao
dos polissomos em monossomos disfuncionais. Essas acbes ocorrem de forma
simultanea, resultando em um efeito letal para a célula (KATZUNG et al., 2023).

A Gentamicina nédo é metabolizada, mas distribuida essencialmente inalterada
no espaco extracelular antes da excrecédo renal por filtragcdo glomerular. Seu uso
sisttmico € limitado por efeitos adversos, mais comumente ototoxicidade e
nefrotoxicidade (RAJASEKARAN etal., 2020).

Os aminoglicosideos tém um anel de hexose, estreptidina (na estreptomicina)
ou 2-desoxiestreptamina (nos outros aminoglicosideos), ao qual diversos
aminoacucares se conectam por ligacdes glicosidicas. Eles sédo hidrossolaveis,
estaveis em solucédo e mais ativos em pH alcalino do que em pH acido (KATZUNG et

al., 2023). A estrutura quimica da Gentamicina esta representada na Figura 8.
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Figura 8- Estrutura quimica da Gentamicina
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Fonte: Kondaveeti, 2018.

Os aminoglicosideos ndo sofrem uma boa absorcao pelo trato gastrintestinal,
e quase a totalidade da dose oral é excretada nas fezes. Os aminoglicosideos
geralmente sdo administrados por via intravenosa em infusdo por 30 a 60 minutos
(KATZUNG et al., 2023).

Estudos mostram o risco de nefrotoxicidade ao usar a Gentamicina para a
terapia sistémica de infec¢des bacterianas graves. Pacientes com doencarenal pré-
existente ou comorbidades tem o uso da Gentamicina néo indicado, pois € bem
conhecido o aumento do risco de nefrotoxicidade por aminoglicosideos nessas
situacfes. Observa-se uma ampla variacao de funcao renal nos pacientes, incluindo
taxas de filtragdo glomerular reduzida, sem impacto adverso na toxicidade da
Gentamicina em exposi¢ao a curto prazo. Nao apenas a duracédo do tratamento com
Gentamicina esta relacionada ao risco de nefrotoxicidade, mas também esti

relacionada a probabilidade de restituicdo da funcao renal (HAYWARD etal., 2017).
3.3.2 Vancomicina

A Vancomicina € um antibiético glicopeptideo triciclico bactericida produzido
pela bactéria Streptococcus orientalis, tendo seu uso clinico iniciado em 1956. E uma
medicagcdo indicada para combater microrganismos resistentes a outros
antimicrobianos ou para pacientes alérgicos a penicilinas e cefalosporinas. Muito
utilizado em UTI para o tratamento nao sé6 de infec¢Bes hospitalares e sepse, mas
também de casos de pneumonia, empiema, endocardite, osteomielite, abscessos de
partes moles, entre outros (ALVAREZ et al., 2016).

A Vancomicina € um antibiético complexo incomum, seu peso molecular é de
1446 daltons. A agédo principal da Vancomicina é sua atividade contra bactérias gram-

positivas, devido a sua alta massa molecular e a dificuldade de penetracdo nas
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membranas celulares de bactérias gram-negativas. A formulacao é sollivel em agua
e mantém estabilidade por até 14 dias na geladeira apés a reconstituicdo. O
mecanismo de acdo é a inibicdo da sintese da parede celular de bactérias Gram-
positivas pela formacédo de pentapeptideos mureina complexos estaveis, causando
inibicdo de formacgéo adicional de peptideoglicano (GUPTA et al., 2011). A estrutura

guimicada Vancomicina esta representada na Figura 9.

Figura 9- Estrutura quimica da Vancomicina
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Ela se liga fortemente a extremidade terminal do pentapeptideo
peptideoglicano em formacéo. Essa ligacao impede a atividade da transglicosilase, 0
gueinterrompe o crescimento do peptideoglicano e a formacao das ligacdes cruzadas.
Consequentemente, enfraguece-se o peptideoglicano, tornando a célula suscetivel a
lise. Além disso, a Vancomicina danificaa membrana celular, contribuindo para seu
efeito antibacteriano (BRUNIERA etal., 2015)

A Vancomicina apresenta elevada hidrofilicidade, e, por ser um glicopeptideo,
€ contida por aminoacidos e acucares, estando entre 3,0 e 5,0 o seu pH de
estabilidade maxima. A importancia deste antibiético tem crescido com o surgimento

de infec¢bes causadas por MRSA. Sua eficacia foi demonstrada no combate ao S.
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aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, S. pneumoniae, Streptococcus viridans e
espécies de Bacillus (OLIVEIRA et al., 2006).

Por sua moléculater uma taxa de absorcdo pobre no trato gastrointestinal, &
comum realizar a administracdo deste farmaco por via endovenosa. A medicacao é
eliminada por excre¢éo renal e apenas 5% do farmaco é metabolizado , estudos
relatam que a Vancomicina tem o potencial de ocasionar grande nefrotoxicidade
guando administrada por via sisttmica (GUPTA etal., 2011; BRUNIERA etal., 2015).

Diversos fatores de risco para nefrotoxicidade quando a Vancomicina foi
utilizada em concentracdes minimas foram descritos, especialmente em pacientes
criticamente enfermos e/ou que recebem outros agentes nefrotdxicos. Embora varios
estudos tenham investigado a diferenca no risco de nefrotoxicidade entre infusao
intermitente e continua, esses relatorios sdo contraditorios e carecem de evidéncias

para determinar um método de dosagem seguro (ELBARBRY, 2017).



37

4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMO

A bactéria Komagataeibacter hansenii (K. hansenii), linhagem ATCC® 23769,
obtida da Fundacdo André Tosello — Colecdo de Cultura Tropical (CCT) (Campinas,
SP), depositada no Banco de Culturas da Universidade da regido de Joinville —

Univille, foi utilizada como produtora da CB.

4.2. MEIO DE CRESCIMENTO E MANUTENCAO PADRAO DO MICRORGANISMO

O meio manitol-agar foi utilizado para o crescimento da K. hansenii, constituido
por: 25 g/L de manitol,5 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de peptonae 15 g/L de agar.
O microrganismo foi inoculado em condi¢des assépticas e incubado a 30 °C por 48 h
em condicao estatica. Todos 0s meios e materiais foram esterilizados a 121° por 15
minutos. Posteriormente, as placas foram mantidas sob refrigeracédo (4 a6 °C) e 24 h
antes do uso foi incubado estaticamente a 30 °C para ser ativado (ATCC, 2020).

4.3 PREPARACAO DO INOCULO LIQUIDO

Para o indculo foi utilizado o meio manitol liquido (pH 6,5 = 0,05), com 25 g/L
de manitol,5 g/L de extrato de levedurae 3 g/L de peptona. As colbniasde K. hansenii
foram selecionadas aleatoriamente e inoculadas em meio manitol esterilizado até a
densidade optica (DO) inicial ajustada em 1,5 £+ 0,5 a 600 nm, utilizando o
espectrofotdmetro para a avaliacdo, e cultivadas em condicéo estatica a 30 °C por 24
h (ATCC, 2020; SOUZA et al., 2019).

4.4. MEIO DE PRODUCAO DA CELULOSE

Apés o cultivodo indculo, ascélulas foram transferidas a uma taxa de 20% para
0s meios de cultivo estéreis (pH 6,5 + 0,05) sob condi¢cbes assépticas e incubados em
condicdo estatica a 30 °C durante 21 dias (STUMPF et al., 2013). Todos os

experimentos foram conduzidos em triplicata.
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A CB foi produzida em meio de cultivo padrdo HS adaptado de Hestrin e
Schramm (1954), contendo 20 g/L de glicose, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de
peptona, 2,7 g/L de fosfato de sddio e 1,15 g/L de acido citrico. O meio de cultura foi
esterilizado a 121°C por 15 minutos (COSTA etal., 2017).

4.5. LAVAGEM E PURIFICACAO DA MEMBRANA DE CB

ApoOs o cultivo, as peliculas de CB foram recolhidas e limpas com agua
destilada e transferidas para uma solucéo de NaOH 0,1 M a 80 °C onde ficaram por
imersdo durante 1 h para eliminaras célulasretidas. As membranas foram novamente
lavadas com agua destilada, esse processo foi repetido para remover restos celulares
bacterianos e 0 excesso de NaOH. A lavagem foi finalizada quando o pH da agua de
lavagem atingiu pH neutro (6,75 £ 0,25) (TEIXEIRA et al., 2019).

Posteriormente, as CB foram esterilizadas por 20 min a 121 °C em autoclave e
mantidas sob refrigeracdo a 4 °C (STUMPF et al., 2013).

As membranas foram cortadas Umidas em discos de 6mm, em seguida

submetidas ao congelamento para posterior liofilizac&o.
4.6 CARACTERIZACAO DA MEMBRANA DE CB
4.6.1 Capacidade de retencéo de agua (CRA)

Para avaliar a capacidade de retencdo de agua (CRA) da CB, empregou-se
uma membrana nunca antes seca, mergulhada em agua deionizada. A amostra foi
delicadamente retirada com uma pinca e seca em papel absorvente, removendo o
excesso de agua superficial por aplicacdo de pressdo manual constante durante 10
segundos. Apés esse intervalo, foi medida a massa (M umida). Posteriormente, a CB
foi submetida a liofilizac&o por 24 horas para determinar sua massa seca (M seca). O

calculo é realizado mediante a equacao 01 (HUANG et al., 2010).

CRA — Mﬁmida_Mseca

1)

seca
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4.6.2 Percentual de agua (PA)

Para calcular o percentual de agua (PA), foi aplicada a primeira parte dos
calculos da CRA e dividida pela massa da membrana Umida. Esta operacdo é
representada pelaequacao 02 (HUANG et al., 2010).

PA = (Mﬁmica_Mseca) * 100% (2

umida
4.6.3 Percentual de reidratacao (PRA)

As membranas secas foram submersas em agua deionizada por um periodo
necessario para que a massa da amostra reidratada se estabilize. Em seguida, o
excesso de agua superficial foi removido com pressdo manual constante e, entéo, a
amostra foi pesada, resultando na massa reidratada (M reidratada). O calculo de PA
esta representado pela equacao 03 (HUANG et al., 2010).

PRA — (Mreidratada—Mseca) £100 ()

Mimida— Mseca
4.6.4 Anédlise termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica (TG) foi conduzida para avaliar a estabilidade
térmica das membranas de CB funcionalizadas. Este método consiste em umatécnica
destrutiva que registra a variacdo de massa das amostras no estado sélido conforme
a temperatura é incrementada ao longo do tempo. O equipamento utilizado para
andlise foi o TGA-Q50 da TA Instruments, localizado no Laboratério de Materiais da
Univille. Asamostras foram aquecidasde 25 a 1000 °C a umataxa de 10 °C por minuto
em umaatmosfera inerte de nitrogénio (N2). As curvas termogravimétricas (TG) e suas

primeiras derivadas (DTG) foram geradas pelo software TA Universal Analysis.
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4.6.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A anélise espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
foi realizada para a deteccédo os grupos funcionais formados apés a funcionalizacéo
das CBs com os antibiéticos Gentamicina e Vancomicina, para a avaliagdo da
incorporacao dos antibioticosna membrana (MUREI et al., 2020). A analise estrutural
foi empregada no equipamento Perkin ElImer Spectrum, disponivel no Laboratério de
Materiais da Univille. Cadaamostra foisubmetida a 16 varreduras, no intervalo de 400
a 4000 cm™1, utilizando o modo de refletancia total atenuada (ATR).

4.7 PREPARACAO DAS CB FUNCIONALIZADAS

A metodologia utilizada para a funcionalizacdo da CB com antibi6ticos foi
adaptada do estudo realizado por Yamada (2023). As membranas liofilizadas com
dimenséo de 6 mm foram colocadas em placas de 24 pocos e mantidas submersas
separadamente em 1 mL de solu¢do com os respectivos antibiéticos.

Para funcionalizar as CB-Vancomicina, foram empregadas duas solucdes
aquosas, uma de 30 pg/mL e outra de 150 ug/mL. Para as CB-Gentamicina, foram
utilizadas solucdes aquosas de 10 pg/mL e de 50 pg/mL (CLSI, 2022).

As CB foram incubadas por 24 horas sob refrigeracdo a 4°C até o completo
intumescimento. Apos o procedimento, as membranas foram submetidas a tratamento

térmico em estufa ventilada a 35°C até total remoc¢éo da agua (YAMADA et al., 2023).

4.8 OBTENGAO E PADRONIZAGAO DO INOCULO BACTERIANO PARA O TESTE
DE DISCO DIFUSAO

Para os experimentos foram utilizadas as cepas bacterianas padrao
disponibilizadas pelo Banco de Culturas da Universidade da regido de Joinville —
Univille, sendo as mesmas: S. aureus ATCC® 29213, P. aeruginosa ATCC® 9027 e
E. coli ATCC 8739. Foi realizado o repique inoculando cada bactéria em placas de
agar nutriente (Extrato de carne: 3 g/L; Peptona: 5 g/L; Agar agar: 15g/L). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas, com o objetivo de obtencdo de colGnias
isoladas (ANVISA, 2003).
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A partir do crescimento bacteriano, os isolados foram utilizados para
preparacao do inéculo para o teste de sensibilidade, sendo o mesmo preparado a
partir de suspenséao direta em solucéo salina 0,9%. Para tanto, coldnias isoladas das
trés bactérias a serem analisadas foramsuspensas emtuboscom solucaosalina0,9%
até que as mesmas atinjam a absorbancia da solucao padrdo de McFarland a 0,5,
verificada usando um espectrofotbmetro, com leitura correspondente a 0,08 a 0,10 no
comprimento de onda de 625 nm, resultando em uma suspensdo contendo
aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL (ANVISA, 2003).

4.9 INOCULACAODAS PLACAS DE TESTE

Foi mergulhadoumswab de algodéo estéril nasuspenséao ajustada, 15 minutos
apos ajustar a turbidez da suspenséo de inoculo. A superficie seca da placa de agar
Mueller-Hinton foi inoculada esfregando o swab em toda a superficie estéril do agar.
O procedimento foi repetido esfregando outras duas vezes, girando a placa
aproximadamente 60°C cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do
inoculo (NCCLS, 2005).

4.10 APLICACAODOS DISCOS DE CB FUNCIONALIZADAS

Cada disco da CB produzida e funcionalizada foi pressionado de encontro a
placa, de maneira a assegurar contato completo com a superficie de agar. Os discos
foram distribuidos por igual, de maneira que a distancia de centro para centro nao
excedesse 24mm. As placas foram invertidas e colocadasnumaestufa, a 37°C. Foram
posicionados em cada placa um disco de CB controle, nos quais todos 0s processos

foram efetuados, exceto a funcionalizagdo com antibiéticos (NCCLS, 2005).
4.11 LEITURA DAS PLACAS E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Apés um periodo de incubacao de 24 horas, as placas foram analisadas. Os

didmetros dos halos de inibi¢ao total foram medidos, incluindo o didmetro do disco. A

avaliacao foi realizada a olho nu (NCCLS, 2005).
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4.12 ANALISE DO PERFIL DE LIBERACAO DE GENTAMICINA E VANCOMICINA

As membranas funcionalizadas com Gentamicina e Vancomicina foram
empregadas na analise de tempo de liberacdo dos antibidticos utilizando a
metodologia adaptada, conforme descrito por Yamada, (2023). Para o teste de
liberacdo foi utilizada a concentracdo de Gentamicinaem solu¢édo aquosaigual a 10
ug/mL para CB-Gentamicina, e CB-Vancomicinafuncionalizada em solucdo aquosa
com concentracdoigual a 30 ug/mL de Vancomicina.

Os discos foram dispostos em agar Mueller Hinton (MH) com o inoculo
bacteriano (S. aureus e E. coli,respectivamente). As placas foram entdoincubadasem
estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. ApOs esse periodo, as zonas de inibicéo
foram medidas e os discos de CB foram transferidos para uma nova placa contendo
agar MH e o inoculo. Esse procedimento foi repetido até que ndo houvesse mais
formacdo de zonas de inibicdo. Todos os testes foram realizados em triplicata
(YAMADA et al., 2023).

A metodologia completa desta etapa experimental pode ser visualizada de

forma esquematica no fluxograma da Figura 10.
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Figura 10 - Fluxograma destacando as etapas metodoldgicas do experimento de avaliagdo da funcionalizacdo da CB com os antibi6ticos Gentamicina e
Vancomicina.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 20 dias de producéo, incluindo as etapas de sintese e purificacdo, as
membranas de CB, apresentavam-se altamente Umidas com cor branca translucida,
resistentes a tensfes mecéanicas e apresentando uma superficie superior
macroscopicamente homogénea (Figura 11). As membranas foram divididas em trés

grupos distintos: CB pura, CB-Gentamicina e CB-Vancomicina.

Figura 11- Membrana de CB apés purificagéo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

5.1 CAPACIDADE DE RETENCAO, REIDRATACAO E PERCENTUAL DE AGUA
NAS MEMBRANAS DA CB

A manutencdoda umidade adequadaem lesdes de pele de tecidos moles & um
pontoimportante no processo de cicatrizacao, poisa penetracédo de substancias ativas
na ferida é facilitada por um ambiente Umido. Isso também possibilita uma troca de
curativos facil e indolor sem danificar a pele recém cicatrizada (SHEZAD et al., 2010).

Visando esse proposito, as membranas de CB produzidas foram avaliadas de
acordo com seu percentual de agua, capacidade de retencao e reidratacdo. Os
valores obtidos nos ensaios, média e desvio padrao, estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Valores obtidos dos ensaios de percentual de dgua (PA), capacidade de retencdo de agua
(CRA) e percentual de reidratacdo (PR) da membrana de CB e suas respectivas médias e desvios

padréo (DP).

Replicata M amida (Q) m seca () Mreidratada (Q) CRA PA (%) PR (%)
(9 H0-g)

1 0,2740 0,0060 0,1026 44,66 97,81 36,04

2 0,5655 0,0114 0,1643 48,60 97,98 27,59

3 0,5054 0,0099 0,1397 50,05 98,04 26,19

4 0,5067 0,0096 0,1431 51,78 98,10 26,85

5 0,4928 0,0101 0,0994 47,79 97,95 18,5
Média + DP - - - 48,58+2,66 97,98t0,10 27,03%6,22

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

O ensaio de PA foi conduzido para avaliar a porcentagem de agua presente na
membrana nunca seca e a média obtida foi de 97,98%. Conforme previsto, esse
resultado confirma o elevado contetudo de agua da CB. Os valores encontrados no
presente estudo estdo alinhados com os dados da literatura, em que os autores
relatam um teor de agua de 90% ou superior (HUANG et al., 2010; YAMADA et al.,
2023; INOUE et al., 2020).

O estudo realizado por Rebelo e colaboradores (2018) obteve o mesmo
resultado, observando que apenas 2% da massa inicial da CB correspondem as fibras
de celulose secas. Os autores destacaram que,dos 98% de aguaencontrados, 97,7%
estdo ligados a estrutura da celulose, enquanto o restante € agualivre.

Esse resultado confirma que a celulose sintetizada pela K. hansenii, apesar de
ser idéntica a celulose vegetal, pode apresentar mais de 97% de contetdo de agua,
enquanto a celulose vegetal mantém-se em torno de 60%. Além disso, a CB se
destaca por possuiruma cristalinidade superior, chegando a ser 23% maior do que a
celulose vegetal (PECORARO et al., 2008).

Os valores obtidos a partir do ensaio de PA foram convertidos em g H20.g-1,
representando a capacidade de retencdo de agua (CRA), o valor encontrado para a
CB foi de 49,08 + 1,38 vezes a sua massa seca. Machado (2016) e Silva (2012)
obtiveram resultados acima de 150 g H20.g-1+14 e em comparacdo com o valor
encontrado neste estudo, houve uma consideravel variacao entre os resultados.

A CRA é uma das propriedades que desempenham um papel significativo nas

aplicacdes biomédicas da CB como material de curativos. O teor e retencgéo
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adequados de umidade de um curativo acelera o processo de cicatrizacao da feridae
a protege contra contaminagdes (UL-SLAM et al., 2012).

Essa significativa discrepancia entre os resultados de CRA pode ser atribuida
a uma variedade de fatores, visto que a estrutura da CB formada depende dos
parametros utilizados em sua producéo. Os principais fatores que estao relacionados
incluem a cepa de bactéria utilizada, as condi¢des de cultura e o método de agitacéo.
A K. hansenii quando cultivada possui o potencial de sintetizar fibras de forma
extracelular, as fitas dispersas no meio de culturase agrupam, formando uma pelicula
gelatinosa na superficie do meio. No interior da membrana se formam lacunas com
elevada capacidade de aprisionamento de liquidos (PECORARO et al., 2008;
MACHADO, 2016).

As diferencas na area de superficie, porosidade, na disposicdo e tamanho das
fibras produzidas causam variagao nos valores da CRA. A CRA tem uma relagao
direta com a porosidade e a area de superficie da matriz da CB. A 4gua se organiza
dentro dos poros e é ligada as fibras de celulose por meio de ligacdes de hidrogénio.
Os valores obtidos de CRA estdo diretamente relacionados com a disposicao das
fibras, a area de superficie por unidade de massa e a natureza hidrofilicada CB. As
fibras menores tém uma grande area superficial, mais espacos vazios e maiores
poros, queretém mais agua. A variacdo de espessuras das fibras pode ser aprimorada
aplicando diferentes métodos de cultivo (GUO e CATCHMARK, 2012; SHEZAD etal.,
2010).

Foi relatado que a adicdo de alguns aditivos, incluindo carboximetilcelulose,
celulose microcristalina e alginato de s6dio ao meio de cultura causa variacdo nas
propriedades estruturais da CB aumentando ligeiramente os indices de CRA de
121,21 para 125,84 vezes a sua massa seca. A preparacao de compdésitos de CB com
outros materiais também afeta sua estrutura e propriedades fisico-quimicas, incluindo
variacbes no tamanho dos poros, area de superficie, PA e CRA (UL-SLAM et al.,
2012).

Saibuatong e colaboradores (2010) descreveram em seu estudo um filme de
nanoestrutura composto por CB e aloe vera pela suplementacao de gel de aloe vera
durante a biossintese do filme de CB. O tamanho médio dos poros dos compdsitos de
CB-Aloe vera foram reduzidos cinco vezes, enquanto a area de superficie e a CRA

foram aumentadas em comparagcéo com a CB pura.
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Apesar das variagcbes mencionadas, os estudos mostram que a CRAda CB é
significativamente alta. Essa caracteristica destaca-se como uma das mais
importantes para suas aplicaces médicas, como na fabricacao de curativos, vasos
sanguineos artificiais, valvulas cardiacas e implantes dentarios (MACHADO, 2016).

A caracterizacao do percentual de reidratacdo (PR) visa avaliar se a CB seca
voltaria ao seu estado original ao reidrata-la. O PR € um passo importante para avaliar
a capacidade da CB com relagdo a sua funcionalizacdo com ingredientes
farmacéuticos ativos e sua capacidade de absorver exsudatos quando aplicadas na
pele lesionada. O resultado obtido a partir do ensaio foi de 27%, conforme
apresentado na Tabela 1, o que indica que apenas 27% da quantidade original de
agua presente na CB foi capaz de ser reabsorvida apos o processo de liofilizacao.

A constatacdo de uma baixa taxa de reidratacdo nao foi surpreendente,
considerando que a literatura indica que a CB tem uma capacidade limitada de
reidratacdo apds a secagem. Encontram-se estudos nos quais a taxa de reidratacao
da CB varia de 15% a 30%, mostrando uma amplitude de resultados conforme
observado em diferentes estudos e condi¢cdes experimentais (CHEN et al., 2013;
HUANG et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2020).

Huang e colaboradores (2010), em seu estudo investigaram a modificacdo da
estrutura da CB por polissacarideos, surfactantes e compostos de grupos bifuncionais.
No estudo constataram que a CB tem pouca capacidade de reidratacdo apds a
secagem devido a alta cristalinidade, resultandoem uma rede de celulose mais densa
com menos espacos livres, o que pode interferir na permeacdo e adsorcado de
moléculas de agua.

O estudo conduzido por Chen e sua equipe (2013), teve como objetivo
funcionalizar a CB com peptideos de gelatina hidrolisada. Os autores descreveram
seus efeitos na inducdo de menos tensdo nas fibras da CB durante a secagem
resultando em baixa cristalinidade e maior potencial de reidratacdo da membrana. Por
possuirem menores graus de cristalinidade e organizagbes mais soltas, as CB
funcionalizadas demonstraram uma taxa de reidratacao de 39%, representando um
aumento de 23% em relacdo a CB pura.

Membranas de CB funcionalizadas com glicerol apresentaram uma razéo de
inchamento 6 vezes maior em comparagcdo com as membranas de CB puras. O
glicerol contém propriedades umectantes e altamente hidrofilicas, que geram uma

forte influéncia na capacidade de inchamento da membrana. A presenca de
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moléculas de glicerol limita o nivel de colapso da estrutura tridimensional da CB
durante a secagem, facilitando suareidratacdo (SILVA et al., 2014).

Durante o processo de secagem, é fundamental destacar a importancia da
selecdo do método adequado para preservar a morfologia original das fibras, e evitar
o colapso das mesmas com a reducao da porosidade do material e consequente
reducdo de PR. O processo de liofilizagdo produz uma membrana CB mais eficaz
como agente de retencdo de aguaquando comparadas com aquelassecas por estufa
ventilada. A liofilizag&o tem por objetivo manter a estrutura e composi¢cao do material,
utilizando dessecacéo avacuo para a remocao de liguidos (MACHADO, 2016).

Esses resultados indicam que as membranas de CB possuem um elevado
percentual de agua e uma alta capacidade de retencdo de agua em relacdo a sua
massa seca. Apesar de terem a capacidade de serem reidratadas com agua apos a
secagem, as membranas ndo conseguem atingir a mesma massa inicial. Assim, é
evidente que as membranas de CB ndoconseguemabsorver a mesma quantidade de

adgua que possuiam em seu estado natural.

5.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

A estabilidade térmica das amostras de CB-pura, CB-Gentamicina e CB-
Vancomicina foi investigada por meio de analise termogravimétrica (TG) e sua
primeira derivada (DTG). As curvas termogravimétricas correspondentes estédo
ilustradas na Figura 12, enquanto os resultados de cada evento da analise, incluindo
o percentual de perda de massa (%M), temperatura maxima de degradacao (Tmax) e

o percentual de residuo final, sdo detalhados na Tabela 2.
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Figura 12- Curvas de (A) TG e (B) DTG obtidas para CB-pura, CB-Gentamicina e CB-Vancomicina.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Tabela 2- Resultados dos eventos da andlise termogravimétrica de CB-pura, CB-Gentamicina e CB-

Vancomicina com respectiva perda de massa de cada etapa (% M), temperatura méaxima de

degradacéo (Tmax) e percentual de residuo.

Amostra M1% M2% Tmax2 (°C)  M2%  Tmaxz (°C) Residuo (%)

CB-pura 4,5 64,2 301 29,3 490 1,08
CB-Gentamicina 2,5 86,1 358 1,93
CB-Vancomicina 3.4 78,5 357 0,84

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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As curvas de TG das membranas CB-pura, CB-Gentamicinae CB-Vancomicina
exibiram transicfes térmicas semelhantes, com trés eventos principais de perda de
massa. Conforme observado durante o tratamento térmico, as membranas de CB
apresentaram uma pequenaperda de massa (2,5 a 4,5%) iniciandoem 40 °C e se
estendendo até 110°C, devido a perda de teor de umidade adsorvida, ou seja, a
evaporacao da agua na superficie e entre as fibras da CB. O teor de perda de 4gua
esta correlacionado com a caracteristica higroscopica da CB, que mesmo apdés o
processo de liofilizacdo, as moléculas de dgua podem continuar aderidas (KHAN;
PARK, 2008).

Na segundaprincipal zonade eventostérmicos (301 a 358°C), observa-se uma
significativa perda de massa em todas as amostras analisadas, atribuida a
degradacédo da estrutura principal das membranas. Ocasionada por processos de
despolimerizacéo, desidratacdo e decomposic¢ao das unidades glicosidicas, seguidos
pela formacao de residuos carbonizados (FENG et al., 2015). A degradacao das
amostras resultou em uma perda de massa de 64,2 a 86,1%. Os resultados obtidos
corroboram com os dados da literatura, como indicado por Sharma e Varma (2014),
onde foi relatado eventos com perda de massa superior a 50% na temperatura de
370 °C. Os estudos conduzidos por Yamada (2023) e Du (2018) revelaram resultados
semelhantes, nos quais as membranas de CB apresentaram uma perda média de
massa superior a 70% na temperatura de 360°C a 371 °C. O comportamento de
degradacdo térmica pode ser influenciado por diversos parametros estruturais, como
peso molecular, cristalinidade e orientacdo das fibras da CB (FENG et al., 2015).

A terceira etapa de perda de massa, que ocorreu na Tmax 490 corresponde a
degradacao termo-oxidativa da membrana de CB, na qual ocorre a oxidacdo e a
decomposicdo dos residuos carbonizados em produtos gasosos de menor peso
molecular. E possivel observar um teor de residuos baixo (0,84 a 1,93%) indicando
um alto grau de purezadas CB produzidas (FENG et al., 2015).

Geralmente, os antibidticos Gentamicina e Vancomicina sdo considerados
estaveis em temperatura ambiente quando preparados adequadamente e
armazenados conforme as recomendacdes do fabricante (ILAS, 2022). Acredita-se
que os antibiéticos tenham sido degradados no primeiro evento de perda de massa
em torno de 100 °C. Portanto, o resultado sugere que nao houve alteracbes na
resisténcia térmica das CB-Gentamicina e CB-Vancomicina, pois 0s antibidticos

naturalmente apresentam uma baixa resisténcia térmica.
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A estabilidade térmica da amostra é importante para algumas aplicacoes,
fornecendo dados sobre as interagOes das fibras da membrana. A integridade das
fibras de CB e dos antibiéticos € fundamental para a aplicacdo das membranas como
curativos, garantindo a esterilizacdo do material sem a sua degradagdo. Como
observado, a CB apds a funcionalizacdo com antibidticos ndo podera passar pelo
processo de autoclavagem, sendo entdo recomendadas outras formas de
esterilizacdo que nao envolvam temperatura.

Além disso, a analise realizada ndo se limitou a avaliar apenas a estabilidade
térmica da amostra, mas também teve como objetivo a caracteriza¢cado do material. Os
resultados obtidos destacam que o tratamento com os antibidticos Gentamicina e

Vancomicina nao causou nenhuma modificacdo na matriz da CB.

5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Os espectros de FTIR estdo apresentados na Figura 13. Enquanto que as
principais bandas obtidas para as amostras CB-pura, CB-Gentamicina e CB-

Vancomicina e antibioticos Gentamicina e Vancomicina encontram-se na Tabela 3.
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Figura 13 - Espectros de FTIR obtidos para as amostras CB-Pura, CB-Gentamicina e CB-Vancomicina

e antibiéticos Gentamicina e Vancomicina.
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Tabela 3 — Atribuigcdes dos grupos funcionais presentes nas amostras CB-pura, CB-Gentamicina e CB-

Vancomicina e antibiéticos Gentamicina e Vancomicina.

Atribuicdes

Numero de Onda Observado (cm™)

Referéncias

CB- CB- .. CB- .
.. Gentamicina . Vancomicina
Pura Gentamicina Vancomicina
(RICCl etal.,
Estiramento 2015, SUN et
O-H 3344 3341 3348 3342 3284 al.,2022;
CAVALU et al.,
2021)
(PECORARO et
Estiramento al., 2008;
C-H e CH2 2896 2916 2897 2811 PAGNAN etal.,
2013)
Estiramento
C=C; (BARUD, 2010;
Deformagéao 1641 1652 1652 GINDRI et al.,
Angular 2020)
H-0
Estiramento (MUREI et., al
c=0 1630 1650 2020)
Deformagao (ASWIN etal.,
angular N-H 1630 1635 2023)
(GINDRI et al.,
2020; SCHULZ,
COO- 1427 1450 1427 BARANSKA.
2007)
Estiramento (ZAO etal.,
C—N 1458 1488 2021)
Deformacéo (DOLETE et al.,
angular C-C 1370 1393 2020)
Deformagao
angular (BARANSKA et
simétrica 1371 1371 1369 al., 2005)
CH3
Estiramento (BORGES etal.,
C-0 1336 1334 1336 2015)
Deformacgéo
simétrica (KACURAKOVA
fora do 1315 1315 1314 etal., 2002)
plano CH2
Estiramento (GONZALEZ-
C=0 1280 1279 1279 RIVERA etal.,
2021)
O-H
aromatico 1205 1205 1203 (BARUD, 2010)
Estiramento (PECORARO et
c-0 1161 1160 1160 al., 2007)
Estiramento
c-0 (KACURAKOVA
Estiramento 1055 1055 1056 etal., 2002)
C-C
-1 (ASWIN etal.,
HSO4 1109 1100 2023)
_ (RAMONA etal.,
c=C 1056 1060 2023)
; (BORGES etal.,
EStramento 032 1029 1031 1014 2015; FALCAO:
ARAUJO, 2013)
Deformacéo (BARANSKA et
simétrica al., 2005;
fora do 999 1002 1003 DZIMITROWICZ
plano CH2 etal., 2021)
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gs;%rlgagaﬁ 895 897 899 890 (G'Z’Slelt)a"’
=CH 748 747 747 (Mlzzcl)\lzg)Ez'

Estirg&gnto 667 670 (AS\;V(IgSe)t al.,

gﬁ;ﬂm‘""g?ﬁ 664 664 663 (BARUD, 2010)

Todas as amostras exibiram bandas de alta intensidade entre 3348 e 3284
cml, atribuidas ao estiramento axial dos grupos hidroxila, caracteristicos de
compostos organicos, assumindo que um certo nivel de hidratacdo ainda exista nas
membranas de CB, mesmo apdés o procedimento de secagem (RICCI et al., 2015;
SILVA, 2018).

Foram identificadas as principais bandas de CB nas amostras de CB-pura, CB-
Gentamicina e CB-Vancomicina, guando comparadas com as regides relatadas na
literatura, conforme observado na tabela 3. As bandas observadas entre 3000 e
2870 cm™' podem ser atribuidas as vibracdes de estiramento dos grupos C-H e CHo.
Nafaixa de 1640 a 1652 cm™!, foram observadas bandasreferentes ao estiramento da
dupla ligagao entre carbonos (C=C) e a deformagéo angular da agua. No intervalo
entre 1427 e 1450 cm’’, constatou-se a presenca de grupos COO. Entre 1369 e 663
cm-', foram identificadas diversas caracteristicas, como a deformagéo angular CHs, a
ligagdo C-O, a deformagéo simétrica CH2, o estiramento C=0, o O-H aromatico, o
estiramento C-O e C-C, bem como a deformacao angular O-H (PECORARO et al.,
2008; PAGNAN et al., 2013; BARUD, 2010; GINDRI et al.,, 2020; SCHULZ;
BARANSKA, 2007; GEA et al., 2011; MENDEZ, 2017).

Na solucdo de Gentamicina, ha uma banda intensa 3348 cm!, que esta
associadaa regido de vibracéo entre 3500 cm' e 3000 cm-', correspondendo ao grupo
OH, sugerindo a presenca de agua na amostra. A banda de absorgdo 1635 cm™' é
atribuida as vibracdes de flexdo N-H da amina aromatica presente na Gentamicina.
Além disso, a proeminente banda formada em 1100 cm™' representa a assinatura
caracteristica da Gentamicina, a banda vibracional do ion HSOa41. As vibracdes de
flexdo e estiramento S-O aparecem entre 610 e 1051 cm', respectivamente, sendo
atribuidas ao contetdo de enxofre presente na Gentamicina (ASWIN et al., 2023;
CAVALU etal., 2021; ROIU et al., 2020).

Apés a funcionalizagdo a CB-Gentamicina apresentou a banda que identifica a
Gentamicina em 1109 cm™' que pode ser observada juntamente com as bandas
caracteristicas da CB-pura. Outras bandas foram identificadasem 1630 e 667 cm™,
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que podem ser atribuidas a presenca de possiveis vibracdes de flexdo N-H e flexdo e
estiramento S-O, decorrentes da presenga de Gentamicina.

Na amostra do antibidtico Vancomicina, foi identificada uma banda localizada
em 1488 cm' que corresponde ao estiramento C-N. Além disso, no espectro da
Vancomicina, podemos observar uma banda proeminente em 1650 cm™, o qual esta
associado as vibracdes de estiramento C=0. Outras bandas menores ocorrem em
1393 e 1014 cm™ que estdo relacionados as vibracdes de flexdodo C-C e Estiramento
C-0O, respectivamente. Essas bandas sdo caracteristicas significativas da molécula
gue ajudam a distinguira Vancomicina (SUN et al., 2022; Zhao et al., 2021 DOLETE
et al., 2022 MUREI et al., 2020).

Na CB-Vancomicina, além das bandas caracteristicas da CB-pura, 0s
resultados dos espectros revelam deslocamento das bandas em 1650 e 1530 cm™.
Essas bandas correspondem ao estiramento da banda vibracdes de estiramento C=0
e C-N, devido a presenca de Vancomicinanamembrana de CB.

Ao comparar os detalhes espectrais das CBs apds o tratamento com 0s
antibioticos Gentamicina e Vancomicina, pode-se notar a presenca das bandas
caracteristicas desses antibioticos nas CBs tratadas, indicando a funcionaliza¢éo das

membranas

5.4 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste de inibicdo de crescimento microbiano, utilizando o método de difuséo
em disco, foi realizado para avaliar a eficiéncia da funcionalizagdo das CB com o0s
antibidticos Gentamicina (E. coli e P. aeruginosa) e Vancomicina (S. aureus). Essa
analise permite avaliar a eficacia antimicrobiana das membranas CB funcionalizadas
para determinar a potencial aplicacdo das membranas como curativos
antibacterianos. A imagem das placas obtidas apés 24 horas de incubacao (Figura
14) apresenta os resultados da funcionalizagdo da CB com o antibiético Gentamicina
e sua atividade antimicrobiana contra a cepa bacteriana de E. coli, todos os testes

foram realizados em triplicata.
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Figura 14 - Atividade antimicrobiana da CB-Gentamicina contra E. coli. (A) CB-Gentamicina
funcionalizada em solugdo aquosa com concentragdo de 10ug; (B) CB-Gentamicina funcionalizada em

solugé@o aquosa com concentragdo de 50ug; (C) Controle negativo CB-pura.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Os padrdes interpretativos dos didmetros dos halosde inibicdo de Gentamicina
a E. coli, incluindo a média dos resultados obtidos das amostras de CB-Gentamicina,

estdo detalhados na Tabela 4.

Tabela 4 — Padrdes interpretativos de diametros dos halos de inibicdo de Gentamicina para E. coli e

resultados das amostras CB-Gentamicina.

Gentamicina - E. coli

Diametro do Halo de inibicdo em mm

Conteudo do disco Resistente Intermediario Sensivel
em pg
Valor de referéncia 10 <12 13-14 =215
(CLSI 2022)
CB-Gentamicina 10 -- 21
CB-Gentamicina 50 23

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Os resultados obtidos revelaram que a média das zonas de inibicdo, obtidas
em triplicata apds 24 horas, foi superiora 21mm para as amostras de CB-Gentamicina
funcionalizadas com 10ug, e uma média de inibigdo superior a 23mm para as
amostras de CB-Gentamicina funcionalizadas com 50ug.

A Figura 15 revela os resultados da andlise realizada para avaliar a
funcionalizagdo da CB com o antibiético Gentamicina, e sua atividade antimicrobiana

contra a bactéria P. aeruginosa.
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Figura 15 - Atividade antimicrobiana da CB-Gentamicina contra P. aeruginosa. (B) CB-Gentamicina
funcionalizada em solugdo aquosa com concentragdo de 10ug; (A) CB-Gentamicina funcionalizada em

solugéo aquosa com concentragcdo de 50ug; (C) Controle negativo CB-pura.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Os padrbes interpretativos dos diametros dos halos de inibicao de P.
aeruginosa a Gentamicina, juntamente com a média dos resultados obtidos das

amostras de CB-Gentamicina, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Padrdes Interpretativos de Didmetros dos Halos de Inibicdo de Gentamicina para P.

aeruginosa e resultados obtidos das amostras CB-Gentamicina.

Gentamicina - P. aeruginosa

Didmetro do Halo de inibicdo em mm

Contetido do disco Resistente Intermediario Sensivel
em ug
Valor de referéncia 10 <12 13-14 215
(CLSI 2022)
CB-Gentamicina 10 15
CB-Gentamicina 50 17

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A sensibilidade daP. aeruginosa a Gentamicina, utilizando o método de difusédo
em disco, requerum halode inibigdo com o diametro 2 15mm, com uma concentragdo
de 10ug de Gentamicina por disco (CLSI 2022). Os resultados obtidos revelaram que
a média das zonas de inibicdo, obtidas em triplicata apds 24 horas, foi de 15mm para
as amostras de CB-Gentamicina funcionalizadas com 10ug e uma média de inibicao

de 17mm para as amostras de CB-Gentamicina funcionalizadas com 50ug.
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Os resultados da funcionalizacdo da CB com o antibiético Vancomicina,
destacando sua atividade antimicrobiana contra a cepa bacteriana de S. aureus estao

ilustrados na Figura 16.

Figura 16 - Atividade antimicrobiana da CB-Vancomicina contra S. aureus. (B) CB-Vancomicina
funcionalizada em solugdo aquosa com concentracdo de 30ug; (A) CB-Vancomicina funcionalizada em

solucdo aquosa com concentragdo de 150ug; (c) Controle negativo CB-pura.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

De acordo com a descricdo do NCCLS 2005, a sensibilidade da cepa
bacteriana S. aureus a Vancomicina, avaliada pelo método de difusdo em disco, é
indicada porum halo de inibicdo com diametro = 15 mm, utilizando uma concentragéo
de 30 yg de Vancomicina por disco. Os padrdes interpretativos dos diametros dos
halosde inibicdode S. aureus & Vancomicina, juntamente coma média dos resultados

obtidos das amostras de CB- Vancomicina, estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Padrdes Interpretativos de Didametros dos Halos de Inibicdo de Vancomicina para S. aureus

e resultados obtidos das amostras CB-Vancomicina

Vancomicina - S. aureus

Diametro do Halo de inibicdo em mm

Contetido do disco Resistente Intermediario Sensivel
em ug
Valor de referéncia 30 >15
(NCCLS, 2005)
CB- Vancomicina 30 -- - 16
CB- Vancomicina 150 -- - 17

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Os resultados obtidos indicaram que a zona média de inibicao, em triplicata,
apos 24 horas, foi superiora 16mm para a CB-Vancomicinafuncionalizada com 30ug,
e umazona médiade inibicdoacimade 17mm para a CB-Vancomicinafuncionalizada
com 150pg.

Resultados similares foram registrados por Lemnaru (2020), em seu estudoque
buscou aprimorar as propriedades antimicrobianas de curativos produzidos a partir de
CB, que foram funcionalizadas com Amoxicilina e Bacitracina como agentes
antibacterianos. A caracterizacdo por infravermelho e anélise térmica confirmaram a
ligacdo da CB ao medicamento. Os resultados confirmaram a presenca dos
medicamentos naestrutura do curativo de CB, assim como a eficiénciaantimicrobiana
contra S. aureus e E. coli.

A escolha do método de carregamento do farmaco para uma aplicacédo
especifica deve levar em consideragcdo as propriedades fisico-quimicas do
medicamento, como massa molecular, solubilidade, estabilidade ao longo de cada
etapa do processo, dose terapéutica, bem como as caracteristicas das CB, como suas
variacdes estruturais em estados umidos, semi-secos, liofilizados, além das proprias
caracteristicas do processo de carregamento de farmacos na membrana de CB
(POTZINGER et al. 2017).

A CB, conforme relatado na literatura por HUANG et al. (2010) e OKIYAMA et
al. (1992), possui um teor de agua que normalmente excede os 90%. Essa
caracteristica se deve a sua estrutura molecular complexa, principalmente por estar
intensamente ligada a agua por meio de ligacdes de hidrogénio.

A alta hidrossolubilidade dos antibiéticos Gentamicina e Vancomicina
(OLIVEIRA etal., 2006; KATZUNG et al., 2023), desempenhaum papel importante ao
interagir com a hidrofilicidade natural da CB, beneficiando a funcionalizag&o eficiente
desses compostos na estrutura da CB. A Gentamicinae a Vancomicina, conhecidas
por sua alta solubilidade em 4gua, encontram na estrutura porosa da CB um cenario
ideal para se difundirem e serem incorporadas.

Essa compatibilidade entre a hidrofilicidade dos antibiéticos e da CB cria um
ambiente favoravel para a funcionalizacao eficaz dos medicamentos na matriz da
celulose. Resultado que demonstra o potencial terapéutico desses materiais na
administracao localizada de agentes antimicrobianos, seja em curativos avancados,

dispositivos médicos ou outras aplicacdes biomédicas.
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Estudos foram conduzidos in vivo nos quais membranas de CB foram
implantadas subcutaneamente no dorso de ratos Wistar. Ao longo de um periodo de
12 semanas, com avaliacdo das respostas do hospedeiro ao material de CB
implantado, investigando reacdes de corpo estranho, presencade inflamacao cronica,
angiogénese e crescimento celular. Os resultadosindicaramuma completa integracéo
da CB com o tecido hospedeiro, sem desencadear inflamacéo ou rejeicdo durante o
estudo (HELENIUS et al., 2006).

No estudo realizado por Almeida (2013), o potencial de irritacdo da pele pela
CB foi avaliado em voluntarios humanos, com membranas de CB-pura e
funcionalizadas com glicerina. A avaliacao visual do grau de irritagéo foi realizada 2 e
24 horas ap6s a remoc¢do da membrana. Nao foram observadas diferencas
significativas nas medicfes de perda de &agua transepidérmica. Resultados
semelhantes foram encontrados para eritema. A CB com glicerina proporcionou um
efeito hidratante na pele, o que nao foi observado para a CB sozinha.

Os estudos demonstraram boa tolerancia da pele encontrada apés aplicacao
das membranas de CB como suporte para a entregatopica de farmacos. Evidenciando
alta capacidade das membranas de CB em absor¢céo e incorporacéo de diferentes
medicamentos, além de apresentar uma boa biocompatibilidade. Curativos
funcionalizados desenvolvidos com CB podem ser clinicamente relevantes para o
tratamento de doencas cutaneas caracterizadas por ressecamento, COmo psoriase e
dermatite atopica, feridas, infec¢des de pele e tecidos moles.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam a capacidade da CB em
absorver os antibiéticos Gentamicina e Vancomicina em diversas concentracoes.
Esses achados corroboram a eficiéncia do sistema de retencdo e liberacdo de
antibioticos pelo dispositivo de CB, potencializando o conjunto de recursos
terapéuticos para o tratamento e prevencaode infeccbesem feridas. A capacidade da
CB de incorporar e liberar antibiéticos pode representar um avanco significativo no
desenvolvimento de terapias mais eficazes e direcionadas para a gestéao de infecgoes
cutaneas, oferecendo alternativas promissoras para aprimorar os cuidados clinicos e

a cicatrizacao de feridas.
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5.5 ANALISE DO PERFIL DE LIBERACAO DOS ANTIBIOTICOS GENTAMICINA E
VANCOMICINA

A anélise do perfil de liberagcdo de principios ativos tem por objetivo avaliar o
tempo de liberacdo do farmaco funcionalizado na CB e 0 seu potencial uso como
tratamento tépico. Em sistemas convencionais de entrega de medicamentos, como
por via endovenosa, a concentracdo do principio ativo pode ultrapassar os niveis
terapéuticos e alcancar niveis téxicos ao organismo. Seguidade uma diminuicdo da
concentracdodo farmaco a um nivel sub-terapéutico pela suametaboliza¢do ao longo
do tempo, tornando-se necessariauma maior frequénciadas dosagensadministradas
para manutencao dos niveis plasmaticos (VALLET-REGI; ARCOS, 2013).

Na Figura 17 estdo representados os resultados obtidos para o teste de
liberacdo sustentada das CB-Vancomicina e CB-Gentamicina contra as cepas

bacterianas S. aureus e E. coli.
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Figura 17 — Teste de tempo de liberac&o para CB-Vancomicina funcionalizada em solu¢do aquosa com
concentragdo de 30ug/mL e CB-Gentamicina funcionalizada em solugédo aquosa com concentragéo de
10ug/mL. (A) CB-Vancomicina ap6s 24h contra a cepa bacteriana S. aureus; (B) CB-Vancomicina apos
48h contra a cepa bacteriana S. aureus; (C) CB-Gentamicina apés 24h contra a cepa bacteriana E. coli;

(D) CB-Getamicina ap6s 48h contra a cepa bacteriana E. coli.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Os resultados indicam que o perfil de liberacdo ao longo do tempo para a CB-
Vancomicinaapresentou 48 horas de liberacaoininterrupta, exibindo halosde inibicdo
com diametro médio de 10,6 mm, inferiores ao recomendado pela CLSI 2022 para

ensaios de desempenho para testes de sensibilidade antimicrobiana. A CB-
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Gentamicina exibiu um perfil de liberacéo ininterrupta de 24 horas, exibindo halos de
inibicdo com didmetro médio de 16,5 mm, em 48 horas néo foi observado inibi¢éo.

No estudo realizado por Yamada (2023), obteve resultados positivos para a
liberacdo de Rifampicina em solucdo metandlica, apos tratamento de membranas de
CB com metanol. Neste estudo as membranas receberam tratamento de superficie
com metanol, para produzir membranas com diferentes densidades de fibras,
espessura e emaranhamento, seguido por funcionalizacdo com solu¢cdo metandlica
de Rifampicina a uma concentragdo de 20 mg/mL. A CB tratada com metanol e 0 uso
da solucdo metandlicade Rifampicinaproduziramalteracdo nas caracteristicas fisicas
e quimicas da CB, que apresentou melhor capacidade de manter uma liberacéo
sustentada/controlada do antibiotico Rifampicina por 576 horas ininterruptamente.

O menor tempo de liberacdo, observado nas CB-Gentamicina e CB-
Vancomicina, pode estar associado a baixa concentracdo de antibiéticos Gentamicina
e Vancomicina utilizada na solugdo aquosa durante a funcionalizacdo. A solucdo
aguosa empregada para a CB-Vancomicina teve uma concentragcéo de 30 pg/mL,
enquanto para a CB-Gentamicina, a concentracédo utilizada foi de 10 pg/mL. As
concentracOes foram determinadas de acordo com as normas de desempenho para
testes de sensibilidade antimicrobiana CLSI, 2022.

Beekmann (2020), descreveu uma abordagem por meio da modificagéo in situ
da estrutura da membrana de CB usando polietilenoglicol. Foi possivel obter um
aumento de 40,6 + 3,8% na capacidade de carga e um aumento de 9% na liberacao
total do farmaco anti-inflamatério diclofenaco sédico. Nenhum efeito citotoxico pode
ser determinado quando os extratos foram adicionados as células por 24 horas. A alta
eficacia das amostras carregadas com o farmaco em relacéo a inibicdo da COX-1 foi
encontradatanto para o CB nativo quanto para as amostras de CB modificadas com
polietilenoglicol.

Estudos de penetracdo do cloridrato de lidocainae do ibuprofeno através da
epiderme humana, utilizando diferentes sistemas de administracao, foram realizados
para avaliar a eficacia potencial das membranas de CB na administracdo de
medicamentos, tanto tdépica quanto transdérmica. A taxa de permeacédo do cloridrato
de lidocaina em membranas de CB foi menor do que a obtida com as formulacfes
convencionais, 0 que parece indicar vantagens no uso do sistema para tratar

patologias que exigem medicamentos hidrofilicos com um perfil toxicologico
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complexo, requerendo liberagdo mais prolongada do farmaco (TROVATTI et al.,
2012).

Os antibidticos Gentamicina e Vancomicina sao moléculas que apresentam
como caracteristicas quimicas serem hidrofilicas e com alta polaridade, que causa
uma absorcdo deficiente no trato gastrointestinal, tornando sua administracéo oral
pouco eficaz, desta forma, € comum realizar a administracdo destes farmacos por via
endovenosa. Estudosrelatam que a Vancomicinatemo potencial de ocasionargrande
nefrotoxicidade quando administrada por via sistémica, enquanto a Gentamicina tem
seu uso sistémico limitado por efeitos adversos, mais comumente ototoxicidade e
nefrotoxicidade (GUPTA etal., 2011; BRUNIERA et al., 2015; KATZUNG et al., 2023).

Estudos tém demonstrado que sistemas de liberacdo controlada sdo capazes
de manter o nivel terapéutico com a liberacéo progressiva do farmaco, reduzir efeitos
adversos e a toxicidade e, assim, contribuirpara maior adesao ao tratamento e melhor
qualidade de vida do paciente (VALLET-REGI & ARCOS, 2013).

Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias de que a CB
funcionalizada com antibioticos pode ser utilizada para modular a biodisponibilidade
de medicamentos destinados a administracdo tépica. Foi observado que as
membranas de CB foram capazes de reter e liberar os antibiéticos Gentamicina e
Vancomicina. Essa capacidade de retencéo e liberacdo de medicamentos sugere seu
potencial para 0 emprego em sistemas de entrega de farmacos, especialmente em
aplicacdes médicas onde a liberacdo controlada de medicamentos é importante para
0 sucesso do tratamento. Esses resultados fornecem uma base para investigacoes
adicionais sobre o potencial da CB como um veiculo para controle de liberacdo de

medicamentos topicos.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho produziu e investigou as propriedades fisicas das
membranas de celulose bacteriana produzidas pela bactéria Komagataeibacter
hansenii, além do seu potencial de funcionalizacdo com antibiéticos, com o objetivo
de correlacionaras caracteristicas do biomaterial que podem influenciarnotratamento
de infec¢cdes em feridas de pele e tecidos moles.

Com base nos resultados obtidos pdde-se concluir que a CB produzida e
funcionalizada com Gentamicina e Vancomicina apresentou acdo antibacteriana
evidenciada pelaliberagéo e difusdo dos antibioticos. Esse material apresenta grande
potencial para ser utilizado como curativo com sistema de entrega de medicamentos,
possuindo caracteristicas como alta hidrofobicidade, elevado contetdo de agua, alta

cristalinidade, alto grau de pureza, além de resisténcia térmica e mecanica.
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