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RESUMO

Devido a complexidade das vias comuns de administragdo de medicamentos e ao alto
custo de alguns tratamentos, algumas doencas dermatoldgicas sao mais dificilmente
erradicadas, como no caso da psoriase, que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo. Essa patologia segue diferentes terapias administradas via topica, oral e
parenteral. Entretanto, possuem problematicas nas trés formas. Assim, a
administracdo via transdérmica de metotrexato, principal farmaco para psoriase e
outras patologias, aumenta a eficacia. No tratamento via processo transdérmico &
importante que se tenha uma matriz para incorporacdo do farmaco, bem como um
agente para vencer a barreira cornea da pele. Por isso, o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de medicamentos baseados em microagulhas com niveis
prolongados de liberacdo controlada pode ser um caminho de melhor eficiéncia.
Portanto, neste trabalho foi desenvolvido um sistema de entrega transdérmica de
metotrexato (MTX) em matriz biopolimérica de membrana de celulose bacteriana (CB)
com microagulhas (MA) de carboximetilcelulose, denominado CB/MTX/MA, para
possivel aplicacdo na area biomédica como adesivo de entrega transdérmica. Foram
realizados ensaios de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), espetroscopia de
infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica (TGA), difracdo de raios X (XRD),
ensaios de intumescimento, ensaios mecanicos, andlise de citotoxicidade e ensaios
de liberacédo do farmaco in vitro. O MTX foi eficientemente incorporado e liberado na
matriz de CB, como confirmado por TGA, FTIR e pelo teste de liberacéo in vitro, no
qual 73% do farmaco foi disponibilizado para o ambiente externo apos 24 horas. A CB
com MTX aumentou a cristalinidade em 19%, conforme observado por DRX. Além
disso, a MEV mostrou que tanto constituintes morfolégicos de CB como de MTX, na
unido de ambos. A analise citotoxica ndo revelou toxicidade para CB e a CB com MTX,
gue apresentaram uma viabilidade celular de cerca de 123% e 111%, respetivamente.
Assim, de acordo com os resultados obtidos, o sistema foi considerado um biomaterial

promissor para a libertacdo de metotrexato no tratamento da psoriase.

Palavras-chave: psoriase; transdérmica; metotrexato; carboximetilcelulose; celulose

bacteriana; microagulhas.



ABSTRACT

Due to the complexity of the common routes of drug administration and the high cost
of some treatments, some dermatological diseases are more difficult to eradicate, as
in the case of psoriasis, which affects millions of people worldwide. This pathology
follows different therapies administered topically, orally and parenterally. However, all
three are problematic. Thus, the transdermal administration of methotrexate, the main
drug for psoriasis and other pathologies, increases efficacy. When treating via the
transdermal process, it is important to have a matrix for incorporating the drug, as well
as an agent to overcome the skin's corneal barrier. For this reason, the development
of drug delivery systems based on micro-needles with prolonged levels of controlled
release could be a more efficient way forward. Therefore, this study developed a
transdermal delivery system for methotrexate (MTX) in a biopolymeric matrix of
bacterial cellulose membrane (BC) with carboxymethylcellulose micro-needles (MC),
called BC/MTX/MA, for possible application in the biomedical field as a transdermal
delivery adhesive. Scanning electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA), X-ray diffraction (XRD), swelling tests, mechanical
tests, cytotoxicity analysis and in vitro drug release tests were carried out. MTX was
efficiently incorporated and released into the CB matrix, as confirmed by TGA, FTIR
and the in vitro release test, in which 73% of the drug was made available to the
external environment after 24 hours. CB with MTX increased crystallinity by 19%, as
observed by XRD. In addition, SEM showed that both CB and MTX morphologically
bound constituents. Cytotoxic analysis revealed no toxicity for CB and CB with MTX,
which showed cell viability of around 123% and 111%, respectively. Thus, according
to the results obtained, the system was considered a promising biomaterial for the
release of methotrexate in the treatment of psoriasis.

Keywords: psoriasis; transdermal; methotrexate; carboxymethylcellulose; bacterial

cellulose; microneedles.
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1 INTRODUCAO

A manifestacao clinica de algumas patologias ocorre através da pele, podendo
estar relacionada a problemas em outros 6rgdos ou da pele propriamente dita. Esses
sinais, algumas vezes, sao negligenciados, de modo que podem ser confundidos ou
até mesmo ignorados, devido ao fato que uma parte da populagéo acredita que esse
tipo de sintoma seja apenas de carater estético (AGOSTINHO et al., 2013). Logo, a
situacdo clinica tende a piorar e possiveis agravamentos podem acontecer, ou seja,

pode ocorrer 0 desenvolvimento de doencas malignas, como o cancer.

Dentre essas patologias pode-se destacar a psoriase, doenca inflamatoria
cronica e autoimune que infere aos seus portadores inUmeras dificuldades, pelo fato
de ter como principal caracteristica a formacdo de manchas na pele, associada a uma
variedade de doencas com comorbidades, incluindo artrite psoriatica, doenca
inflamatoria intestinal, distdrbios cardiovasculares, diabetes, infeccdo e outras (DU et
al., 2019; SBD, 2021).

Diferentes formas de terapias sdo usadas no tratamento da psoriase, e
geralmente, sdo usadas de forma simultanea. O uso de medicamentos via topica €,
geralmente, usado nos casos mais brandos, quando ha pouca incidéncia de manchas
na pele (SBD, 2021). No entanto, a administracdo tépica é dificultada pela fraca
solubilidade aquosa do metotrexato (MTX), farmaco mais utilizado para psoriase, e
pela penetracdo inadequada através do estrato cérneo, que é a camada mais externa
da epiderme (BONATTO, 2022).

Contudo, em casos mais graves, onde ha maior incidéncia de sintomas, sao
utilizadas as vias oral e parenteral (SBD, 2021). Quando o metotrexato € administrado
pela via oral, maneira mais comum, o0 primeiro sistema a ser atingido € o
gastrointestinal, podendo refletir em desisténcia do tratamento pelo paciente, devido
aos efeitos colaterais, conforme a bula do medicamento expbe, como estomatite
ulcerativa, leucopenia, nausea, desconforto abdominal, fadiga, calafrios e febre,
tontura (MORAES, 2018).

Com intuito de contornar 0os entraves supracitados, uma via alternativa de
administracdo de medicamentos tem sido explorada, a via transdérmica. Consiste no
transporte do farmaco através da pele, para melhorar a eficiéncia do tratamento, bem

como reduzir o impacto sobre os tecidos e 6rgdos saudaveis, aléem de aumentar a
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aderéncia dos individuos. De tal forma, é uma via ideal de administracao de farmacos,
dado que entrega a substancia ao local alvo para absorcédo e pode ter acdo a uma
taxa controlada durante um periodo determinado, mantendo assim uma concentragdo
constante do composto terapeuticamente ativo no sangue, com o minimo de variacdes
e com velocidades previsiveis de liberacéo, visando também diminuicdo de toxicidade
(ITA, 2015; JEONG et al., 2021).

Para que ocorra a entrega transdérmica de compostos ativos, é preciso que a
penetracdo da barreira externa da pele, o estrato cérneo, seja efetuada, e isso é ainda
mais dificil para substancias de alta massa molecular. Diante disso, muitas
substéancias sado limitadas ao uso por esta via (GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008).
Por isso, é necessario um método para aumentar a eficiéncia da entrega (ITA, 2017;
PARK et al., 2016).

Nesse sentido, as microagulhas (MAs) surgiram como uma tecnologia
alternativa, ndo invasiva e eficaz para aplicacées dermatoldgicas, além de usos com
vacinas e cosmeéticos. Sao agulhas de escala micrométrica que permitem um desvio
do estrato cérneo e melhoram a permeacao de moléculas na pele (FONSECA et al.,
2021).

Outro biomaterial bem difundido na 4rea médica € a celulose bacteriana (CB),
gue consiste em uma rede de fibras ultrafinas nanoestruturada, que permite seu uso
como suporte macromolecular para a incorporacédo de diferentes biomoléculas. De tal
forma que tem sido utilizado para fins cosméticos na forma de mascaras faciais,
enriquecidos com compostos ativos, devido a sua peculiar estrutura porosa, bem

como a capacidade de retencdo de agua, moldabilidade e boas propriedades
mecanicas (AMORIM, 2020).

Como comentado, a administragédo direta do MTX por sistemas convencionais
de administracéo de farmacos leva a diminuicéo da eficacia terapéutica devido a baixa
solubilidade em agua e meia-vida curta. Portanto, a incorporacao do farmaco na matriz
polimérica da celulose bacteriana € uma forma eficaz de aumentar sua meia-vida e
aumentar sua eficicia terapéutica para aplicagdo em tratamentos antipsoriaticos
(DHANKA; SHETTY; SRIVASTAVA, 2018).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é combinar as caracteristicas de

ambos os biomateriais em um sistema de microagulhas (MA) e CB como camada
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posterior que suporta mecanicamente a matriz de MA e permite a incorporacéo de
ingredientes ativos. A CB possibilitara a liberacdo de moléculas bioativas, nesse caso,
0 MTX, pelos microcanais criados pelas agulhas. Portanto, espera-se que a
combinagcdo da capacidade de reforco da MA e peculiar estrutura porosa 3D das
membranas de celulose, na forma de adesivos para aplicacdo dérmica, crie uma
ferramenta multifuncional para o tratamento da psoriase, e futuramente de outras

patologias com outras substancias incorporadas.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema adesivo transdérmico de Celulose Bacteriana (CB) com

microagulhas (MA) de carboximetilcelulose (CMC), para liberacdo controlada de

metotrexato (MTX), visando o tratamento de doencas dermatoldgicas.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar membranas de celulose bacteriana em sistema estatico;

Elaborar um sistema de celulose com farmaco e microagulhas (CB/MTX/MA)
Produzir moldes positivos de MA por impresséo 3D;

Elaborar moldes negativos de MA por micromoldagem;

Desenvolver microagulhas poliméricas de CMC;

Avaliar a presenca de MTX na membrana;

Analisar a morfologia da membrana com e sem MTX, pela Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV);

Investigar as propriedades mecanicas das microagulhas com insercéo de pele

in vitro;

Verificar a liberagdo in vitro do farmaco no sistema CB/MTX/MA,;

Estudar o efeito da citotoxicidade in vitro do sistema CB/MTX/MA.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 DOENCAS DERMATOLOGICAS E A PSORIASE

O maior 6rgdo do corpo humano é a pele, que forma uma barreira entre os
6rgaos e 0 meio externo. E um 6rgdo complexo, constituido por cerca de cinco tipos
diferentes de células estruturais e ainda outras células provenientes da circulacao
sistémica e do sistema imune. Tem notdria importancia, pois protege o corpo contra
lesbes ambientais, auxilia na regulacdo da temperatura corporea e facilita a sintese
de vitamina D. Através da pele pode-se identificar algumas patologias, pois
manifestacbes clinicas que surgem nela podem ser relacionadas a doencas
dermatoldgicas ou representar 0s primeiros sinais de outras doencgas, ou até mesmo
manifestacfes tardias de outras patologias, como cancer em niveis mais avancados
(AGOSTINHO et al., 2013; JOHNER; FERNANDO; NETO, 2021; SPDV, 2023).

Muitas doencas dermatoldgicas sado dificilmente tratadas, para alguns, elas
apresentam apenas importancia estética e atrelado a esse estereotipo estd o alto
custo de tratamentos, que dificulta ainda mais o acesso. Porém, essas doencas
causam efeitos muito sérios tanto em aspectos sociais e psicologicos do individuo
acometido, como na possivel evolu¢ao do quadro patoldgico, vindo a aumentar o grau
de risco da doenca (AGOSTINHO et al., 2013).

Dentre as doencas de pele, a psoriase, € uma doenca cronica, ndo contagiosa,
caracterizada pela presenca de manchas réseas ou avermelhadas recobertas por
escamas esbranquicadas. Conforme a literatura € uma doencga cutdnea comum,
inflamatoria, crénica, ndo contagiosa e considerada autoimune. Possui predisposi¢ao
genética, porém fatores como ambiente e de comportamento podem estar
relacionados, pois apresenta sintomas que desaparecem e reaparecem
periodicamente (KAMIYA et al., 2019; RENDON; SCHAKEL, 2019).

A psoriase afeta cerca de 125 milhdes de pessoas em todo o mundo e cerca
de 2 a 4% da populacdo nos paises ocidentais. Acomete homens e mulheres
igualmente, variando de 0,91 a 8,5% de prevaléncia global, e em criangas de 0 a 2,1%,
dependendo do local (BONATTO, 2022). Apesar de nao ser contagiosa e apresentar
baixa taxa de mortalidade, os pacientes com psoriase exibem um prejuizo significativo

na qualidade de vida e uma carga psicossocial muito pesada, de modo que 73,4% dos
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pacientes brasileiros com psoriase moderada a grave referem comprometimento da
qualidade de vida relacionada a saude (SBD, 2021; ZHOU et al., 2022).

A Sociedade Brasileira de Dermatologia aponta que a psoriase se desenvolve
quando os linfécitos T (células responsaveis pela defesa do organismo) liberam
substancias inflamatorias que promovem dilatacdo dos vasos sanguineos e dirigem
outras células do sistema de defesa para pele, como neutréfilos. Este processo de
ataque inflamatorio a pele estimula uma rapida proliferacdo celular que resulta na
descamacéao observada nas lesdes (Figura 1). Normalmente, esse ciclo s pode ser

encerrado com o tratamento adequado (SBD, 2021).

A psoriase tem diferentes tipos de variantes e a forma mais comum possui 70%
dos casos, e recebe o nome de psoriase vulgar ou psoriase em placas (BONATTO,
2022). E caracterizada por manchas ou placas eritematosas escamosas na pele,
como pode ser observado na Figura 1, com incidéncia maior em &reas intertriginosas,
como dobras do pescocgo, axilas, regido da virilha e embaixo das mamas, ou seja,
areas em que ocorre superposicao de pele (ARMSTRONG; READ, 2020; ZHOU et al.,
2022). As outras formas sdo denominadas como psoriase gutata, psoriase pustular,

psoriase invertida, psoriase eritrodérmica e psoriase palmoplantar (BONATTO, 2022).

Figura 1 — Manifestacdes de psoriase na pele.

Fonte: SBD (2021).

O tratamento da psoriase é individualizado, visto que deve estar relacionado a
cada tipo e ao nivel de gravidade da doenca, uma gama de opc¢des terapéuticas esta
disponivel, sendo possivel viver com uma pele sem ou quase sem les0es,
independentemente da gravidade da psoriase (SBD, 2021). As opcdes terapéuticas
para a psoriase incluem terapia tdpica, fototerapia ou tratamento sistémico (com
medicamentos por via oral e/ou parenteral) (RAHARJA; MAHIL; BARKER, 2021). Os
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medicamentos topicos sdo aplicados diretamente nas lesfes, tanto em casos mais
graves como em casos mais leves. Ja a fototerapia € utilizada em formas graves ou
moderadas, quando o tratamento tdpico ndo apresentar resultados. O tratamento
sistémico, geralmente, € utilizado em casos de psoriase moderada a grave. Vale
ressaltar que, a presenca de comorbidades também é altamente relevante na selecéo
do tratamento (RENDON; SCHAKEL, 2019; SILVA; VEIGA, 2022).

Entretanto, as abordagens de tratamento supracitadas possuem diversas
desvantagens, desde o alto custo de todo o tratamento, até dificuldades especificas
em cada método (MAYA-RICO et al., 2021). Devido ao comprometimento
multissistémico, pois a doenca atinge diferentes sistemas do corpo humano, como o
imunoldgico e o cardiovascular (SBD, 2021), os custos para o sistema de saude e
para os pacientes, é relativamente alto, ja que a doenca ou as suas complicacdes e

internacBes podem ser prolongadas (MAYA-RICO et al., 2021).

As administragbes medicamentosas pelas vias comuns apresentam
desvantagens, como na via tépica, em que o veiculo apresenta natureza pegajosa e
oleosa, bem como a baixa permeabilidade da pele e a retencdo de baixa a nula da
formulacdo do medicamento na pele com roupas. Ja pela via oral, tem-se a falta de
liberacdo controlada de longo prazo, e juntamente com o metabolismo hepético de
primeira passagem, ha a perda da biodisponibilidade do farmaco, sendo necessério
aumentar a frequéncia de administracdo dos medicamentos, que pode levar a
possiveis efeitos hepatdxicos e disturbios gastrointestinais. E pela via parenteral, ha
possibilidades de reacdes no local da injecéo, infeccdes, pacientes com fobia a
agulha, dor e a necessidade de um profissional de salude para administrar o
medicamento (GOWDA et al., 2023).

A primeira linha de tratamento para a psoriase considerada leve a moderada,
guando a area de superficie corporal afetada é de 3 a 5%, € a terapia tépica e os
principais agentes terapéuticos usados sdo o0s inibidores de calcineurina,
corticosterodides, queratoliticos, analogos da vitamina D, ditranol, alcatrdo de hulha,
etc., 0s quais sdo aplicados na pele afetada por meio de formula¢cdes convencionais,
como gel, pomada, creme, lo¢cdo, sabonete, xampu, fita adesiva, spray e 0leo
(GOWDA et al., 2023).
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A segunda escolha de tratamento na psoriase leve a moderada € a fototerapia,
e as vezes é considerada o tratamento de primeira linha na psoriase moderada a
grave devido a sua acessibilidade. Tem como principio o uso de raios ultravioleta (UV),
que causa apoptose de células T e queratindcitos na epiderme para diminuir a
formacdao de lesdes na pele (ARMSTRONG; READ, 2020). Para a psoriase moderada
a grave, considerada quando a doenca atinge mais de 10% da superficie do corpo, a
terapia sistémica € altamente usada, através da administracdo de agentes
antipsoriaticos por via oral ou parenteral, com intuito de atingir a circulacdo sistémica
e ocorra uma terapia eficaz da psoriase (GOWDA et al., 2023). Em casos muito graves
de psoriase, recomenda-se, 0 uso simultaneo de todas as trés terapias, topica,
sistémica e fototerapia, para uma recuperacédo eficiente (ARMSTRONG; READ,
2020).

3.2 METOTREXATO (MTX)

O metotrexato (MTX) esta listado como uma das primeiras op¢des em mdltiplas
diretrizes de tratamento para psoriase moderada a grave, e tem sido amplamente
utilizado através de injecao e vias orais durante muitas décadas (GOWDA et al., 2023).
Em doses elevadas, o MTX é amplamente utilizado para o tratamento de algumas
doencas malignas, como leucemia linfocitica aguda infantil, osteossarcoma, cancer
de pulméo e cancer de mama. E em baixas doses, para o tratamento de doencas
autoimunes, como artrite reumatoide, psoriase e lupus (PRASAD; KOUL, 2012;
WANG; YAN, 2017).

O MTX é caracterizado como um pé amarelado, de massa molecular 454,44
g/mol e quimicamente constituido por uma porcao heterociclica (anel pterinico 2,4-
diaminosubstituido) ligada a porcao p-aminobenzoil que esta ligada a unidade de
acido glutamico (Figura 2). E classificado como classe Il no Sistema de Classificac&o
Biofarmacéutica, ou seja, apresenta baixa solubilidade e baixa permeabilidade,
caracteristica que limita sua administracao oral, no tratamento de patologias como o
cancer colénico (BONI, 2017).

MTX € um farmaco antineoplasico, antimetabolito e antifolato, ou seja, atua
bloqueando a resposta produzida pelo acido félico, e isso faz com que o tratamento
necessite de suplementacgéo, para evitar que 0s pacientes apresentem problemas
estomacais como nauseas e dor abdominal, problemas hepaticos e problemas com
producao de células sanguineas (GARCIA, 2014; WANG; YAN, 2017). Ainda, interfere



23

na formacdo de DNA, RNA e proteinas. Possui meia vida curta, é pouco soluvel em
agua, alcool, éter e cloroformio, o que compromete sua biodisponibilidade (GARCIA,
2014). Pode ser administrado clinicamente por diferentes vias, como as vias de
administracao oral, intravenosa, subcutanea e/ou intramuscular (MURAKAMI; MORI,
2012). Porém, a eficacia clinica do MTX pode ser comprometida devido a efeitos
colaterais toxicos relacionados a dose, meia-vida curta na corrente sanguinea e baixa
biodisponibilidade devido a sua solubilidade em agua reduzida (WANG; YAN, 2017).

O metotrexato tem estrutura quimica (Figura 2) semelhante ao acido folico
(Figura 3), e assim € um medicamento antifolato. Contém um acido glutamico e,
portanto, possui dois grupos carboxilatos com pKa 4,8 e 5,5 em sua estrutura quimica.
Em um pH fisiolégico, o0 MTX € ionizado e hidrofilico. O MTX n&o penetra bem nas
biomembranas lipdides por difusdo passiva, mas penetra pelo sistema de transporte
mediado por carreadores. Em um pH baixo, o MTX esta na forma n&o ionizada e pouco
soluvel(MURAKAMI; MORI, 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica do metotrexato.
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Figura 3 - Estrutura quimica do Acido félico.
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O MTX, tendo uma estrutura quimica semelhante ao acido félico, € um
composto hidrofébico. De modo que, a eficacia clinica do MTX é frequentemente
comprometida por efeitos colaterais toxicos relacionados a dose, meia-vida curta na
corrente sanguinea e baixa biodisponibilidade devido a sua baixa solubilidade em
agua e permeabilidade (WANG; YAN, 2017).

No tratamento de doengas autoimunes o MTX é, geralmente, administrado por
via oral em nivel de “mg” semanalmente e para doencas malignas, como usa-se altas
doses, é administrado por via parenteral. Os valores de AUC (area sob a curva, que
corresponde a integral definida da concentracdo de um farmaco no plasma sanguineo
em funcdo do tempo) do MTX néo diferem entre as administracdes intramuscular e
oral, indicando biodisponibilidade semelhante apdés essas vias de administracdo
(MURAKAMI; MORI, 2012).

Apesar das desvantagens apontadas, o MTX mostra um notavel efeito
antipsoriasico e € mais rentavel do que outras terapias. Portanto, € necessario
proporcionar uma via segura e facil para os individuos acometidos por psoriase para
administracdo de MTX, justamente para evitar as desvantagens que as vias comuns
de administracéo apresentam. Por isso, a comunidade cientifica tem trabalhado para
o desenvolvimento de novos sistemas de administracdo de farmacos com menos
desvantagens e custos reduzidos, principalmente, através do uso da via transdérmica

de administracao de farmacos (GOWDA et al., 2023).

3.3 ADMINISTRAC}AO DE MEDICAMENTOS PELA VIA TRANSDERMICA

Uma propriedade importante em relacdo a administracdo de medicamentos € a
absorcdo, a qual consiste na transferéncia de um farmaco do seu local de
administracdo para a corrente sanguinea. De modo que, a velocidade e a eficiéncia
da absorcdo dependem do ambiente onde o farmaco é absorvido, das suas
caracteristicas quimicas e da via de administracdo, o que influencia sua

biodisponibilidade. As vantagens e desvantagens das vias de administragao sao :

o Oral: via de administracdo mais segura, mais comum, conveniente e
econdbmica. Porém, a absorcéo € limitada, uma vez que ocorre biotransformacéo de
farmacos antes da absorcéo e a reducéo de biodisponinilidade pelo metabolismo de

primeira passagem;
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o Intravenosa: possui efeitos imediatos; é adequada para substancias irritantes e
misturas complexas; € ideal para farmacos proteicos de alta massa molecular;

o Subcutanea: adequada para farmacos de liberacéo lenta. Porém, possibilidade
de dor e necrose dependendo do farmaco e inadequada para farmacos administrados
em volumes elevados;

o Intramuscular: adequada para veiculos oleosos e certas substancias irritantes.
Mas, pode ser dolorosa e pode causar hemorragia intramuscular;

o Transdérmica: Evita o efeito de primeira passagem, indolor. Porém, pode
causar alergia aos adesivos e € limitado a farmacos que podem ser tomados em doses
pequenas diarias;

o Retal: evita parcialmente o efeito de primeira passagem e a destruicdo pela
acidez géstrica. Porém, o farmaco pode irritar a mucosa retal e ndo € uma via muito
bem aceita pelos pacientes;

o Inalatéria: absorcdo rapida, pode ter efeitos imediatos, eficaz para pacientes
com problemas respiratérios, mas podem ter efeitos adversos sistémicos;

o Sublingual: evita o efeito de primeira passagem e a destruicdo pela acidez
gastrica, mantém a estabilidade do medicamento, porque a saliva tem pH
relativamente neutro e pode causar efeitos farmacolégicos imediatos. Mas, essa via é

limitada, pelo fato de poder perder parte do farmaco caso deglutido.

Os sistemas de liberacdo de farmacos foram desenvolvidos para vias
tradicionais de administracdo, como enteral e parenteral. Entretanto, a utilizacdo de
rotas consideradas ndo convencionais € importante, como nasal, ocular, pulmonar,

vaginal, retal e transdérmica (WU, 2004).

A administracdo de medicamentos via transdérmica foi inicialmente
desenvolvida como forma de superar as desvantagens que a via enteral, que recebe
a substancia via trato digestivo, ou seja, de forma oral; e parenteral, que recebe por
meio de inje¢bes, como intradérmica, intramuscular, intravenosa e subcutanea
(ZHANG et al., 2021). A via oral tem como inconveniente a necessidade de passar
pelo metabolismo hepéatico de primeira passagem, que reduz a atividade do composto
ativo, a ocorréncia da degradagdo da droga no trato gastrointestinal, a possibilidade
de toxicidade do paciente, além do inconveniente fato que o baixo pH do estémago
inativa alguns farmacos. Ja a via parenteral, possui a questao da possibilidade de dor

e outros fatores que podem implicar em baixa adesao dos pacientes, principalmente
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em tratamentos de uso continuo de medicamentos (HONG et al., 2018; ZHANG et al.,
2021).

A administracdo de medicamentos pela via transdérmica tem como objetivo
melhorar a eficiéncia do tratamento, manter um nivel estavel da droga no plasma
sanguineo, entregar as substancias quimicas ou bioldgicas através da pele para a
circulagdo sanguinea a uma taxa fixa, além de ampliar a aderéncia aos tratamentos
clinicos para pessoas com dificuldades gastricas, criancas e pessoas com outros tipos
de necessidades especiais (ZHANG et al., 2021).

O primeiro sistema de liberacéo transdérmica de farmacos foi desenvolvido em
1979, nos Estados Unidos, e consistia em um adesivo, em inglés patch, a base de
escopolamina, denominado Transderm-Scop® (DIAS, 2013). Em seguida veio o
Transderm-Nitro®, a base de nitroglicerina, e assim outros sistemas foram
desenvolvidos durante a década de 90, com diferentes principios ativos incorporados,
como: Estraderm®, com estradiol; Duragesic®, com fentanil; Testoderm®, com
testosterona; Deponit®, também com nitroglicerina; além de adesivos transdérmicos
com nicotina (ENGELHARDT, 2015; LARRANETA et al., 2016; PRAUSNITZ;
LANGER, 2008).

Esses sistemas de adesivos de administracdo de farmacos foram muito
difundidos, justamente por apresentarem inUmeras vantagens, como evitar o
metabolismo hepéatico de primeira passagem e assim aumentar a sua
biodisponibilidade, reduzir efeitos colaterais indesejaveis no estbmago; aplicacdo de
forma indolor; alta adeséo dos pacientes devido a facil administracdo efetuada pelos
mesmos e ndo por terceiros; baixo risco de infeccBes e concentracdo plasmatica
constante, dentro da faixa terapéutica, sem passar por niveis toxicos ou
subterapéuticos (JUNG et al., 2020).

O desenvolvimento dos sistemas adesivos para administracéo transdérmica de
farmacos exige requisitos proprios, seguindo-se os ideais: perfis farmacocinético e
farmacodinamico que permitam uma liberagédo constante de farmaco e por um periodo
prolongado; prazo de validade até 2 anos, tamanho do adesivo de 40 cm?, frequéncia
de administracao, geralmente, semanal e bom aspecto visual, preferencialmente de

cor branca, bege ou transparente, facil remocéao, e nao irritante (DIAS, 2013).
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Além das vantagens citadas, o objetivo principal dos sistemas de liberacdo
controlada, comumente chamados de drug delivery systems, é manter uma

concentracdo constante do medicamento na corrente sanguinea (SOUSA et al.,

2020).

Tendo em vista que, pelas formas tradicionais de administracédo, a liberacdo do
medicamento, apresenta um aumento na corrente sanguinea, atinge um pico maximo
e entdo declina (Figura 4). Enquanto na liberagdo controlada, como na via
transdérmica, o farmaco se mantém na faixa de acéo terapéutica, sem passar pelo
nivel téxico, que se for atingido pode causar efeitos colaterais e danos severos a
saude do paciente, e evita, também, o nivel subterapéutico, que apresenta ineficacia

(ALKILANI; MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015).

A diferenca de concentracdo plasméatica efetiva em funcdo do tempo, entre
sistemas convencionais e de liberagédo sustentada, pode ser visualizado na Figura 4,
mostrando que o Ultimo mantém a concentracdo do medicamento no sistema
circulatério na faixa terapéutica efetiva por um extenso periodo, tornando-se mais

eficaz do que o tratamento convencional (DA SILVA, 2014).

Figura 4 - Representacéo geral dos niveis plasmaticos de um farmaco ao longo do tempo, em

diferentes sistemas de liberagéo.
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Fonte: Adaptado de Silva (2014).

Portanto, a administracao transdérmica com liberac&o controlada visa diminuir
a toxicidade, suprimir as reacbes adversas e diminuir 0 numero de doses
administradas diariamente de alguns farmacos, sendo assim sendo considerada facil,
conveniente e segura. Entretanto, a eficacia dessas formulacdes pode ser reduzida

devido a barreira cutanea promovida pelo estrato corneo, a qual limita a penetracéo e
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a liberacdo de compostos ativos, e por isso, faz-se necessario um agente quimico ou
fisico para efetuar a penetracdo (DA SILVA, 2014; FONSECA et al., 2021; GRATIERI;
GELFUSO; LOPEZ, 2008).

Para que o sistema transdérmico de administracdo de farmacos seja efetivo o
farmaco deve penetrar através da barreira da pele e atingir o local alvo. A pele serve
como uma barreira fisica e oferece protecdo do ambiente externo, além do fato de que
um terco da circulagcdo sanguinea ocorre pela pele; sendo de suma importancia para
a finalidade transdérmica (PHATALE et al., 2022).

A pele, com uma espessura de 0,5 mm, é dividida em trés principais camadas,
conforme pode ser observado na Figura 4. A epiderme, a camada mais externa €
composta por células do estrato corneo e por substancias que as unem, como
ceramidas e acidos graxos livres, e assim tem-se a barreira cutanea de protecéo fisica,
quimica e microbiana. A derme, que consiste na camada intermediaria é constituida
por fibras, vasos sanguineos e terminacdes nervosas. E a hipoderme € formada,
principalmente, por células de gordura (INDERMUN et al., 2014; PEREIRA, 2019).

A epiderme é uma camada estratificada de epitélio escamoso composta
principalmente por varios tipos de células: queratindcitos e células dendriticas e possui
uma extensdao, de cerca de 50 a 100 um, dependendo de onde esta no corpo. Pode
ser dividida em cinco camadas (Figura 5): estrato cérneo (stratum corneum), estrato
licido (stratum lucidum), estrato granuloso (stratum granulosum), estrato espinhoso
(stratum spinosum) e estrato basal (stratum basale), da mais superficial a mais
profunda, respectivamente (DIAS, 2013; INDERMUN et al., 2014; KOLARSICK;
KOLARSICK; GOODWIN, 2011).

Figura 5 - Representacdo das diferentes camadas e subcamadas gque constituem a pele humana.
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J4 a derme é responsavel por proporcionar nutrientes e suporte fisico a
epiderme, além de proteger o corpo de danos e infec¢des, atuando como um 6rgao
de armazenamento de agua, composta de fibroblastos, que conferem resisténcia e
elasticidade a pele, coldgeno e fibras elasticas (PEREIRA, 2019). Apés atravessarem
o estrato corneo, os farmacos penetram através dos estratos subsequentes a
epiderme, ou seja, apds passar pela barreira inicial, o farmaco passa por difusédo até

atingir a derme, conforme pode ser observado na Figura 6 (DIAS, 2013).

Figura 6 - Fases da liberacao transdérmica de farmacos.
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Fonte: Dias (2013).

O farmaco administrado pela via transdérmica € absorvido na circulagéo
sistémica através dos vasos sanguineos da pele e depois circula pelo corpo, com

objetivo de exercer sua fungéo farmacolégica (RAMADON et al., 2022).

Portanto, a existéncia do estrato corneo na camada mais externa da pele € uma
dificuldade para a absor¢éo transdérmica das substancias. Assim, para garantir uma
permeabilidade satisfatéria sdo necessarios agentes quimicos e/ou abordagens
fisicas devem ser utilizadas, para assim obter-se uma metodologia de aumento da
permeabilidade com maior eficacia (LARRANETA et al., 2016; PRAUSNITZ;
LANGER, 2008; ZHANG et al., 2021). Desse modo, com objetivo de superar a barreira

cornea inumeros métodos tém sido criados, como:

o lontoforese, baseado na aplicacdo de uma corrente elétrica de baixa

intensidade para facilitar a liberacdo de uma variedade de farmacos, carregados ou
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nao, através de membranas biologicas, rumo a corrente sanguinea (MALINOVSKAJA-
GOMEZ et al., 2016);

o Potenciadores de penetracdo quimica; os quais sao substancias adicionadas
as formulacdes topicas e transdérmicas de modo a melhorar a penetracdo dos
farmacos através da pele (AGGARWAL; DHAWAN; HARIKUMAR, 2012; DE SOUSA,
2016);

o Sonoforese, a qual consiste na possibilidade do ultrassom em incrementar a
penetracdo de agentes farmacoldgicos ativos através da pele. Trata-se de uma
eficiente alternativa de transporte de substancias além da utilizagdo medicamentosa
via oral, ou injecdes intradérmicas (MANIKKATH et al., 2017);

o Pro-farmacos, os quais sdo administrados em forma inativa, sendo ativados
somente apos biotransformacdo e (MORRIS; BRAIN; HEARD, 2009);

o Microagulhas, as quais séo conjuntos de agulhas em microescala que oferecem
um meio de administragdo pouco invasivo e potencialmente indolor através do estrato
cérneo na pele (CAO et al., 2016; MONKARE et al., 2015).

Alguns métodos como a iontoforese, apesar de poderem melhorar a entrega
transdérmica de farmacos, aplicando corrente elétrica e criando poros em nanoescala,
0S poros que séo criados possuem tamanho inferior a 10 nanémetros e, geralmente,
nao sao suficientemente grandes para a penetracdo de compostos de alto peso
molecular. Embora o pulso elétrico de alta tensdo possa melhorar a entrega de
medicamentos de alto peso molecular, dores e contracdes musculares causadas aos
pacientes ocorrem no processo (PARK et al., 2016).

Dessa maneira, nem todos os métodos podem ser utilizados, pois dependendo
do peso molecular dos farmacos o dispositivo utilizado deve ser diferente. Por
exemplo, para substancias de baixo peso molecular, apenas o uso de intensificadores
de penetracdo seria suficiente para que a entrega seja eficiente. Porém, para
substéancias de alto peso molecular sdo necessarios métodos de entrega especificos,
como microagulhas (MONKARE et al., 2015).
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3.4 MICROAGULHAS (MAS)

Microagulhas (MAS) sdo projecdes micrométricas dispostas sobre uma base de
suporte, que podem ser adesivos, instrumentos em forma de caneta, rolos, carimbos,
seringas convencionais ou seringas pré-preenchidas, as quais sdo capazes de
penetrar a barreira do estrato corneo para administrar substancias ativas, além de
varias outras aplicacbes clinicas, como administracdo de insulina, peptideos e

material genético, e para imunizacéo transcutanea (LEE et al., 2020; PEREIRA, 2019).

Assim, as microagulhas, em inglés, microneedles (MNs) sdo dispositivos pouco
invasivos, que ao serem inseridos na pele penetram o estrato cOrneo. Por suas
dimensdes reduzidas, entretanto, essas microagulhas ndo atingem terminacdes
nervosas, nao causando dor ou sangramento (REQUENA, 2019), possuem diversas
vantagens quando comparadas a outros métodos de ultrapassar a barreira cornea,
como aplicacao facil pelo paciente e a natureza minimamente invasiva das MAs séo
atributos chave destes dispositivos que tém sido estudados como plataforma para a
entrega de uma ampla faixa de medicamentos e vacinas, além de cosmeéticos
(FONSECA et al., 2021).

Esses dispositivos sdo faceis de utilizar, dado que sdo autoaplicaveis, e,
também, minimamente invasivas, pois a aplicacdo na pele ocorre sem estimular os
nervos da derme e sem danificar os vasos sanguineos e podem ser usadas em
conjunto com outros métodos. O fundamento desta técnica baseia-se na utilizacdo de
agulhas de tamanho na ordem dos micrémetros (um), que ao perfurarem a camada
superficial da pele geram canais aquosos transitorios a fim de facilitar um transporte
eficaz de farmacos, além de permitir gue moléculas grandes e hidrofilicas penetrem
através dela, e assim ocorra a difusdo do medicamento pela camada epidérmica,
conforme pode ser observado na Figura 7 (DIAS, 2013; JEONG et al., 2021; ROJAS
et al., 2022).
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Figura 7 - Mecanismo de a¢do de microagulhas.
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Fonte: Adaptado de Dias (2013).

O primeiro trabalho com microagulhas foi descrito em 1976 em uma patente da
ALZA corporation por GERSTEL e PLACE (1971). Porém, sua fabricacdo so foi
possivel nos anos 90, com 0s avancos na area da microfabricacdo (PEREIRA, 2019;
XU et al., 2021). Os compostos administrados pelas MAs até o momento tém sido
tipicamente de alta poténcia, o que significa que apenas uma dose baixa é necessaria
para alcancar um efeito terapéutico ou provocar a resposta imune necessaria
(DONNELLY et al., 2014).

As microagulhas séo classificadas de acordo com diferentes parametros, como
materiais utilizados (vidro, silicio, metal, ceramica, polimeros), processo de fabricacéo,

tamanho, forma, estrutura e densidade do dispositivo. Assim, 0s principais tipos sao:

o Solidas: ndo tém furo oco e nenhuma droga fisicamente associada a elas e sao
normalmente usadas como estruturas perfurantes que criam vias de transporte ou
estimulam a producéo de colageno na pele e, as vezes, usadas como eletrodos, e
assim, aumentam a permeacdo do farmaco, através da criacdo de micro orificios
(DALVI et al., 2021; INGROLE et al., 2021);

o Revestidas: também s&o solidas, mas tém uma droga ou outro material
revestido em sua superficie, geralmente para aplicagfes terapéuticas ou de deteccéo,
e assim, resultam em rapida dissolucdo do farmaco (INGROLE et al., 2021);

o Dissolviveis: sdo feitas de materiais que se dissolvem na agua (ou seja, no

tecido corporeo). Assim, permitem a liberacdo rapida ou controlada da droga
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incorporada nas microagulhas ou nos adesivos que o dispositivo faz parte (FONSECA
et al., 2021; INGROLE et al., 2021) ;

o Ocas: perfuram a pele e permitem a liberacdo de um farmaco liquido apés a
difusdo da formulacéo através dos orificios da agulha. Ainda, nesse tipo de MAs as
drogas podem ser misturadas com uma substancia solivel que penetra na pele e
atinge o sistema circulatorio, sendo possivel o uso para administracéo transdérmica e
ndo transdérmica de medicamentos. Na primeira, o foco estd em reduzir a dor da
injecdo da via parenteral, na penetracao da barreira da pele sem danificar o tecido e
reduzir a frequéncia de administracdo, como no caso de aplicacdo de insulina em
pacientes com diabetes. Na segunda, a utilizacdo estd baseada na liberacdo de
drogas em tecidos expostos, como em cirurgias, ou seja, sem a necessidade de
ultrapassar a barreira da pele, como na mucosa bucal, tecido vascular e trato
gastrointestinal (XU et al., 2021);

o Formadoras de hidrogel: sdo inovadoras que nao contém drogas, mas
embebem fluido intersticial para formar condutos continuos entre a microcirculacéo

dérmica e um reservatoério do tipo adesivo anexado (ITA, 2015).
Figura 8 — Diferentes tipos de microagulhas a) solidas b) revestidas c) dissolviveis d) ocas e) formadoras

de hidrogel.
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Fonte: Adaptado de Lee et al. (2020).
Microagulhas de dissolucdo (DMAS), ou dissolving microneedles, apds serem

inseridas na pele, o farmaco comeca a ser liberado de forma continua a partir da matriz

encapsulada. Sdo compostos por polimeros biodegradaveis, soliveis em agua,
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isentos de efeitos colaterais e ndo deixam residuos de agulhas, como dextrano,
albumina, polivinilpirrolidona (PVP), poli (alcool vinilico) (PVA), fibroina, maltose,
quitosana, acido hialurébnico (HA) e carboximetilcelulose (CMC). Possuem
propriedades importantes como alta resisténcia mecanica, flexibilidade, baixa
citotoxicidade, solubilidade em &agua, boa capacidade de formacédo de filme, alta
capacidade de carga de drogas e os subprodutos dissolvidos ndo causarédo danos ao
corpo humano, pois apos a degradacao, hidrolitica ou enzimatica, sdo convertidos em
aminoacidos e sacarideos (DALVI et al., 2021; XING et al., 2021)

As microagulhas denominadas dissolventes ou solUveis tém a capacidade de
incorporar medicamentos nas matrizes poliméricas para que se dissolvam na pele
apos a aplicacdo e assim liberar farmacos que serdo transportados para o sangue ita
2017

Também, podem ser 0s canais para passagem dos farmacos, conforme fizeram
Fonseca et al. (2021), onde o sistema adesivo possui dois materiais, uma camada de
filme com farmaco e a microagulha (MA) dissolvente, pois apds os microfuros serem
efetuados a MA se dissolve e o farmaco, juntamente com o filme é transferido pelo
canal formado até chegar na epiderme. Portanto, as microagulhas (MNs) sdo uma
tecnologia alternativa, n&o invasiva e eficaz para diferentes aplica¢des, principalmente
cosmeéticas (FONSECA et al., 2021).

Um dnico sistema de microagulhas pode administrar os medicamentos
antipsoriaticos localmente (t6pico) ou sistemicamente (transdérmico), ajustando a
altura da agulha sem causar dor. No caso da psoriase, principalmente na fase aguda,
a possibilidade de aplicacdo de um sistema de aplicacao local de farmaco com rapida
liberagdo proporciona a redugdo dos efeitos colaterais sistémicos, sendo uma
alternativa para o controle da dor nesta disfuncdo. Reduzir a dor aguda € um dos

objetivos principais na fabricagéo do dispositivo (GOWDA et al., 2023) .

Ja para a microagulha propriamente dita, materiais poliméricos sdo os mais
usados, e assim, muitos pesquisadores escolheram carboximetilcelulose (CMC) e
trealose, materiais de matriz soliveis em &gua, para producdo de adesivo de
microagulhas porque ambos séo aprovados pela FDA (Food and Drug Administration)

€ seguros para uso no corpo e podem ser usados em formulagbes para MAs pelo
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processo de micromoldagem, além de aumentarem a resisténcia mecanica e a taxa
de dissolucédo de MAs (DALVI et al., 2021).

A carboximetilcelulose (CMC) € um polissacarideo natural e possui
propriedades relevantes para diversos tipos de aplicacdes, como: baixa citotoxicidade,
boa elasticidade, solivel em agua, boa capacidade de formacédo de filme, baixa
viscosidade e seus subprodutos dissolvidos nao prejudicam o organismo humano
(ZHANG et al., 2021). Pereira (2019) utiliza CMC para fabricacdo de microagulhas,
com outros reagentes, com 0 objetivo de encontrar a melhor combinacéo entre as
concentracfes e as propriedades requeridas das microagulhas, como mecanicas,

quimicas e fisicas.

3.4.1 Impressao 3D para obtencdo de moldes de microagulhas

Microagulhas podem ser fabricadas com diferentes técnicas, como
fotolitografia, impressédo 3D, ablagdo por laser, microestereolitografia, corrosao
quimica, isotropica, moldagem por injecao, gravacéao de ions reativos, microusinagem,
micromoldagem, perfuracdo a laser, entre outras técnicas. Muitos desses métodos de
fabricacdo convencionais tém algumas limitacées de custo-beneficio, exigindo etapas
manuais e mao-de-obra intensiva. Portanto, tecnologias acessiveis e econémicas sdo
necessarias para a producéo de MAs (DABBAGH et al., 2021; DU et al., 2019; JEONG
et al., 2021).

A impressdo 3D ou manufatura aditiva consiste em uma faixa de tecnologias
que utiliza um modelo virtual de desenho assistido por computador, Computer-Aided
Design (CAD), para criar um objeto fisico por meio da formacdo consecutiva de
camadas. Na década de 1980, as pesquisas pioneiras, como de Yao et al., (2012),
revolucionaram o campo das ciéncias farmacéuticas, biomédicas e de materiais,
justamente pela vantagem de rapidez e economia em produzir estruturas complexas,
pois a impressdo 3D proporciona versatilidade ao processo de prototipagem e
fabricacdo de objetos, os quais sdo fabricados em uma Unica etapa com altos graus
de complexidade e reprodutibilidade. Entre as varias tecnologias que compreendem a
impressao 3D, as técnicas baseadas em fotopolimerizacado permitem a fabricacéo de
estruturas atraves da polimerizagédo consecutiva em camadas de polimeros sensiveis
a radiacao ultravioleta (UV) (PERE et al., 2018).
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Cada método de impressdo 3D tem um conjunto de caracteristicas, como
compensacdes em resolucéo, custo-beneficio, biocompatibilidade e volume de saida.
Dessa forma, a impressdo 3D pode ser utilizada tanto para de fabricacdo de
microagulhas, com impresséo direta, quanto para fabricacdo de micromoldes, com
impressao indireta (DABBAGH et al., 2021; ECONOMIDOU; DOUROUMIS, 2021).

A utilizacdo de um molde mestre para produzir microagulhas € imprescindivel,
pois a partir deste, um molde propriamente dito é fabricado. Dessa maneira, a
impressao 3D de moldes mestres para fabricacdo de MAs € um método econdémico,
facil e rapido para com projetos variaveis (EL-SAYED; VAUT; SCHNEIDER, 2020;
ZHANG et al., 2021).

3.4.2 Micromoldagem como processo de producédo de MA

Como dito anteriormente, € necessario um molde mestre para fabricar MAs
usando o método de micromoldagem, mas também para criar um outro molde
reutilizavel, geralmente, feito de polidimetilsilioxano (PDMS) (ZHANG et al., 2021).
Esta técnica, tem boa eficiéncia, pois possui baixo custo, boa reprodutibilidade e facil

aplicacao. O processo consiste em seis etapas, conforme a Figura 9.

Figura 9 - llustracéo esquematica do processo de fabricacdo de MAs poliméricas por micromoldagem
com PDMS.

1) Produgéo do modelo 2) Fabricagéo do molde 3) Produgéo do
mestre (molde positivo) de | negativo de MAs com PDMS molde negativo
MAs

1 2 3

4) Preenchimento com a 5) Solidificagao por secagem 6) Microagulhas (MAs)
solugéo de polimero ou fotopolimerizagao

4 5 6

Fonte: Adaptado de Pereira (2019).

Portanto, o molde negativo de PDMS preparado na segunda etapa do processo
descrito deve transcrever completamente as microestruturas do modelo mestre
impresso 3D Apesar da possibilidade de ser feito com diversos materiais poliméricos,

o PDMS é o mais utlizado, pois apresenta capacidade de transcricéo,
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termoestabilidade, flexibilidade, ndo tem aderéncia superficial, o que facilita a
separacao de MAs do molde (ITA, 2017; PEREIRA, 2019; ZHANG et al., 2021).

Geralmente, microagulhas séo carregadas com substancias ativas através da
incorporacdo direta como parte da solucdo polimérica usada no processo de
fabricacdo por micromoldagem. Porém, algumas moléculas, de acordo com a sua
natureza quimica, necessitam de encapsulamento, tornando o processo mais

demorado e oneroso.

Deste modo, para incorporacao de farmacos no sistema polimérico como
dispositivo de entrega transdérmica, pesquisadores tém elaborado adesivos
biocompdsitos com matriz de microagulhas e uma camada posterior que permite a
incorporacdo de substancias ativas (FONSECA et al., 2021; FONTES et al., 2018).
Tendo em vista que a celulose possui inumeras propriedades relevantes, como grande
afinidade com a &gua, apesar de ser insollvel a ela, resisténcia mecéanica elevada,
estrutura porosa, que permite a incorporacao de substancias ativas, alta capacidade

de retencdo de agua, dentro outros (ETALE et al., 2023).

3.5 MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA (CB)

Membranas de celulose bacteriana (CB) tem sido exploradas como novos
sistemas de entrega transdérmica, atuando como carreadoras para a entrega de
varios agentes terapéuticos, como farmacos, enzimas, horménios e nanoparticulas
(SILVA et al., 2014). Diversas substancias podem ser incorporadas na CB, pois a
matriz nanofibrosa possui grande capacidade de retencéo de liquidos, devido a sua
alta area de superficie e porosidade (ADEPU; KHANDELWAL, 2020). Assim, a CB
pode ser usada como uma plataforma de suporte para desenvolvimento de novos
materiais compaositos complexos, como na indastria de alimentos como embalagens
de filmes bioativos, na area médica como implantes para a engenharia de tecidos e
como adesivos para cicatrizacdo de feridas (AMORIM, 2020; BAO et al., 2021).

A celulose (CsH1005)n € um polissacarideo estrutural e componente principal do
envoltorio rigido de muitas células vegetais, como ramos e caules de varias plantas,
que consistem em grande parte de celulose. E um biopolimero largamente fabricado
em todo o mundo, com uma producéo, na natureza, de cerca de 1014 toneladas por
ano (GORGIEVA; TRCEK, 2019; ZENG; LAROMAINE; ROIG, 2014). Este polimero
pode ser dividido em dois grupos: grupo da celulose complexa, o qual se encontra a
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celulose vegetal, e 0 grupo da celulose pura, no qual se encontra a celulose bacteriana
(DONINI et al., 2010).

Ambos os tipos de celulose, a vegetal e a bacteriana, apresentam férmula
guimica estrutural iguais, como mostra a Figura 10. Porém, diferem em relacédo a
pureza, pois a celulose bacteriana ndo contém lignina, hemiceluloses e outros

constituintes presentes na celulose vegetal (DA COSTA et al., 2017).

Embora apresentem custos de producdao distintos, a fabricacdo da CB pode ser
considerada mais onerosa que a celulose vegetal, no entanto, ela ja possui alta
pureza, o que elimina a necessidade de processos caros de extracao e purificacéo e
0 uso de produtos quimicos ambientalmente perigosos, tornando assim mais
vantajoso sua producao em relacéo a vegetal. E isso infere em tamanhos distintos de
suas fibras, pois possui fibras hanométricas e celulose vegetal fibras micrométricas,
sendo entdo, aproximadamente, as fibras de CB 100 vezes mais finas, como pode ser
visto através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), observada na Figura 11.
Portanto, mesmo que tenham férmula quimica iguais, apresentam propriedades
fisicas e mecanicas distintas (DONINI et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2020).

Figura 10 - Férmula quimica estrutural da celulose vegetal e bacteriana.

OH

OH

] 0 HO O__..--'

HO O ®)
OH

OH d,

Fonte: Silva et al. (2017).
Figura 11 — Diferencas entre as micrografias de (a) celulose bacteriana e (b) celulose vegetal em

ampliacdes de 10.0Kx.

Fonte: Donini et al. (2010).
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A CB possui propriedades diferenciadas em relacdo a celulose vegetal, como
maior grau de polimerizacdo e maior cristalinidade, alta elasticidade e resisténcia
mecanica, biocompatibilidade, biodegradabilidade, durabilidade, alto potencial
hidrofilico (capacidade de retengéo e absorcdo de 4gua - cerca de 98 % de seu volume
€ composto por liquidos), e boa estabilidade térmica (FIGUEIREDO et al., 2015;
PEREZ, 2014).

A metodologia utilizada na sintese de producdo de celulose bacteriana
influencia nas propriedades finais do polimero formado, principalmente na
cristalinidade e na morfologia. Quando ocorre de maneira estatica, uma membrana
espessa e gelatinosa de celulose acumula-se na superficie do meio de cultura. Ja em
cultura agitada, a CB pode ser obtida na forma de uma suspensao fibrosa ou em
esferas. De modo que, a CB formada funciona como mecanismo de flotacdo para os
micro-organismos que permanecem na interface ar/liquido para obter oxigénio mais
facilmente (LIMA, 2022; VASCONCELOS et al., 2020).

Héa quatro fontes naturais de nanocelulose: bactérias, plantas, algas e animais.
A celulose bacteriana, também conhecida como celulose microbiana ou biocelulose
(CHEN; LEE, 2018; PEDROZA, 2019), tem na composi¢cdao do meio de cultura,
principalmente, presenca de carboidrato (sacarose, glicose, frutose, lactose, manitol),
além de extrato de levedura como forma de nitrogénio (peptona, polipeptona, triptona,
etc). Porém, a fonte de carbono no meio de producdo € de suma importancia, e por
isso varios estudos tem tido foco na avaliacdo do desempenho dos diferentes meios
de cultura usados no crescimento da CB, para inUmeras aplicagfes (VASCONCELOS
et al., 2020).

A biocelulose é produzida por diversos microrganismos, principalmente, por
diferentes cepas de bactérias dos géneros Glucanacetobacter, Acanthamoeba,
Achromobacter, Zooglea, Agrobacterium, Aerobacter, Azobacter, Rhizobium, Sarcina,
Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, Alcaligenes, Xylinum, dentre outros
(AMORIM, 2020). Porém, as mais utilizadas para essa finalidade, em larga escala,
sao as da linhagem Gluconacetobacter hansenni e xylinum, as quais sdo capazes de

sintetizar membranas com aspecto de um hidrogel (BARUD, 2010).

A liberagcdo de um farmaco de uma matriz nanofibrosa, como na CB é

diretamente influenciada por varios fatores, como porosidade, distribuicdo do tamanho
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dos poros, area superficial especifica, cristalinidade e cinética de intumescimento
(ADEPU; KHANDELWAL, 2020). Como morfologia em nanoescala da celulose imita
a arquitetura da matriz extracelular nativa e, assim, a celulose pode ser considerada

um substrato adequado para a adesao.

Além dos dois métodos de producéo citados, estatico e agitado, a CB também
pode ser produzida com a adicdo de polimeros, materiais de reforco ou aditivos, e
assim, as propriedades estruturais, fisicas, quimicas e morfolégicas sdo afetadas
diretamente. Para isso, as metodologias com finalidades diferentes sdo usadas: ex
situ, que consiste na modificagcdo da membrana apés a formacéo da CB, através de
métodos quimicos ou fisicos; e in situ, consiste na adicdo de aditivos e assim as
modificacdes ocorrem durante a formacao de CB (LIMA, 2022; VAZQUEZ et al., 2013).

Portanto, as propriedades da celulose bacteriana também podem variar de
acordo com o método de producéo utilizado, e a faixa de aplicacdes deste biopolimero
também variam, como filtracdo e ultrafiltracdo, embalagem de alimentos e outros
produtos sensiveis, conservacdo de artefatos histéricos, construcdo de isolantes
térmicos e retardadores de chama, extracdo e armazenamento de energia, acustica,
sensores e liberacdo controlada de medicamentos. Nesse contexto, o uso de CB como
matriz de incorporacdo de farmacos para liberagcdo controlada tem se intensificado e
obtido excelentes resultados.(CREMONINI et al., 2010) utilizaram a membrana de CB
aditivada com ofloxacino para aplicacdo de lente de contato para cdes, no tratamento
de ceratite ulcerativa e foi observado que a CB aditivada promoveu liberagdo, em
concentracdo adequada, até o terceiro dia de avaliacdo. Ja (FONSECA et al., 2021)
desenvolveram adesivos inovadores para aplicagdes dermocosméticas com
nanocelulose bacteriana para a incorporacédo de compostos ativos, como a rutina, ou

simplesmente vitamina P.
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4 MATERIAIS E METODOS

A nanocelulose bacteriana foi sintetizada sob a forma de membranas umidas
utilizando a cepa bacteriana Gluconacetobacter hansenii como uma linhagem de
referéncia ATCC-23769 (American Type Culture Collection, USA), obtida da cole¢éao
de culturas da Universidade Catodlica de Pernambuco (UCP1619) e seguindo o
procedimento de cultura estatica com meio de cultura utilizado por Hestrin e Schramm
(1953).

Resina Cosmos Splint SLA foi adquirida da Yller Cosmos Splint Incolor (Yller
Biomateriais, Pelotas, RS, Brazil). Polidimetilsiloxano (PDMS) foi obtido da marca
SYLGARD 184 Silicone Elastomer. Carboximetilcelulose (CMC) sal de sodio (grau de
substituicdo:1,2, massa molecular média, aproximadamente, 250 000), celulose
microcristalina (CM) (Avicel® PH-101, tamanho de particulas ~ 50 um) e &cido citrico
(AC) anidro (99,6%, para analise ACS), os quais foram adquiridos a Sigma-Aldrich.
Metotrexato e tampao fosfato monobasico 0,1M, pH 7,4, que foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Todos os reagentes eram de grau de reagente quimico e foram usados

como recebidos.

Obteve-se: CB (membrana de celulose bacteriana triturada e sem nenhum
aditivo), CB/MTX (membrana de celulose bacteriana triturada com metotrexato), MA
(microagulhas poliméricas de carboximetilcelulose) e CB/MTX/MA (sistema adesivo

de celulose bacteriana com metotrexato e microagulha).

4.1 PREPARACAO DE MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

4.1.1 Inoculagéo e biossintese das membranas

A metodologia utilizada para manter a viabilidade do microrganismo se baseou
em estudos realizados por Hestrin e Schramm (1953), que é considerado como meio
de cultura padrdo. O meio HS é composto por 2% de glicose; 0,5% de peptona; 0,5%
de extrato de levedura; 0,27% de fosfato dissodico; 0,115% de &cido citrico e o
restante de agua destilada. Para a manutencéo da bactéria, ha um acréscimo de 1,8%
de 4gar ao meio HS anteriormente citado. Os meios foram esterilizados a 121°C por
20 minutos, em autoclave de marca Prismatec, em presséo de 1 atm (GOTTSCHALK
et al., 2013).

O inéculo foi preparado a partir do crescimento do microrganismo a 30 £ 2 °C

em condic¢des estaticas, em meio liquido HS, contidos em frascos Erlenmeyer. Apés
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72h, transferiu-se 10% do meio do in6culo e 1% de alcool etilico absoluto em meio HS
em frascos Erlenmeyer, em triplicata. Apos 8 dias, a 30 = 2 °C, em condicfes estaticas,
membranas de celulose bacteriana foram observadas nos frascos, e assim, retirou-se

do sistema estético, para lavagem e purificagéo.

4.1.2 Purificacdo das membranas

Apés o crescimento, as membranas foram purificadas com solucgéo alcalina de
hidréxido de sdédio (NaOH), com concentracéo de 0,1 mol.L%, em banho-maria, a 80°C
por 20 minutos, a fim de neutralizar o pH do meio, antes de, aproximadamente 4,5 e
apos a neutralizacdo, por volta de 6,0. Em seguida, foram lavadas em agua destilada
e refrigeradas para posterior utilizagdo. A Figura 12 mostra através de imagens a
sequéncia de producéo e purificacdo da celulose bacteriana.

Figura 12 — Metodologia de preparacdo de membrana de celulose bacteriana.

a) Prepa;agﬁo € Eséerilizagéo b) Inoculacio do meio HS ¢) Crescimento do inbculo d) Distribuicio do meio
o meio E

—

Adiciona-se 10% do indculo

Componentes do meio HS Adiciona-se a bactéria ac meio Estatico, 30 £ 2 °C, por 72h e 1% de etanol

€ autoclave

e) Formagéo da CB f) Solugo de purificagio g) Purificagio h) Membrana de celulose bacteriana

— & .

Estatico, 2 30 + 2 °C, por 8 dias NaOH 0,1 mol.L-1 Banho-maria, 80°C, por 20 min

Fonte: A autora (2023).

4.2 PRODUCAO DE MICROAGULHAS POLIMERICAS
O processo de producdo de microagulhas pode ser dividido em trés etapas
consecutivas: 1) Producdo do molde positivo, por impressao 3D; 2) Produgéo do

molde negativo e 3) Producdo das microagulhas poliméricas.

4.2.1 Producao de moldes positivos impressos 3D
Para producdo de moldes positivos, o projeto foi desenhado digitalmente,

através do software Chitubox®, onde foi possivel configurar e desenhar os padrbes e
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geometrias escolhidos com diferentes tamanhos. Esses processos foram realizados
em parceria com o grupo de pesquisa do laboratorio de Terras Raras (BSTR),
principalmente com a aluna Edielen Franca, a qual trabalha com microagulhas em sua
tese de doutorado. Assim, duas geometrias diferentes de moldes para MA foram
impressos (Tabela 1).

Tabela 1 — Pardmetros dos moldes positivos impressos 3D.

Parametros Molde 1 (6x6) Molde 2 (5x5)
Tamanho da base 2cm? lcm?
Altura da base 3,3mm 1,77mm
Altura da agulha 3,5mm 2mm
Distancia entre as agulhas 2mm 2mm

Fonte: A autora (2023).

Apébs o desenho ter sido concluido, o arquivo foi transferido para uma unidade
de armazenamento mével, a qual foi inserida na impressora 3D de modelo Elegoo
Mars 3 Resin 3D Printer, e como insumo foi utilizada a resina Cosmos Splint SLA, da
marca Yller. Apds o processo de impressao, os moldes impressos, que ficam aderidos

a placa de impressao, foram removidos cuidadosamente com uma espatula.

Os moldes foram lavados em banho de alcool isopropilico para remocédo do
excesso de resina, e depois foram curadas sob radiacdo ultravioleta por 30 minutos,
ambos os processos foram realizados no equipamento Elegoo Wash Cure. Os moldes
obtidos podem ser observados na Figura 13.

Figura 13 — Moldes positivos impressos 3D a) molde 1 b) molde 2.

Fonte: A autora (2023).
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4.2.2 Producao de moldes negativos de polidimetilsiloxano (PDMS)

A utilizacdo de um molde positivo para produzir microagulhas é imprescindivel,
pois a partir deste, um molde negativo pode ser fabricado. O polidimetilsiloxano
(PDMS) é muito usado para esta finalidade, pois replica a forma do molde positivo,
tem a vantagem de ser flexivel, ndo tem aderéncia superficial & estrutura mestre e
permite a facil remocdo das microagulhas poliméricas, além de ndo apresentar
instabilidade como expansao ou contracdo ap0s o0 processo de cura, como outros
materiais poliméricos usados com a mesma finalidade. E ainda, apds a producéo do
molde, pode ser curado por aquecimento, irradiacdo ultravioleta e outros métodos
(ITA, 2017; ZHANG et al., 2021).

Para produgéo de moldes negativos de PDMS, utilizou-se o PDMS da marca
SYLGARD 184 Silicone Elastomer, o qual apresenta uma propor¢do de 10:1, em
relacdo a base do elastdbmero ao agente de cura, respectivamente. A mistura foi
efetuada em placa de petri de vidro, sobre agitador magnético, por 20 minutos, tendo
em vista que a reagao entre essas duas substancias promove a formacéo de bolhas,
devido a liberacdo de gas hidrogénio. Por isso, com uma agulha as bolhas maiores
formadas foram estouradas manualmente. Como forma de garantir a reducéo total das
bolhas, a mistura foi colocada em dessecador com vacuo e aberto rapidamente,

estourando-as.

Assim, a mistura foi vertida sobre os moldes positivos, o que resultou na
formacao de mais bolhas, e assim o processo de dessecador em vacuo foi repetido,
até que ndo houvesse mais bolhas. Posteriormente, foi colocado em estufa a vacuo,
inicialmente em 30°C por 20 minutos, 40°C por 20 minutos, e assim sucessivamente
até atingir 120°C, que permaneceu por 2h. ApOs esse processo, 0s moldes negativos
estavam prontos, porém para que o processo de cura fosse concluido esperou-se 24h

para o desmolde. E assim, os moldes negativos foram obtidos, conforme a Figura 14.



45

Figura 14 - Moldes negativos de PDMS a) molde menor b) molde maior.

a) e b) B

Fonte: A autora (2023).

4.2.3 Producao de microagulhas de carboximetilcelulose

A principio, analisou-se qual seria a melhor combinacao das concentracdes dos
reagentes. Para isso, a metodologia de (PEREIRA, 2019) foi usada como base.
Primeiramente foram preparadas trés solugbes com concentragdes distintas de
carboximetilcelulose (CMC): 5; 7,5 e 10% (% m/v), e apds realizacdo de testes
mecanicos, observou que a solucédo polimérica, que apresentou melhor resisténcia,
apos secagem, foi de a 7,5% (% m/v) de CMC. Seguindo no mesmo intuito, solucbes
com diferentes concentracdes de acido citrico (AC) foram preparadas e testadas, e,
também, padronizada em 10% (% m/v, em relacdo a quantidade total de CMC na
solucdo). Da mesma forma de AC, fez-se com a celulose microcristalina (CM), também

padronizada em 10% (% m/v, em relacdo a quantidade total de CMC na soluc¢ao).

Para melhor compreensao, a Figura 15 descreve as etapas de metodologia de
preparacao de microagulhas. Na sequéncia da metodologia, ap0s a consolidagéo das
concentracbes dos reagentes e encontrada a melhor combinacdo deles, foram
pesados e adicionados a agua destilada e, posteriormente, agitados, vigorosamente,
em agitador mecéanico. Posteriormente, a homogeneizacdo completa da solugéo foi
efetuada, aproximadamente com 30 minutos de agitacdo. Os moldes negativos de
PDMS, de ambos os tamanhos, foram preenchidos com 1mL de solucdo e
centrifugados, a 6000rpm por 10min, por trés vezes, até o preenchimento total do

molde.

Posteriormente, o molde foi colocado em um sistema a vacuo adaptado, como
pode ser observado na Figura 15, onde um funil de Biichner foi acoplado a um Kitasato
e ligados a uma bomba a vacuo, como objetivo de efetuar a succ¢do da solucdo e
assim, obter o preenchimento total do molde, de modo que cada cavidade do molde
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fosse completamente ocupada. Apés 1h de succdo a vacuo, os moldes foram

colocados em estufa, a 30°C, por 24h.

O processo foi realizado utilizando ambos os tamanhos dos moldes, porém,
somente no molde maior foi possivel observar a estruturagdo completa das
microagulhas, pois no molde menor ndo foi possivel observar o preenchimento

completo das cavidades do molde.

Figura 15 — Metodologia de prepara¢éo de microagulhas (MAS).

a) Pesagem dos reagentes b) Mistura e agitacao dos reagentes c) Homogeneizacéo e d) Centrifugacdo da solugdo no molde
deposicdo no molde

150
—
-
= -
7,5% CMC; 10% AC e 10% CM Adiciona-se os reagentes S~
a agua destilada 6000 rpm, por 10min, trés vezes
€) Sistema de sucgdo a vacuo f) Preenchimento total das cavidades h) Microagulhas poliméricas

do molde

Durante 1h 30°C por 24h

Fonte: A autora (2023).

4.3 INCORPORACAO E QUANTIFICACAO DE MTX

4.3.1 Incorporagdo de MTX em CB e adigdo de microagulhas

Inicialmente preparou-se uma solugdo de metotrexato com tampéo fosfato-
salino (PBS) pH 7,2+ 2 na concentracédo de 0,5 mg.mL%, conforme (YAO et al., 2012).
Em seguida a incorporacao foi feita por método mecanico, através de trituracdo da
membrana de celulose bacteriana Umida com parte da solucdo de MTX/PBS.
Posteriormente, foram secas em estufa a 40°C por 24h. Durante o processo de
secagem das microagulhas poliméricas produzidas, parte da membrana aditivada foi
sobreposta a base dela, formando uma camada posterior, e pelas propriedades da
solucdo de MA, houve aderéncia e, por fim, secagem estufa a 40°C por 24h.
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4.3.2 Quantificacdo de MTX

O MTX foi quantificado seguindo a metodologia usada por (FONTES et al.,
2018), que consistiu na utilizacdo de uma massa conhecida de amostras de CB com
MTX mantida em etanol/ solucdo aquosa de NaOH 0,1 mol.L(1/2, v/v) sob agitacdo
magnética suave por 8 h, seguida de centrifugacdo a 5000 rpm por 10 min. A
concentracdo de MTX no sobrenadante foi quantificada segundo (GARCIA, 2014),
usando um espectrofotometro (PerkinElmer) medindo a absorbancia a 303 nm a partir
de uma curva de calibrag&o padrao.
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5 TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

Todas as amostras de MA, CB, CB/MTX, CB/MTX/MA obtidas foram
caracterizadas quanto & morfologia, com Microscopia Otica (MO) e Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), estrutura com Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), ensaio de intumescimento, cristalinidade com
Difracao de Raios, (DRX), estabilidade térmica (TGA) e propriedades mecanicas, com
ensaio de compresséo e insercéo de pele in vitro, bem como propriedades biologicas,
com teste de citotoxicidade (MTT) com células Vero e liberagdo do farmaco no

sistema.

51 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA COM MICROSCOPIA OTICA (MO)

Para a obtencao de mais detalhes morfoldgicos da superficie da membrana
celulésica (CB), da membrana com farmaco (CB/MTX), das microagulhas (MA) e de
CB/MTX/MA utilizou-se um microscépio 6tico Motic SMZ-168.

52 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias das superficies inferiores de crescimento das amostras foram
obtidas utilizando um microscopico eletrénico de varredura (Modelo MIRA-3, Tescan
Mira), operando com feixe de elétrons de 10kV e magnificagfes de 10 e 20 Kx. As
amostras CB e CB/MTX foram recobertas com 10nm de ouro em um metalizador
(SANYU ELECTRON) para execucao da andlise. A morfologia das amostras foi

estudada a partir da superficie das amostras.

5.3 AVALIAQAO DO INTUMESCIMENTO

Para estudos de intumescimento as amostras CB, MA, CB/MTX e CB/MTX/MA
(1 cm?) foram pesadas e os valores de massa seca inicial para cada amostra foi obtida
em balanca analitica (Shimadzu AX 200), ou seja, no ponto de tempo zero no estado
seco (mo) e entdo colocadas em um volume de 20 mL de PBS (Phosphate Buffered
Saline), pH 7,4. O PBS foi selecionado como o meio de intumescimento pelo fato de
ser considerado semelhante ao fluido intersticial da pele e por ser usado como meio
de intumescimento em outros estudos semelhantes, como descreveram (DONNELLY
et al., 2014). As amostras foram pesadas em tempos determinados, 30 minutos, 1h,
3h, 6h, 12h, 24h e 48h, em quintuplicata para cada um. E apds o intumescimento
foram pesadas (mi), e a percentagem de intumescimento foi calculada segundo a

seguinte equacéao:
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mi—mo
mo

Grau de intumescimento (%) = x100

5.4  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A estabilidade térmica e as temperaturas caracteristicas de degradacao (Tq) de
todos os materiais (CB; CB/MTX; MAs e CB/MTX/MA) foi determinada através de
analise termogravimétrica (TGA), de 30 °C a 800 °C sob uma atmosfera de nitrogénio
com uma taxa de fluxo de 20 mL.min -1, para evitar a degradacéo termo-oxidativa das
amostras, com taxa de aquecimento de 10 °C .min~'. A andlise foi realizada no
equipamento de marca Shimadzu, modelo DTG-60H, com porta amostra de platina,
utilizando, aproximadamente, 8mg de amostra. As imagens foram processadas

utilizando-se o software Origin, verséo 8.5.

55 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Com o intuito de identificar os grupos funcionais presentes nas membranas de
CB, utilizou-se a andlise de espectroscopia de infravermelho, que foi realizada no
Instituto de Pesquisa em Petroleo e Energia (LITPEG), na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). O equipamento utilizado foi de modelo Spectrum 400 da marca
Perkin Elmer, com Mddulo Reflectancia Total Atenuada, onde todos os espectros
foram registrados apds 16 digitalizacdes com uma resolucéo de 4 cm e em uma faixa
de absorc¢do de 4000-550 cm*.

5.6 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

Para identificagc&o das fases cristalinas das membranas de celulose (CB) e com
metotrexato incorporado (CB/MTX), realizou-se a técnica de Difratometria de Raios X
(DRX). O equipamento usado foi um difratdbmetro Bruker D2 Phaser, para a amostra
de CB e CB/MTX, por serem filmes, o equipamento atuou operando com tensédo de
30 kV e corrente de 10 mA, com tubo de cobre com comprimento de onda de 0,154
nm, intervalo de varredura de 10 a 40° (26), passo angular 0,02°, tempo por passo de
1,25 segundos e velocidade de rotacdo 15 rpm. Ja para o farmaco, por ser um po, o
equipamento atuou operando com velocidade do goniémetro de 0,02/min sob agitacao
de Cu-Ka (A=1,5406A) com varredura de angulo aberto 28 entre 4° e 50°.

Para determinagdo do percentual de cristalinidade (%C), usou-se o método
descrito por (SEGAL et al., 1952), que se baseia na diferenca da intensidade entre os

picos de maior e menor intensidade, conforme a equacao mostra:


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/thermostability
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Cristalinidade (%) =

(Ic+Im) x 100

Onde Ic e Im correspondem as fases cristalina e amorfa, respetivamente.

5.7 TESTE MECANICO DE MICROAGULHAS

Para o desenvolvimento de microagulhas € necessario que seja realizado a
caracterizacdo mecanica como etapa importante. Tendo em vista que, geralmente,
MAs experimentam uma ampla gama de tensdes, incluindo aquelas experimentadas
durante a inser¢cdo ou a remocao, e isso infere que o dispositivo tenha resisténcia

mecanica suficiente, para que falhas sejam evitadas (LARRANETA et al., 2016).

Para simular a pele ensaios de compressao foram realizados, conforme fizeram
Larrafieta et al. (2014) e Rojas et al., (2022), onde foi utilizado Parafiim M® (Bemis
Company Inc., EUA), que é composto de uma mistura de poliolefina e cera de parafina.
O Parafilm foi dobrado, para obter uma pelicula de oito camadas (1 mm de espessura),
e para simular a insercdo das microagulhas na pele, foram inseridas na pelicula
formada e removidos apés 30s, para cada amostra. De modo a analisar a taxa de
insercdo e profundidade, cada camada de Parafilm foi observada ao microscopio 6tico

Motic SMZ-168 e o numero de orificios nas camadas foi contado.

5.8 INSERQAO DE MICROAGULHAS NA PELE DE PORCO

A pele suina neonatal de espessura total pode ser considerada um bom modelo
para a pele humana em termos de escassez de cabelo e propriedades fisicas
(LARRANETA et al., 2014). Por isso, os estudos de insercdo cutanea in vitro foram
realizados com pele de porco colhida imediatamente apds o sacrificio dos animais em
um matadouro local (Matadouro de Paulista, Paulista-PE) durante o procedimento
comum de processamento de carne para consumo humano. As amostras de pele
foram enxaguadas com agua fria, devidamente depiladas e armazenadas a -20°C até

serem necessarias.

Antes dos experimentos a pele foi descongelada e cortada em quadrados de
2x2 cm?, onde foram fixadas em um suporte rigido e as MAs colocadas em sua
superficie, sendo pressionadas contra a pele por 30s, aplicando uma forca que
poderia ser usada para pressionar um selo em um envelope ou apertar um botao de
elevador, conforme descrevem (FONSECA et al., 2021). Posteriormente, as MAs

foram retiradas da pele e o corante vermelho do congo (0,1mol.L™?) foi depositado na
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superficie, por 5 minutos. A tinta residual foi limpa das amostras de pele, que foram
observadas em microscopio otico Motic SMZ-168. A eficacia de penetracdo apos o

teste foi calculada de acordo com a equacao a seguir (ZHANG et al., 2021):

Numero de orificios pintados

Eficacia de penetragéo = x100

Numero de agulhas

5.9 ANALISE DE CITOTOXICIDADE

Células Vero foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich),
St Louis, MO, EUA) suplementado com 10% (p/v) de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich)
em placa de 12 pocos, sendo mantidas em incubadora a 37°C com 5% de diéxido de
carbono (CO2). Culturas de células (10° células/poco) foram usadas para ensaios
subsequentes.

Com objetivo de verificar a qualidade do sistema (CB/MTX/MA) como suporte
ao metabolismo celular os testes de citotoxicidade foram realizados nos materiais
produzidos (CB; CB/MTX; MA e CB/MTX/MA). Para esse teste, as amostras foram
esterilizadas por radiacao ultravioleta (UV), onde cada lado do material foi exposto a
essa radiacdo por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram postas em placas de
12 pocos com 35 mm de diametro para realizacdo do teste em triplicata para cada

material, bem como células sem material como grupo controle.

O protocolo MTT, usado para medir a atividade metabdlica celular como um
indicador de viabilidade e proliferacdo celular e citotoxicidade (Grela et al. 2018), foi
realizado nos materiais produzidos. Neste ensaio, 0 anel tetrazolio do composto
solivel em &4gua brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio quando em
contato com células viaveis é clivado e produz cristais de formazan roxos que séo
insolaveis em solucdes aquosas. Esses cristais sdo consequentemente dissolvidos
em solucdo de solubilizacdo MTT [M-8910]. A quantidade de células viaveis &,
portanto, determinada a partir da solucéo resultante medida
espectrofotometricamente. Todas as medidas foram repetidas com 3 amostras para

todos 0s materiais e seus valores médios foram utilizados.

5.10 DETERMINACAO DA LIBERACAO DE MTX NA CB

As amostras de CB/MTX/MA foram avaliadas quanto a quantidade de farmaco
presente no material. A metodologia usada por Fontes et al. (2018) foi usada para
determinacdo da carga de MTX, onde solu¢ées padréo na faixa de 0,2—2,2 pg.mL?
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foram preparadas e os dados de absorcédo foram plotados contra a concentracéo e
examinados quanto a linearidade. A regressao linear foi obtida a partir de trés curvas
de calibrag&o independentes com uma equacao de linha de regressao de y = 0,1075x
- 0,0134. O coeficiente de correlagdo mostra uma regressao linear satisfatoria, com
ajuste superior a 0,99 (R2=0,998).

5.11 LIBERAQAO IN VITRO DE MTX INCORPORADO NA CB

O sistema CB/MTX/MA foi colocado em 25 mL de PBS (pH 7,4) e introduzido
em tubo de didlise (membrana de celulose, corte 12000 kDa da Merck, Brasil), e
colocado em banho-maria com agitacdo constante a 600 rpm a 37°C) por 120 horas
e a liberacdo de metotrexato (MTX) foi realizada, conforme a metodologia de Taheri
et al.,, (2011). Em determinados intervalos de tempo, 1,5 mL de solucdo foram
retirados e imediatamente reabastecidos com igual volume de solucéo fresca (PBS)
para manter um volume constante. A quantificacdo de MTX em cada aliquota foi
determinada por espectrofotometria UV-Vis a A = 304 nm, em triplicata, usando um
espectrofotometro PerkinElmer modelo Lambda 650. A concentracdo de MTX foi
determinada a partir da extrapolacdo de uma curva de calibragdo (y = 0,1075x -
0,0134, R? = 0,998), preparada com solucdes de 0,2—2,2 ug-mL™2,
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos serdo apresentados nesse topico, e estdo expostos na
seguinte ordem: analise Vvisual, caracterizagdo morfolégica, avaliacdo do
intumescimento, andlise termogravimétrica, espectroscopia, cristalinidade, testes

mecanicos, analise citotdxica e liberacao in vitro do farmaco.

6.1  ANALISE VISUAL DAS MEMBRANAS DE CB

A Figura 16 mostra a CB produzida apés sua retirada do meio de cultura e a
CB purificada, respectivamente. As membranas apresentaram diametro médio de 7,8
+ 0,5 cm, e essa variacdo depende da quantidade de meio de cultura usado e dias de

sintese em cultura estatica.

Figura 16 - Imagens das membranas de celulose bacteriana (CB) (a) apdés producéo (b) apds

purificacéo.

Fonte: A autora (2023).

As morfologias da membrana de celulose bacteriana (CB), antes e depois da
purificacdo, apresentaram aspecto similar, pois ambas possuem superficie externa
lisa. Porém, a coloracdo foi modificada depois da purificacdo, pois 0os micro-
organismos presentes na estrutura e o meio de cultura foram eliminados pelo contato
com a solucao alcalina e a temperatura alta. Ainda, o meio usado foi o padréo HS,
patente de Hestrin e Schramm (1953), a cor alaranjada € inerente a alguns de seus
componentes, nomeadamente, extrato de levedura e peptona, principais fontes de
nitrogénio (GOTTSCHALK et al.,, 2013). Logo, apos purificada a membrana
apresentou cor esbranquicada, visto que as bactérias e as substancias foram

eliminadas.

A CB pura e triturada sem farmaco (Figura 17a), foi produzida com intuito de

comparar com a CB/MTX (Figura 17b), que é a CB triturada com metotrexato, para
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verificar o efeito da presenca do MTX na estrutura, que de maneira geral,
macroscopicamente somente a cor foi modificada, tendo em vista que o MTX é uma

substancia amarelada.

Figura 17 - Membranas de celulose bacteriana (CB) (a) seca em estufa apds processo de trituracéo

(b) triturada com MTX e seca.

Fonte: A autora (2023).

A Figura 18 mostra a imagem de CB/MTX/MA, observando que a combinagéo
da CB, MA e MTX foi eficiente para obtencdo do material proposto com a CB
incorporada com MTX na base do sistema e as microagulhas, com pontas agudas,
gue tornaram O arranjo promissor para aplicacdo como adesivo para entrega de
farmacos, nesse caso especifico o MTX. Detalhando a funcdo de cada componente
polimérico, a CB funciona como suporte para a incorporacdo da molécula bioativa
(MTX) e CMC para formacao de MA para ultrapassar a barreira cérnea da pele, para

assim facilitar a liberacdo da substancia ativa.

Figura 18 — Sistema adesivo CB/MTX/MA.

Fonte: A autora (2023).
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6.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA COM MICROSCOPIA OTICA (MO)

A Figura 19 mostra a morfologia das MA e as formas das agulhas, altura,
didmetro da ponta, largura da base e espacamento entre agulhas. As MAs apresentam
base quadrada e formato piramidal, com morfologia regular e uniforme e pontas
pontiagudas. As MAs apresentaram alturas médias de 4,5+0,05 mm e distancia entre
as agulhas (de ponta a ponta) de 2,0+0,04 mm. A presenca de pontas afiadas € uma
caracteristica de interesse, visto que estudos reportam que a pele pode ser perfurada
mais facilmente se a ponta das MAs for mais aguda (PEREIRA, 2019).

Figura 19 — Microagulhas (MA) de carboximetilcelulose.

I

Fonte: A autora (2023).

6.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi realizada com o objetivo de
observar a morfologia das nanofibrilas da celulose bacteriana e a presenca do
metotrexato incorporado. Na Figura 20 pode-se observar as micrografias da

membrana pura (CB) e da membrana com o farmaco presente (CB/MTX).
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Figura 20 - Micrografias de (a) CB com 1,66 Kx (b) CB/MTX com 1,22 Kx (¢) CB com 4,26 Kx e (d)
CB/MTX com 2,79 Kx.
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Fonte: A autora (2023).

A Figura 20a mostra a morfologia de CB sem farmaco e seca ap0s 0 processo
de trituracdo, que apresenta uma rede 3D interconectada de nanofibras de celulose,
e como resultado disso forma uma rede porosa e altamente fibrosa, e isso pode ser
explicado pela organizagéo hierarquica das cadeias celulosicas durante a producgéo
(GALDINO, 2020). Ainda, a presenca de bactérias (ou bacilos) pode ser notada nas
micrografias, mesmo que de forma pouco aparente. Entretanto, esse fato € comum,
pois as fibras sdo excretadas dessas células (DO NASCIMENTO et al., 2022).

A Figura 20b apresenta fotomicrografia da CB com MTX, que revelam
particulas do farmaco incorporadas a matriz celulésica de CB, com formatos esféricos.
As Figuras 20c e 20d mostram as mesmas estruturas que as Figuras 20a e 20b, porém
com maior grau de magnitude, e assim mais facilmente de visualizar que a

incorporacdo do MTX na matriz de celulose bacteriana foi efetuada de forma eficiente.

Uma grande perda de agua, devido a sua propriedade higroscopica e a
capacidade de absorver até 100 vezes sua massa (ALMEIDA et al., 2013). ACBe a
CB//IMTX que passaram pelo mesmo processo de trituragcdo (Figuras 17b e c,
respectivamente) sofreram desorganizacdo das fibras, mas durante a secagem
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voltaram a se organizar na estrutura. Todavia, as fibras foram preservadas e a

cristalinidade aumentada, devido a reducédo do espaco entre as fibras.

6.4 AVALIAQAO DO INTUMESCIMENTO

A avaliacdo do intumescimento foi feita para a CB pura, MA pura, CB com
farmaco (CB/MTX), e o adesivo com farmaco e microagulhas (MAs) (CB/MTX/MA).
Nessa analise foi investigado o comportamento de aumento de volume dos materiais
quando inseridos no fluido corpéreo, simulado pelo PBS (pH 7,4), e os graus de
intumescimento em até 48h sdo mostrados na Figura 21 e na Tabela 2. (CHANG et
al., 2017) investigaram o intumescimento de microagulhas de acido hialurénico
metacrilatado, também através da mudanca de MAs antes e depois de serem
inseridas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), que € um método comum

para avaliar a capacidade de intumescimento de materiais a base de hidrogel.

Figura 21 — Gréfico do grau de intumescimento para CB, CB/MTX e MA e CB/MTX/MA e os respectivos
desvios padréo.
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Fonte: A autora (2023).
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Tabela 2 - Valores do grau de intumescimento para os materiais e seus respectivos desvios padrdo.

Tempo de analise

Taxa de

intumescimento

Taxa de

intumescimento

Taxa de

intumescimento

Taxa de

intumescimento

(h) (%) CB (%) CBIMTX (%) MA (%) CB/IMTX/MA
0,5 274,29 + 4,70 80,33 + 6,51 437,24 +2,16 429,36 + 21,73
1 281,83 + 1,86 80,49 + 1,44 541,33 + 7,57 601,47 + 35,89
3 295,21 + 3,88 90,23 + 8,76 74552 523 892,90 + 44,97
6 434,80 + 5,68 104,15 + 7,89 1089,29 3,23  1008,78 * 43,29
12 442,80 + 3,33 130,87 24,59  1980,80 + 15,08  1175,07 + 56,23
24 442,80 + 3,33 137,53 £27,70  2252,17+12,39 141534 * 66,34
48 442,80 + 3,33 137,94 £ 28,27  2246,80+3,85 141325 * 65,87

Fonte: A autora (2023).

Cada valor representa, portanto, a média de 5 ensaios. De forma geral, a
celulose bacteriana pura (CB) apresenta alto grau de intumescimento quando
comparado com a membrana com farmaco incorporado (CB/MTX), cerca de 3x maior.
Isso é explicado pela caracteristica hidrofilica da CB, que apresenta diversos grupos
hidroxila dispostos na superficie (GOTTSCHALK et al., 2013), além de sua estrutura

ser porosa e com alta capacidade de retencédo de agua (FONSECA et al., 2021).

Nota-se que o grau de inchaco aumentou com o tempo de imersdo para todos
0os materiais. Para CB e CB/MTX o aumento foi de quase o dobro, de 274,29 + 4,70
para 442,80 + 3,33 ap6s 12h, em CB, onde atingiu sua porcentagem de equilibrio de
intumescimento, e de 80,33 + 6,51 para 137,53 + 27,70 apds 24h, para CB/MTX. H4,
portanto, uma certa diferenca, também, no tempo para atingir o ponto de equilibrio, ou
seja, 0 maximo de inchagco que o material apresenta, devido justamente a presenca
do MTX que infere a estrutura uma modificacdo na organizacao, levando mais tempo
para se estabilizar no ensaio.

As amostras com microagulhas (MA e CB/MTX/MA) mostraram
intumescimento altissimo quando comparados com as amostras supracitadas (CB e
CB/MTX), indicativo da absorcéo de fluido. No entanto, tanto MA quanto CB/MTX/MA
apresentaram intumescimento com valores proximos, a partir de 30 minutos de teste,
depois CB/MTX/MA aumenta o volume mais do que MA, em 1h e 3h de teste, e apds
isso ambos aumentaram. Tanto MA como CB/MTX/MA ap6s 24h mostraram equilibrio

de intumescimento.
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O fato do grau de MA ser maior do que o de CB/MTX/MA a patrtir de 6h de
ensaio, pode ser explicado pela presenca do MTX, que provavelmente ndo tem
propriedade de intumescer como 0s outros materiais. Por outro lado, MA, que é
nitidamente o material mais intumescivel, devido a sua composicdo ser de
carboximetilcelulose (CMC) e a presenca do acido citrico (AC), tendo em vista que
CMC é um material superabsorvente, conforme descreve Lara (2019), quando entra
em contato com 4gua, CMC tem a capacidade de interagir com 0 meio expandindo
suas ligacbes através de reticulacbes absorvendo assim o meio em que esta em
contato.

Por fim, a capacidade de absor¢cdo de liquidos, nomeadamente
intumescimento, € de suma importancia para a regeneracao do tecido no local da
insercao, pois promove o processo de cicatrizacao e a posterior dissolucao para que
o farmaco seja entregue com boa biodisponibilidade. Para uma avaliacdo mais
detalhada o teste deve ser feito em periodos maiores, até estabelecer um grau

maximo de intumescimento e a completa dissolu¢cao dos materiais.

6.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A temperatura maxima de decomposicdo de um produto € um critério de
estabilidade térmica e a degradacdo térmica é afetada por fatores estruturais. A
analise termogravimétrica, que relaciona o percentual de massa com a temperatura,
em °C, foi realizada nos trés materiais puros: CB, MA e MTX, e nos materiais
combinados: membrana com farmaco (CB/MTX) e membrana com farmaco e
microagulhas (CB/MTX/MA). As perdas de massa relativas a cada evento foram
obtidas através de grafico no software OriginPro e encontram-se nas Figuras 22 e 23.

Para a amostra de celulose bacteriana pura (Figura 22a) inicialmente, foram
observadas temperaturas de degradacdo na faixa de 30°C a 230°C, que sao
atribuidas a evaporacdo da agua residual, com 5% de perda de massa, sendo
considerado pouco, pois a CB ja estava seca em estufa. JA no segundo estagio, em
temperaturas mais altas, em torno de 250°C a 380°C, houve uma perda de massa
maior, de 50,86%, caracteristica da decomposicéo térmica da celulose. Nesta fase
ocorre 0 processo de despolimerizacéo, desidratacdo e decomposicédo das unidades
de monossacarideos, seguida da formacéo de residuos de carbono, caracteristico da
celulose bacteriana (AMORIM, 2020; BARUD, 2010). No terceiro estagio, acima de
380 °C, houve a degradacéo termo-oxidativa (SASKA et al., 2011).
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A Figura 22b ilustra a curva termogravimétrica da microagulha preparada a
partir de carboximetilcelulose (CMC), acido citrico (AC) e celulose microcristalina
(CM). No primeiro estagio ocorre a perda de 11,59% de massa, entre 35 e 210°C,
relacionada & decomposicdo da porcdo inorganica (KUMAR et al., 2020). J4 no
segundo estagio de 210 a 330°C a perda € de 42,61%, caracteristica dos derivados
de CMC, que apresentam um grande perfil de degradacdo térmica nessa faixa
(PETTIGNANO; CHARLOT; FLEURY, 2019). Entre 330 e 450°C a massa perdida foi
de 6,87%, e por fim uma perda rapida de 30,83% de massa, podendo ser inerente a
reacao de pirdlise (KUMAR et al., 2020).

A Figura 22c mostra a curva termogravimeétrica caracteristica de MTX, que é
caracteristico pela perda inicial de 4gua de hidratagcdo com perda de massa de
10,75%. Ap6s a remocéao da agua de hidratacédo, forma-se o metotrexato anidro, que
apresenta uma boa estabilidade térmica no intervalo de temperatura de 127-194 °C,
que mostra uma constante (FULIAS et al., 2014). Logo apds € possivel observar um
segundo evento na curva de TGA com perda de massa de 34,73% e pico em 240°C,
e em seguida inicia sua decomposicdo com uma perda de massa de 47,65% e termina
em 660°C (GARCIA, 2014).

Figura 22 — Termogramas de (a) membrana pura de CB (b) microagulha (MA) (c) metotrexato (MTX)
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Fonte: A autora (2023).
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Para CB/MTX e para CB/MTX/MA o primeiro estagio foi atribuido ao teor de

agua livre, observado no intervalo de temperatura de 30 a 95°C, para a CB/MTX,
apresentando uma perda de massa igual a 6,53% e para CB/MTX/MA de 30 a 210°C,
com perda de massa de 14,12%. O segundo estagio, de 200 a 370°C com 16,33% de
perda em CB/MTX, e de 210 a 340°C com 39,58% de perda para CB/MTX/MA, que

pode ser atribuido a decomposicdo térmica do biomaterial para ambas as amostras

(Figura 23). Além disso, no estagio final ambas as amostras apresentam cerca de 12%

de perda, relacionadas a decomposicao dos materiais.

Massa (%)

Figura 23 — Termograma de (a) CB/MTX (b) CB/MTX/MA.
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6.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As amostras foram também analisadas por espetroscopia de infravermelho,
com o objetivo de identificar o MTX incorporado nos materiais. As Figuras 24 e 25
mostram 0s espectros representativos da CB, MA e MTX e dos materiais incorporados

CB/MTX e CB/MTX/MA.
Figura 24 - Espectros FTIR da celulose (CB), microagulha (MA) e metotrexato (MTX).
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Fonte: A autora (2023).

A membrana de celulose bacteriana (CB) exibiu picos de absorcao, conforme
mostra a Figura 24, em 3340 cm™ atribuido ao grupo —OH, e em 2920 cm™ atribuido
ao estiramento C-H, o pico em 2847 cm™ pode ser atribuido ao alongamento C-H,
que pode ser ainda apresentado por varios picos em 1428 cm™, representando as
vibracdes de flexdo de CH. A banda em 1652 cm™ ¢ atribuida ao grupo carbonila
presente na celulose bacteriana, em 1160 cm™, 1100 cm™ e em 1025 cm™
representam a estrutura polissacaridica da CB (WAHID et al., 2019).

O espectro FTIR de microagulha (MA) (Figura 24) exibiu a banda observada

em 3340 cm™ relacionada ao alongamento do O-H, e em 2925 cm™ ao alongamento
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do CH2, bandas préoximas a 1590 cm™ de absorcdo, que sdo atribuidas ao
alongamento do grupo carboxila, a banda em 1414 cm™ é relacionada a ligagdo —CHz,
e a ligacdo OH, que se estende até no plano em 1320 cm™. E a banda 1020 cm™
corresponde ao alongamento do grupo éter carboximetilado (FONTES et al., 2018),
proveniente do composto principal da microagulha, carboximetilceluloxe (CMC).
Ainda, conforme esté descrito na literatura a coexisténcia de carboxilatos (bandas nos
1590 cm™, 1414 cm™ e 1320 cm™) e de &cidos carboxilicos (bandas nos 1720 cm™
e 1260 cm™) ocorre devido a substituicdo do Na* por H* nas cadeias do CMC durante
a acidificacao promovida pelo &cido citrico (AC) (PEREIRA, 2019).

O espectro do metotrexato (Figura 24) apresenta as seguintes bandas: uma
banda cerca de 1640 cm™ correspondente ao C=0 também caracteriza o acido
presente na molécula. O anel aromético (C=C) caracteriza-se por trés bandas
aparentes, cerca de 1600 cm™, 1540 cm™ e 1490 cm™. O &cido carboxilico presente
na composicao e o grupamento O-H pode ser caracterizado entre as bandas de 2900
- 3200 cm™. Porém, conforme (GARCIA, 2014) explica em seu trabalho, as aminas
possuem picos em cerca de 3300-3400 cm™, e por isso, nesse caso, o FTIR ndo é a
melhor técnica para identifica-la, pois a banda larga caracteristica do acido pode néao

deixar o pico da amina distinto (GARCIA, 2014; RUDNIK et al., 2020).
Figura 25 - Espectros FTIR de CB/MTX e CB/MTX/MA.
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O espectro FTIR da membrana com farmaco (CB/MTX) apresenta picos de
absorcao caracteristicos da celulose (CB) e do metotrexato (MTX), comprovando a
incorporacdo do farmaco na membrana de celulose bacteriana. Na Tabela 3 estdo
apresentadas as principais atribuigcdes relativas a CB/MTX. E mesmo que 0 processo
de producao do material (CB/MTX) seja novo, as interacdes podem ser confirmadas
pelas bandas presentes, relacionados a cada material, como mostram (WAHID et al.,
2019) sobre CB e (GARCIA, 2014) sobre MTX.

Tabela 3 - Atribuicdes das bandas caracteristicas no espectro de FTIR de CB/MTX.

Namero de onda (cm™) Atribuicdes

3350 grupo -OH

2920 estiramento C-H

2850 alongamento C-H

1640 ligacdo C=0 do MTX

1600 anel aroméatico (C=C) do MTX

1160, 1100 e 1025 Vibracdes caracteristicos da estrutura de

polissacarideo de CB

Fonte: A autora (2023).

O espectro FTIR de CB/MTX/MA apresenta as mesmas bandas da membrana
com o farmaco (CB/MTX), porém com bandas adicionais presentes, referentes aos
compostos da microagulha (MA), presente no sistema. Na Tabela 4 estédo
apresentados as principais atribuicées relativas a CB/MTX/MA Como nas bandas
1590 cm, que é atribuida ao alongamento carboxila, a banda observada em 1414
cm™ é relacionada a ligacdo —CHz, e a ligacdo OH, que se estende até no plano em
1320 cm™, e a banda 1020 cm™ corresponde ao alongamento do grupo éter
carboximetilado (FONTES et al., 2018; PEREIRA, 2019). Portanto, comprovando a
presenca dos compostos no sistema dos trés materiais, celulose, metotrexato e as

microagulhas produzidas com carboximetilcelulose (CMC).
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Tabela 4 - Atribuicdes das bandas caracteristicas no espectro de FTIR do sistema CB/MTX/MA.

Nimero de onda (cm™) Atribuicdes

3350 grupo -OH

2920 estiramento C-H

2850 alongamento C-H

1640 ligacdo C=0 do MTX

1600 anel aromatico (C=C) do MTX

1160, 1100 e 1025 Vibragdes caracteristicos da estrutura de
polissacarideo de CB

1590 alongamento do grupo carboxila

1414 e 1320 ligagdo —CHz e a ligacdo OH

1020 alongamento do grupo éter carboximetilado de MA

Fonte: A autora (2023).
6.7 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

Para confirmacédo da estrutura cristalina, os difratogramas de raios X das amostras
de celulose bacteriana pura (CB), metotrexato puro (MTX) e a membrana com farmaco
incorporado (CB/MTX) estdo ilustradas na Figura 26, bem como os valores
correspondentes a cristalinidade estédo copilados na Tabela 5. Desse modo, a analise
de DRX foi realizada com o objetivo de verificar a cristalinidade, dos precursores (CB
purae MTX puro) e de CB/MTX, para assim identificar a presenca do MTX incorporado
na membrana. Entretanto, os materiais com microagulhas presentes nao foram
avaliados por essa técnica, pois sdo materiais completamente amorfos segundo
(PEREIRA, 2019), e como o objetivo do DRX consiste na verificacdo do material

cristalino presente através do pico caracteristico, seria inviavel para as MAs.
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Figura 26 — Difratogramas de membrana de celulose bacteriana pura (CB), metotrexato (MTX) e

membrana de celulose com metotrexato (CB/MTX).
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Fonte: A autora (2023).

O difratograma de raios X do MTX apresentou picos de cristalinidade de maior
intensidade na regido de 9° a 28°. Essa regido de maior intensidade esta relacionada
ao tipo de estrutura do cristal de farmaco, tendo em vista que o MTX apresenta
polimorfismo, todavia, pode-se observar outros difratogramas tipicos de acordo com
0s niveis de organizacdo de suas moléculas e estrutura formada (BONI, 2017). Ainda,
segundo Rudnik et al., (2020) e (GARCIA, 2014) os picos em 26=9,16°, 12,8°, 19,42°
e 26,74°, e outros de menor intensidade, mostrando a cristalinidade caracteristica do
MTX. Os resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por Garcia
(2014). Ao analisar o difratograma de raios-X para o MTX puro, diferentes picos de
cristalinidade sdo observados e isso indica a natureza cristalina do farmaco, com
87,39% de cristalinidade (Tabela 5) (DHANKA; SHETTY; SRIVASTAVA, 2018).

Tabela 5 - Percentual de cristalinidade da membrana pura (CB), do MTX puro e da membrana com
MTX (CB/MTX).

Amostra Cristalinidade (%)
CB 53,77
MTX 87,39
CB/MTX 72,81

Fonte: A autora (2023).
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Ja a celulose bacteriana (CB) é um biopolimero semicristalino, de forma que duas
fases cristalinas estdo presentes em sua estrutura: la e IB, referentes as estruturas
triclinica e monoclinica, respectivamente (AIRES et al., 2018). Para confirmacéo
dessa estrutura, os difratogramas de raios X das amostras de celulose bacteriana
apos trituradas e secas estéo ilustradas na Figura 26, onde € possivel observar os
picos caracteristicos nos angulos em torno de 14° e 22°, 0os quais equivalem aos
planos (-1 1 0) e (2 0 0), respectivamente. E por fim, a CB apresentou cristalinidade
de acordo com a literatura, de 53,77% (ZAPAROLLI, 2015).

Por fim, na Figura 26 é mostrado, ainda, o difratograma de CB/MTX, onde os dois
picos caracteristicos da CB séo observados com clareza e apenas um pico do MTX é
evidenciado. Contudo, mesmo que o processo de trituracdo desordene as fibras na
estrutura semicristalina da CB, durante o resfriamento as cadeias que séo aleatérias
e entrelacadas tendem a adquirir uma configuracdo ordenada, portanto, aumenta a
cristalinidade do material e para que isso ocorra, deve ser dado tempo suficiente para
que as cadeias se movam e se alinhem umas com as outras (CALLISTER JR,;
RETHWISCH, 2013). Portanto, durante o processo de secagem as fibras se
reorganizam e voltam a sua estrutura semicristalina, mesmo que apresente 72,81%
de cristalinidade, que pode ser atribuido a natureza cristalina do MTX e semicristalina
da CB. Portanto, mesmo que 0s picos mais aparentes do DRX sejam da CB, o MTX
esta presente, sendo possivel a comprovacao por outras técnicas de caracterizacao
efetuadas, como MEV e FTIR.

6.8 TESTE MECANICO DE MICROAGULHAS

Para transportar o MTX através da pele, as MAs precisam ser resistentes
mecanicamente para perfurar o estrato cérneo, sem que dobrem ou quebrem antes
do processo. De modo que, sera por meio dos canais formados pelas MAs que 0 MTX
da membrana CB/MTX ira permear. A resisténcia mecanica da MAs pode ser afetada
por varios fatores, como o raio da ponta, composicdo do material, geometria,
propor¢ao, etc (DU et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Tendo isso em vista, testes
mecanicos de carater qualitativo foram realizados, primeiro com Parafilm M®, onde as
MAs foram inseridas em camadas formadas desse filme e observada por microscopio

otico (Figuras 27 e 28) e posteriormente com pele de porco (secdo subsequente).
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Figura 27 — Imagem microscépica de Parafilm M® apds insercéo das microagulhas na primeira camada
com ampliacdes de (a) 1,0x (b) 1,5x (c) 2,0x (d) 3,0x.

Fonte: A autora (2023).

Figura 28 — Parafilm M® ap0s inser¢do das microagulhas com ampliagdes de 1,0x das camadas (a)

segunda (b) terceira (c) quarta.

Fonte: A autora (2023).

A observacdo das camadas de Parafilm M® por microscépio revelou que as
amostras tém capacidade de penetrar a barreira formada, até a quarta camada. Na
primeira camada (Figura 27) 27 furos foram contados, na segunda, terceira e quarta

foram contados 19, 6 e 5, respectivamente, conforme mostra a Figura 28.

Entretanto, conforme descrevem (ZHANG et al., 2021) o método de contagem de
furos é simples e intuitivo, mas é inevitavel que existam alguns erros humanos, como
erros de visualizagdo de furos, por isso que é necessario um teste complementar,

como no caso da insercao na pele de porco.

6.9 INSERCAO DE MICROAGULHAS NA PELE DE PORCO
A capacidade de penetracdo das microagulhas (MAs), geralmente, é julgada
observando as alteragbes morfoldgicas das MAs ou os orificios na pele apds serem

inseridas na pele. Alguns experimentos usaram membranas artificiais em vez de pele
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para testar o desempenho de insercéo de MAs, outros inseriram MAs ha pele do porco
e tingiram a pele do porco com corantes diversos, desde azul de metileno, violeta de
metila e vermelho do congo para avaliar o desempenho da puncao das MAs (ZHANG
et al., 2021).

A insercdo da pele foi avaliada apdés a penetracdo manual do sistema
CB/MTX/MA na pele de porco e, apds a remocdo, corante vermelho do congo foi
depositado na superficie e foram observados poros correspondentes ao local de
insercao (Figura 29). Como analise qualitativa, a insercdo da matriz de microagulha
na pele teve como objetivo avaliar a capacidade de penetracdo na pele para vencer a
barreira do estrato cérneo e calcular a eficacia de penetragao, visto que o metotrexato
sera entregue através dos microcanais formados, conforme (NGUYEN et al., 2018),
gue descreveram que esta observacao indica uma excelente eficiéncia de penetracéo

das microagulhas na pele humana.

Figura 29 - Microcanais criados em pele de porco (a) pele néo tratada (b) pele tratada com

microagulhas e corante vermelho do congo.

a)

Fonte: A autora (2023).

Uma imagem da pele de porco apds o tingimento € mostrada na Figura 29,
onde pode ser observado que a pele apresentou 32 furos, tendo em vista que a matriz
apresenta 36 agullhas (6x6), portanto com uma eficacia de penetracdo de 88,9%.
Logo, esses resultados confirmam a capacidade de inser¢cdo de CB/MTX/MA e a
criagdo de vias para permitir a entrega de moléculas ativas com sucesso, superando

a barreira do estrato cérneo e atingindo a derme.
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6.10 ANALISE DE CITOTOXICIDADE

O teste de toxicologia in vitro foi realizado a fim de avaliar se as membranas de
celulose produzidas apresentam toxicidade para o crescimento celular provocando
alguma alteragcdo ou morte, além da influéncia da adicdo de MTX. O ensaio foi
realizado em triplicata por material e a viabilidade celular em todas as amostras foi
medida por ensaio de MTT baseado na absorcéo Optica.

N&o obstante, o ensaio foi realizado para as amostras de MA e o para sistema
CB/MTX/MA. Todavia, as microagulhas dissolveram, como era esperado, mas isso
deixou o0 meio turvo e interferiu na leitura, portanto, nesse caso nao foi possivel avaliar
a biocompatibilidade dessas amostras. Contudo, conforme (PEREIRA, 2019)
demonstrou, microagulhas de CMC, apresentaram viabilidade celular, cerca de 95%,
demonstrando que as MAs ndo sao citotoxicas. A Figura 30 apresenta o gréafico de
viabilidade celular para as amostras de CB e CB/MTX, além do controle, que séo as

células Vero sem material adicionado.

Figura 30 - Viabilidade celular das células Vero nas membranas de celulose pura (CB pura) e com
metotrexato (CB/MTX).
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Fonte: A autora (2023).



71

Conforme observado na Figura 30 os materiais produzidos CB e CB/MTX né&o
tiveram impacto negativo, sendo a viabilidade celular muito acima do percentual de
potencial citotéxico. De modo que, conforme a norma ISO 10993-12 se a viabilidade
celular for reduzida para valores inferiores a 70% o material apresenta potencial
citotoxico. Dessa forma, pode-se inferir que os biomateriais desenvolvidos nao
demonstram toxicidade.

As amostras de CB pura apresentaram um percentual de 123,187 = 2,3% de
viabilidade celular e as amostras com MTX um percentual de 111,367 + 5,8%. Dessa
forma, foi observado que a incorporacédo de MTX na matriz de celulose influenciou em
um pequeno aumento do potencial citotoxico do material, de 11,87%, que pode ser
justificada pela presenca dos principais metabdlitos do MTX, os poliglutamatos, que
podem ser retidos nos tecidos pela formacéo de cadeias de poliglutamatos e, desse
modo, contribuem para a acao farmacoldgica ou toxica nas células apos exposicao ao
MTX (BARBISAN, 2014). Por conseguinte, ambos os materiais (CB e CB/MTX) nao
sdo citotoxicos para as células Vero, o que indica que sdo adequados para fins de
aplicacdes biomédicas.

6.11 DETERMINACAO DA LIBERACAO DE MTX NA CB

O objetivo para validar um método analitico € garantir a seguranca e a
reprodutibilidade da técnica, no qual o valor de amostragem esta proximo ao valor
verdadeiro (padréo) e para isso devem ser realizados distintos testes. A Figura 31
mostra o espectro de absor¢do do MTX entre 200 e 600nm, com distintos picos de
maxima absorcdo em diferentes comprimentos de onda, porém os picos de
comprimentos de onda mais baixos e mais altos, geralmente, sofrem interferéncias,
por isso ndo convém que sejam selecionados. Portanto, o comprimento de onda de
maxima absorcdo mais adequado para ser utilizado na andlise quantitativa do MTX foi
0 de 304nm (GARCIA, 2014).
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Figura 31 - Espectro de absorcdo do MTX em UV-Vis, concentracdo de 25 pug.mL1, tampao fosfato
monobdasico 0,1mol.L1, pH 7,4.
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Fonte: A autora (2023).

A Figura 32 exibe a curva analitica de absorbancia em funcdo da concentracéo
de MTX e apresenta equacao da reta: y = 0,1075x - 0,0134 e R2=0,998. A linearidade
foi verificada com solucdes padréo de metotrexato na faixa de concentragéao de 0,2-
2,2 ug.mL*. A curva padrao foi analisada por regresséo linear da absorbancia versus

concentracao de metotrexato.

Figura 32 - Curva padrao de solugdes de MTX, com concentragdes de 0,2 e 2,2 ug.mL-1.
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Fonte: A autora (2023).
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De acordo com a literatura (BRASIL, 2003), o coeficiente de correlacdo R2 =
0,998 encontra-se dentro dos limites estabelecidos e pode-se concluir que o0 método

é considerado linear dentro da faixa de concentragdo de 0,2 e 2,2 ug.mL™2.

6.12 LIBERACAO IN VITRO DE MTX INCORPORADO NA CB

Os ensaios de liberagéo in vitro foram realizados em PBS (pH 7,4) durante
120h, para investigar o perfil de liberagdo do metotrexato (MTX) do sistema
CB/MTX/MA e obter uma compreenséo sobre sua capacidade de entrega. O MTX foi

liberado de forma dependente do tempo, como mostra a Figura 33 e a Tabela 6.

Figura 33 - Perfil de liberagéo do metotrexato no sistema CB/MTX/MA e seus respectivos desvios

padréo.
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Fonte: A autora (2023).

Uma liberacgdo inicial de farmaco com perfil gradual pode ser observada, e isso
pode ser atribuido ao comportamento de intumescimento dos materiais do sistema,
principalmente das microagulhas, que apresentam alto grau de intumescimento em
pouco tempo, contribuindo para a retencdo do farmaco na pele e assim retardar o

processo de permeacéao (DU et al., 2019).
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Tabela 6 — Quantidade de MTX liberado em func&o do tempo e seus respectivos desvios padréo.

Tempo (h) Liberacdo de MTX (%) no sistema
CB/MTX/MA
0,5 5,1+5,0
1 7,2+3,5
2 11,2+4,0
4 15,3+29
6 24,3+ 3,2
8 29,9+25
10 34,3+3,9
12 39,5+5,8
24 73,6 +3,5
48 84,8+ 4,2
72 88,1+5,3
96 90,6 +2,5
120 90,7 £ 3,2

Fonte: A autora (2023).

O sistema apresenta desempenho ideal de liberacéo sustentada, visto que em
8h quase 30% do farmaco foi disponibilizado no meio. Entre 12 e 24 horas a taxa
quase dobrou, de 39,52 +5,8% para 73,65 + 3,5%, que pode ser atribuido a dissolucao
das microagulhas (MA) e provavelmente ao intumescimento da CB e provavel
liberacdo do MTX do sistema CB/MTX/MA, que ao serem dissolvidas aumentam o
tamanho dos poros, tendo em vista que, conforme Wang e Yan (2017) explicam, a
taxa de difusdo de MTX livre em poros maiores é maior do que em poros menores e,
portanto, o MTX dessorvido pode se difundir mais rapidamente de poros maiores para

meios de liberacdo em massa do que de poros menores.

Posteriormente, apos 48h, a taxa de liberacdo tornou-se progressivamente
mais lenta, mantendo-se quase inalterada. Finalmente, a quantidade cumulativa nao
foi alterada significativamente ap6s 96h, com a porcentagem final por volta de 90%.
Por fim, a quantidade maxima do farmaco foi liberada do sistema em 120 horas,

guando n&do houve mais alteracdes e o sistema foi dissolvido pelo meio.
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7 PERSPECTIVAS
Como perspectivas, pode-se realizar a continuacdo do estudo de CB/MTX e

CB/MTX/MA e com outros métodos e outros testes, como:

o Produzir microagulhas com metotrexato incorporado;

o Produzir moldes e microagulhas em tamanhos e geometria reduzidos;

o Fazer testes mecanicos de forma quantitativa, como compressao mecanica;

o Realizar testes in vivo em camundongos;

o Realizar testes com Células T com o sistema CB/MTX/MA, para avaliar a

proliferacdo das células, visto que se espera que 0 metotrexato iniba o crescimento

desse tipo de célula, pois é a responsavel pelo desencadeamento da psoriase.
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8 CONCLUSAO

Neste trabalho pode-se inferir que a incorporacdo de MTX em CB/MTX e em
CB/MTX/MA foi confirmada a partir dos resultados obtidos. No MEV foi observado a
diferenga superficial na microestrutura de CB com a presenca de MTX, além da

mudanca de coloracdo observada por microscopia optica.

Pelo DRX, CB/MTX mostrou cristalinidade intermediaria dos dois materiais, bem
CcOmMo 0s principais picos caracteristicos, como era esperado. CB e MA mostraram alto
grau de intumescimento quando comparados a CB/MTX e CB/MTX/MA, que
mostraram menor grau de intumescimento, relacionados a presenca do farmaco em
ambos, que reduz essa propriedade. MAs apresentaram estrutura com pontas afiadas,
base resistente e espacamento entre as agulhas conforme o esperado.

Os testes mecanicos, mesmo que de maneira qualitativa, indicaram que as MAs
penetraram com sucesso na barreira simulada. Tendo em vista que apds a remoc¢ao
das MAs, uma matriz de microporos no filme e na pele foram observados, excelente

para que o MTX seja transportado da membrana pelos canais até a epiderme.

As curvas termogravimétricas de CB/MTX e CB/MTX/MA demonstraram que
houve uma diminuicéo de estabilidade térmica apds a adicdo de MA, pois em CB/MTX
a estabilidade térmica é maior, e em CB/MTX/MA a curva se mostra mais instavel a

partir do segundo estagio, por volta de 200°C, pela presenca de MN na composicao.

Ainda, a andlise citotoxica demonstrou que néo ha toxicidade para CB e CB/MTX,
indicando que podem ser utilizados em aplicacbes biomédicas, pois apresentam

viabilidade celular acima do esperado, por volta de 123 e 111%, respectivamente.

A incorporacdo do MTX em CB foi confirmada, também, através do teste de
liberacdo in vitro que mostrou liberacdo gradual inicialmente e desempenho de
liberacdo sustentada, ou seja, 0 MTX foi liberado de modo gradativo. E ainda, apos
24h quase 73% do farmaco incorporado na CB foi liberado, indicando um 6étimo

sistema para entrega via transdérmica.

Dessa forma, CB/MTX/MA demonstrou ser promissor para aplicacdo no setor
biomédico como biomaterial para liberacdo de metotrexato no tratamento de doencas

dermatoldgicas.
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