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1. INTRODUCAO

A celulose € um dos polimeros naturais mais importantes, uma matéria-
prima quase inesgotavel. Fibras de celulose com tamanhos na ordem dos
nanometros sao materiais com caracteristicas Unicas e potencialmente Uteis
(KLEMM et al., 2011).

A celulose é abundante na natureza e pode ser obtida a partir de diversas
fontes, tais como: madeira, algodao, canhamo, linho, juta (ALILA et al., 2013) e
também a partir de algas e bactérias (KLEMM et al., 2005). A celulose e seus
derivados tém boa biocompatibilidade e, por isso, séo utilizados em materiais para
aplicagdes médicas (TOMMILA et al. 2013).

E crescente a necessidade por materiais funcionais. Neste sentido, a
celulose, devido suas propriedades, vem sendo estudada para aplicacdes
biomédicas tanto como sistema de entrega de farmacos e como sistema
antimicrobiano (SAINI et al., 2015).

Neste trabalho foram obtidos nanocristais de celulose a partir de linho por
meio de uma hidrélise acida auxiliada por ultrassom. Nestes nanocristais em
solucdo foram adicionados trés concentracbes de farmaco para posterior
avaliacdo como biomaterial. O farmaco escolhido foi a clorexidina, um agente
antimicrobiano com amplo espectro de atividade.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiais

O linho (Linus usitatisimum) foi fornecido pela Artic Fiber Company Ltda.
(Finland), o &cido sulfurico foi adquirido da Panreac. Os outros reagentes
empregados foram adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacdes.

2.2 Obtencéao dos Nanocristais de Celulose

A deslignificacdo do linho foi realizada como descrito previamente por
ROBLES et al. (2015). Na hidrdlise acida da celulose branqueada foi utilizada
uma solucdo de 10,2 M de acido sulfarico na propor¢cdo de uma grama de
celulose para 20mL de solucdo. A hidrolise foi realizada em banho de ultrassom
(Elmasonic EIma S 70 H) a temperatura de 50°C por 45 minutos. A reacéao foi
interrompida com agua destilada (1:3 v/v), sendo a fracdo nao hidrolisada
separada com funil de vidro e a fracao filtrada centrifugada trés vezes a 8000 rpm
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durante 10 minutos. Posteriormente, 0os nanocristais passaram por didlise até pH
neutro.

2.3 Obtencdo da Membrana de Nanocristais de Celulose com Farmaco

Trés concentracdes diferentes de CHX foram usadas para produzir as
membranas. A fracdo de CHX (0,015 g ou 0.0015g ou 0.00015g) foi dissolvida em
DMSO e, em seguida, adicionou-se 10 mL de solugédo de nanocristais e manteve-
se esta mistura em agitacdo e aquecimento (50°C) durante 3 horas. Entdo, a
solucdo foi vertida em prato de aluminio e levada para estufa a 50°C durante 20
horas.

2.4 Caracterizacoes

Microscopia de Forga Atdmica

As imagens de microscopia de forca atdmica foram obtidas operando em
modo de contato intermitente com um NanoScope llla, Multimode TM-AFM da
Digital Instruments-Veeco. Para se obter resultados representativos, diferentes
regides das amostras foram verificadas.

Atividade Antimicrobiana

Para avaliar o efeito antimicrobiano foi realizado o teste de contato direto
modificado de acordo com ZHANG et al. (2009). A estirpe bacteriana utilizada foi
Staphylococcus aureus ATCC 19095 e apos periodo de incubacéo, as unidades
formadoras de colénias (CFU / ml) foram contadas.

Determinacéo do perfil de liberagcéo in vitro da clorexidina

A absorvancia foi medida usando um espectrofotdmetro UV-vis V-630 (Jasco
Inc.). Um varrimento inicial foi realizado para determinar o comprimento de onda
em que as leituras seriam realizadas e comprimento de onda de 360 nm foi
selecionado. Em seguida, foram realizadas varias diluicdes, obtendo diferentes
concentragdes. Estas solucdes de diferentes concentragcfes foram entdo levadas
para o espectrofotobmetro a 360nm de comprimento de onda. Foi conhecido, em
seguida, a absorvancia das solu¢cbes de concentragcdes variadas e entdo
desenvolvida a curva de calibragdo. As membranas foram pesados (0.0030g para
cada amostra) e colocadas num recipiente de vidro contendo 10 mL de solucao
tampéo PBS (pH 7). As leituras foras realizadas a cada meia hora durante quatro
horas e, em seguida, as leituras foram feitas em 24 e 48 horas. Os experimentos
foram realizados em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia de Forga Atdmica

Na figura 1 observam-se as superficies das membranas de nanocristais de
celulose com clorexidina (membranas CNC-CHX). A homogeneidade das
membranas € observada nas diferentes concentracdes de clorexidina, além da
orientacao aleatéria das particulas.

0.0 . 50uym 00 SOpm 0.0 50
Figura 1. Imagens de microscopia de forca atbmica das membranas, da
esquerda para direita: CNC+0,015g CHX, CNC+0,0015g CHX e CNC+0,000159g
CHX.
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Também foi realizada a determinacdo da rugosidade superficial das
membranas. O comportamento observado quanto a rugosidade foi o esperado, a
medida que a quantidade de droga adicionada diminui, os valores de rugosidade
também diminuem. Os valores de rugosidade estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Rugosidades superficiais das membranas.

Amostra Rugosidade*
CNC + 0.015 g CHX 44,85
CNC + 0.0015 g CHX 28
CNC + 0.00015 g CHX 5,87

*A rugosidade (RMS) das membranas foi avaliada em uma area de 25nm?
em diferentes locais da amostra.

3.2 Atividade Antimicrobiana

A capacidade das membranas CNC-CHX em inibir o crescimento das
bactérias foi avaliado para Staphylococcus aureus. A membrana CNC sem droga
foi usada como controle. Os resultados de inibicdo de crescimento do
Staphylococcus aureus ATCC 19095 sédo apresentadas na figura 2. A membrana
CNC + CHX 0,015 g inibiu totalmente o crescimento bacteriano em 1 hora e 24
horas. Além disso, houve uma diminuicdo na inibicdo do crescimento de bactérias
de acordo com a diminui¢cdo da concentracao de farmaco utilizada.
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Figura 2. Sobrevivéncia de S. aureus ATCC 19095 depois do teste de
contato direto modificado. Diferentes letras maiusculas representam diferencas
estatisticamente significativas no grupo e diferentes letras minasculas
representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

3.3 Determinacgéo do perfil de liberacé&o in vitro da clorexidina

Na figura 3 observa-se a liberagdo do farmaco em fungdo do tempo. Um
comportamento similar ocorreu na liberacdo das trés concentracdes de farmaco
testadas. A liberacdo é mantida durante as 48 horas avaliadas, mesmo nas
menores quantidades de farmaco.
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Figura 3. Perfil de liberagcéo de 0 a 48hs e em destaque os primeiros 250

min. B
4. CONCLUSOES

Neste trabalho, nanocristais de celulose obtidos por hidrolise auxiliada por
ultrassom foram avaliados como biomaterial através da insercdo de diferentes
cquantidades de droga. A metodologia de obtencdo das membranas se mostrou
simples e eficiente. A inser¢cdo de 0,015g de clorexidina na membrana de
nanocristais de celulose inibiu totalmente o crescimento bacteriano
(Staphylococcus aureus). O ensaio de liberagcdo do farmaco demonstrou que a
entrega da clorexidina ao meio avaliado é gradativa.
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