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RESUMO

Biomateriais nanoestruturados sdo de grande relevancia para a ciéncia dos materiais e para a
nanomedicina para o desenvolvimento de aplicagdes médicas inovadoras. Esses materiais
fornecem uma plataforma versatil para engenharia de tecidos, medicina regenerativa e
administracdo de farmacos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver compoésitos
nanoestruturados hibridos baseados em polissacarideos de fontes vegetais de baixo valor
agregado para serem aplicados no carreamento e liberacdo local de oncoalixona A (OncoA).
Compositos porosos nanoestruturados foram produzidos por liofilizagdo utilizando matriz
polimérica reticulada a partir de nanofibrilas de celulose de Calotropis procera (algodao de
seda) e amido quaternizado de Spondias purpurea L. (ciriguela). As nanofibrilas de celulose,
obtidas por hidrolise 4cida e tratamento ultrassonico, apresentaram didmetro de 29,4 nm e
comprimento de 0,65 um, cristalinidade de 63,9% e um potencial { de —30,8 mV. O amido
catidnico apresentou potencial { de +23,0 mV, percentual de nitrogénio de 0,52% e grau de
substitui¢do (GS) de 0,065. Paralelamente, nanocarreadores mesoporosos de silica foram
sintetizados em formato esférico com raio hidrodindmico de 527,9 nm e tamanho de poro de
2,96 nm. A partir do método de equilibrio de adsor¢ao, as nanoesferas ocas de silica mesoporosa
(NOSM) apresentaram adsor¢do de 26,07+1,36% para OncoA. Ainda, as NOSM carreadas com
OncoA (NOSM@OncoA), foram incorporadas nos compoésitos porosos com diferentes
propor¢des da matriz polimérica reticulada, os quais apresentaram percentual de reticulacdo
entre 8,8 € 24,1% e porosidade de 19,8 a 25,6%. Ensaios in vivo utilizando modelo de Zebrafish
mostraram que OncoA nanocarreada ndo apresentou toxicidade aguda nas concentragdes
testadas. Os compdsitos porosos mostraram um perfil de libera¢ao controlada com burst inicial
de 20-25% de OncoA liberada nas primeiras 12 horas. Os perfis de liberacdo dos compodsitos
foram melhor ajustados ao modelo de Higuchi e Korsmeyer-Peppas, indicando um mecanismo
de associagao entre difusdo e super caso de transporte II. Assim, os resultados preliminares
sugerem que a arquitetura dos compdsitos nanoestruturados incorporados com NOSM@OncoA
pode ser suscetivel a aplicagdo como implantes 6sseos para carreamento e liberagdo local, além

de fornecer estrutura biocompativel para regeneragao tecidual.

Palavras-chave: nanofibrilas de celulose de Calotropis procera; ciriguela; ciumeira;

nanoesferas de silica; compositos porosos; oncocalixona A.



ABSTRACT

Nanostructured biomaterials are highly relevant to materials science and nanomedicine for the
development of innovative medical applications. These materials provide a versatile platform
for tissue engineering, regenerative medicine and drug delivery. The aim of this work was to
develop hybrid nanostructured composites based on polysaccharides from low value-added
plant sources to be applied to the local loading and release of oncocalyxone A (OncoA).
Nanostructured porous composites were produced by freeze-drying using a cross-linked
polymer matrix based on cellulose nanofibrils from Calotropis procera (ciumeira) and
quaternized starch from Spondias purpurea L. (ciriguela). The cellulose nanofibrils, obtained
by acid hydrolysis and ultrasonic treatment, had a diameter of 29.4 nm and a length of 0.65 pm,
crystallinity of 63.9% and a { potential of -30.8 mV. The cationic starch had a C potential of
+23.0 mV, a nitrogen percentage of 0.52% and a degree of substitution (GS) of 0.065. At the
same time, mesoporous silica nanocarriers were synthesized in a spherical shape with a
hydrodynamic radius of 527.9 nm and a pore size of 2.96 nm. Using the adsorption equilibrium
method, the hollow mesoporous silica nanospheres (NOSM) showed adsorption 0f26.07 = 1.36%
for OncoA. In addition, NOSM loaded with OncoA (NOSM@OncoA) were incorporated into
porous composites with different proportions of the crosslinked polymer matrix, which showed
a crosslinking percentage of between 8.8 and 24.1% and porosity of between 19.8 and 25.6%.
In vivo tests using a zebrafish model showed that nanocarried OncoA did not present acute
toxicity at the concentrations tested. The porous composites showed a controlled release profile
with an initial burst of 20-25% of OncoA released in the first 12 h. The release profiles of the
composites were best fitted to the Higuchi and Korsmeyer-Peppas model, indicating a
mechanism of association between diffusion and super-case II transport. Thus, the preliminary
results suggest that the architecture of nanostructured composites incorporated with
NOSM@OncoA may be susceptible to application as bone implants for local loading and

release, as well as providing a biocompatible structure for tissue regeneration.

Key-words: cellulose nanofibrils from Calotropis procera; ciriguela; ciumeira; silica

nanospheres; porous composites; oncocalyxone A.
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CAPITULO I
1. INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1 Introducao

Os recentes avangos da nanotecnologia tém impulsionado o desenvolvimento de
diversos materiais em nanoescala com aplicagdes em diversas areas, como engenharia de
materiais, indUstria alimenticia, farmacoldgica e nanomédica. No campo médico e
farmacologico, a nanotecnologia tem buscado uma maior eficiéncia na liberacao de farmacos,
bem como estratégias de diagndstico, tratamento e mimetizacao de sistemas biologicos (CAI et
al., 2017; CALDONAZO et al., 2021). Nas ultimas décadas, tem havido uma demanda
crescente por estratégias para o cuidado da saude humana, devido a maior longevidade da
populagdo mundial prevista para os proximos anos. Nesse contexto, a nanomedicina tem
ganhado importancia devido ao esperado aumento na incidéncia de doencgas cardiovasculares,
neurodegenerativas e diversos tipos de cancer, geralmente mais incidentes com uma maior
longevidade humana. Essa ciéncia médica busca, por meio da nanotecnologia, novas estratégias
de diagndstico e tratamento de doencas com maior eficiéncia terapéutica, apresentar métodos
menos invasivos e apresentar uma maior taxa de sucesso no tratamento (MARIADOSS et al.,
2020; MOZAFARINIA et al., 2021; RAHBAR et al., 2020).

Diferentes estratégias de liberagdo de farmacos podem utilizar biomateriais
nanoestruturados para permitir uma liberagdo controlada, mantendo assim a concentragdo do
farmaco na faixa terapéutica. Biomateriais nanoestruturados para liberagdo de farmacos
utilizam principalmente arquiteturas como nanocépsulas, nanoparticulas, hidrogéis, nanotubos,
nanoemulsdes e nanocompositos. A viabilidade de produgdo e aplicacdo desses nanomateriais
também esta associada ao baixo custo de obtencdo, bem como a auséncia de efeitos adversos
no organismo (RAHBAR et al., 2020; REBOUCAS et al., 2022; SOUSA et al., 2021; SUFI-
MARAGHEH et al., 2020; ZAWANI; FAUZI, 2021). Assim, a utilizagao de biomassas de baixo
custo, renovaveis, biodegradaveis e ndo tdxicas torna-se vantajosa devido a reducgao dos custos
de produc¢do e de uma maior biocompatibilidade.

Biomacromoléculas como polissacarideos (amido, quitina, celulose, alginato), lipidios
(6leos e ceras) e proteinas (gelatinas e colagenos) sdao materiais vantajosos na produgdo de
sistemas em nanoescala devido a sua disponibilidade natural e também as propriedades fisicas
e quimicas biocompativeis (LAUBACH et al., 2021; LI et al., 2022). Além disso, possuem

grupos funcionais (hidroxila, amina e carboxila) que possibilitam a modificagdo quimica e a
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grafitizagdo de novos grupos quimicos e moléculas que aumentem a versatilidade das
aplicagdes. Esses biopolimeros também podem atuar como matriz polimérica em compositos
aplicados em engenharia de tecidos, bem como biocurativos e na liberagdo de farmacos
(CHALITANGKOON; WONGKITTISIN; MONVISADE, 2020; MENG et al., 2020; SUFI-
MARAGHEH et al., 2020). A obtengao dessas biomoléculas a partir de residuos de biomassa
provenientes da agroindustria ou de fontes vegetais ndo convencionais torna-se bastante viavel
e atrativa ambientalmente para a produgao de biomateriais.

Scaffolds poliméricos e hibridos sdo estruturas porosas tridimensionais que podem ser
usadas em estratégias promissoras para o crescimento celular e regeneracdo de tecidos (por
exemplo, 0ssos, cartilagens, nervos, musculos e pele), além disso, esses biomateriais também
podem ser usados para o transporte e liberacdo de farmacos. Drogas antineoplédsicas sdo
amplamente utilizadas em estudos que utilizam biomateriais em macro e nanoescala para
transporte, direcionamento e liberagdo controlada com o objetivo de aumentar a eficacia
terapéutica, bem como reduzir efeitos adversos. Os scaffolds podem ser usados como estruturas
que combinam a regeneracao tecidual com a liberacdao controlada de farmacos (COLLINS et
al., 2021; MENG et al., 2020; ZIELINSKA et al., 2023). Scaffolds e hidrogéis para liberagio
de farmacos podem ser combinados com estratégias cirirgicas, na forma de implantes em
tecidos afetados por tumores, promovendo a liberacao de fArmacos e auxiliando na regeneragao
e crescimento do tecido local. Esses implantes podem promover a entrega de firmacos
diretamente no local do tumor, minimizando a exposicao ao tecido sauddvel e potencialmente
melhorando a eficidcia do tratamento, reduzindo efeitos colaterais (HOPE et al., 2022;
SANTANA et al., 2022).

Nesse contexto, dados reportados na Base de Dados na Plataforma cientifica SciFinder®
(https://scifinder-n.cas.org) mostram um aumento gradativo nas buscas envolvendo os termos
"Scaffold drug release" e "Anticancer" de 2013 a 2024, como mostra a Figura 1. Nesse periodo
foi registrado 6.089 publicagdes no site referentes ao uso de scaffolds no carreamento e
liberacao de farmacos, além de 838 referentes a liberacdo de farmacos com agao anticancer.
Esses numeros refletem uma crescente aplicagdo de scaffolds no transporte e liberacao de

farmacos na ultima década, como uma plataforma multifuncional no tratamento de neoplasias.
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Figura 1 — Estado da arte para as produgdes cientificas envolvendo o termo "Scaffold drug
release", realizada no site SciFinder em 12 de dezembro de 2023.
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Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver compositos nanoestruturados do
tipo scaffold a base de polissacarideos obtidos de fontes vegetais alternativas e de baixo valor
agregado (Calotropis procera e Spondias purpurea L.). Os polissacarideos foram obtidos a
partir dos frutos de S. purpurea L. e das fibras sedosas de Calotropis procera, dos quais foram
obtidos amido e nanocelulose, respectivamente. Inicialmente, no CAPITULO 2, serd
apresentado um embasamento teodrico sobre biomateriais e compdsitos nanoestruturados, bem
como métodos de produgdo baseados em polimeros naturais, com énfase nos polissacarideos
amido e celulose. O mesmo capitulo apresentara topicos relacionados a modificagdo quimica
de polissacarideos, ao uso de fontes vegetais de baixo valor agregado além de algumas
informagdes sobre as aplicagdes biologicas e a acdo anticancer da oncocalixona A. No
CAPITULO 3 sera apresentado o desenvolvimento de compdsitos porosos & base de amido
quaternizado dos frutos de S. purpurea L. (ciriguela) e nanofibrilas de celulose de C. procera
(bombardeira) contendo nanoesferas ocas de silica mesoporosa. Este sistema nanoestruturado
sera utilizado como composito liberador de fairmacos e como sistema de adsorcdo (pelas
nanoesferas de silica porosa) para a oncocalixona A. Este bioativo sera analisado quanto a sua

toxicidade em zebrafish e também sera submetido a ensaios de liberagao.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Geral
Desenvolver compositos porosos nanoestruturados baseados em biomassa de baixo valor
agregado a partir das espécies Spondias purpurea L. e Calotropis procera aplicados ao

carreamento ¢ liberagao local de oncocalixona A.
1.2.2 Especificos

a) Obter e caracterizar nanofibrilas a partir das fibras sedosas das sementes de C. procera,

b) Modificar quimicamente o amido dos frutos de S. purpurea L. e realizar caracterizagao
estrutural;

c¢) Sintetizar e caracterizar nanoesferas ocas de silica porosa para adsor¢do e liberacdo de
oncocalixona A;

d) Reticular a matriz polimérica usando metilenobisacrilamida como agente de grafitizacdo;

e) Desenvolver e caracterizar compdsitos nanoestruturados na forma de scaffolds a base de
amido quaternizado e celulose nanofibrilada com inser¢do de nanoesferas ocas de silica
mesoporosa;

f) Analisar a eficiéncia de carreamento e a toxicidade in vivo para oncocalixona A adsorvida
nos nanocarreadores a base de silica mesoporosa;

g) Realizar ensaio de liberagdo in vitro da oncocalixona A presente nos compositos porosos €

nanocarreadores a base de silica mesoporosa.
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CAPITULO I
2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biomateriais nanoestruturados para aplicacoes biomédicas

Nos ultimos anos, os nanomateriais t€ém atraido atencdo consideravel devido ao seu
pequeno tamanho, superficie funcionalizavel, solubilidade aprimorada além de outras multiplas
funcionalidades. ~Os nanomateriais apresentam propriedades Unicas, incluindo
excepcionalmente maior resisténcia e durabilidade, melhor difusibilidade, estabilidade coloidal,
melhorias mecanicas de compositos e também propriedades Opticas especificas. Ao longo do
desenvolvimento da nanotecnologia, a arquitetura de nanomateriais e compositos
nanoestruturados baseados em biopolimeros tem mostrado ampla diversificagdo, bem como
inimeras possibilidades de aplicacdo (SOLANGI et al., 2023).

Nas aplica¢des médicas, os biomateriais nanoestruturados sao projetados para finalidades
como ag¢do antimicrobiana, diagnostico por imagem, scaffolds, biossensores, crescimento
celular, medicina regenerativa, liberagdo controlada e direcionada de farmacos e para a
engenharia de tecidos (JACOB et al., 2018). As nanoestruturas para liberagdo de farmacos
incluem mecanismos de liberagdo controlada que permitem a liberacdo continua de agentes
terapéuticos, mantendo a faixa de acgdo terapéutica, minimizando os efeitos colaterais e
otimizando a eficacia do tratamento. Para isso, os biomateriais nanoestruturados devem ser
biocompativeis e garantir o minimo de efeitos adversos nos tecidos vivos ou incorporar
modificagdes superficiais que reduzam a toxicidade e imunogenicidade (ZIELINSKA et al,
2023).

Existem muitos métodos para o preparo de materiais nanoestruturados, tais como,
dessolvatagdo, electrospinning, secagem por spray dryer, automontagem, nanoemulsdo e
liofilizagao (SOLANGI et al., 2023). Normalmente, a produ¢ao de materiais nanoestruturados
ocorre por meio de duas estratégias principais que incluem as abordagens "bottom-up" e "top-
down". Na abordagem bottom-up uma nanoestrutura ¢ construida a partir da montagem de
pequenas unidades (por exemplo, dendrimeros), enquanto na abordagem de fop-down uma
unidade maior € reduzida de um tamanho macro a uma nanoestrutura (por exemplo, nanocristais
a partir de polissacarideos). Muitas técnicas para a producdo de materiais nanoestruturados
usam uma combina¢ao de ambas as abordagens, onde uma abordagem produz nanoparticulas
que, em seguida sdo montados formando compositos, filmes e/ou macroestruturas hierarquicas

por diferentes tipos de interagdes (NOAH, 2020).
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Recentemente, nanoestruturas hierdrquicas compostas por diferentes arquiteturas e
multiplos constituintes t€ém despertado grande interesse na area de biomateriais. Essas
estruturas podem ser construidas em blocos a partir de uma nanoescala e estendidos em mais
de uma dimensao usando multiplos componentes. O uso de dimensdes estendidas (2D e 3D)
fornece uma elevada area superficial e um maior arranjo ordenado do material. Além disso,
diferentes combinagdes de nanoestruturas podem levar a multiplas funcionalidades
proporcionando uma melhor aplicabilidade e especificidade do biomaterial (REN et al., 2013).

Os nanomateriais ¢ biocompo6sitos podem ser produzidos a partir de varios tipos de
materiais organicos (por exemplo, polissacarideos, lipidios e proteinas) e materiais inorganicos
(por exemplo, silica, metais, argilas, grafeno). O uso de compositos e scaffolds produzidos a
partir de biopolimeros (para implantes e suportes em engenharia de tecidos, aplicagcdes
odontoldgicas, cicatrizagdo de feridas e medicina regenerativa) oferece na maioria dos casos
perspectivas limitadas em relacdo as propriedades mecanicas e suas aplicagdes (MALIK;
MUHAMMAD; WAHEED, 2023). No entanto, essas propriedades podem ser melhoradas
quando combinadas com nanomateriais inorganicos para formar compositos hibridos com
propriedades mecanicas e quimicas melhoradas (SOLANGI et al., 2023). Além da melhoria da
resisténcia e das propriedades fisicas, os biomateriais necessitam possuir caracteristicas de
biodegradabilidade, biocompatibilidade, além de possuir uma baixa imunogenicidade.

Dentre os biopolimeros, os polissacarideos podem ser utilizados como matriz polimérica
para o desenvolvimento de nanoparticulas, nanocompo6sitos e outros sistemas nanoestruturados.
Essas macromoléculas sdo compostas por unidades de monossacarideos glicosidicos de origem
natural (plantas, animais e microrganismos) e apresentam propriedades como baixa
imunogenicidade e biocompatibilidade. Essas propriedades tornam os nanomateriais a base de
polissacarideos opgdes atraentes para aplicacdes farmacéuticas e nanomédicas (AYED et al.,
2020). Parte do interesse no uso de polissacarideos em nanotecnologia (aplicada nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética) reside na relativa abundancia desses materiais na
natureza, além de sua facil obten¢ao, baixo custo, atoxicidade e biodegradabilidade (WEI; CAI;
TIAN, 2018). Os polissacarideos também possuem propriedades de formagao de filmes e
propriedades gelificantes que proporcionam uma agao emulsificante e estabilizante de sistemas
coloidais. Além disso, € possivel realizar diversas modificacdes quimicas, que conferem uma

maior versatilidade e ampliagdo das aplicagdes farmacéuticas.



19

2.1.1 Mecanismo de liberagdo controlada de farmacos através de biomateriais

nanoestruturados

Os farmacos podem ser liberados de forma controlada a partir de sistemas poliméricos
do tipo matricial ou reservatorio onde basicamente os mecanismos de intumescimento, erosao
e difusdo estdo envolvidos. No sistema reservatorio o farmaco € envolto por um revestimento
polimérico, enquanto que no sistema matricial o farmaco ¢ disperso uniformemente na matriz
polimérica. A predominancia de um destes mecanismos depende invariavelmente das
propriedades do polimero utilizado no sistema. De forma geral, quando as estruturas
poliméricas entram em contato com o meio de dissolucdo (ou fluido bioldgico) sua estrutura é
mantida parcialmente integra ao longo do processo de dissolugdo do farmaco ou sofrem
intumescimento e posteriormente erosdo da estrutura polimérica. Em ambos os casos, o
processo de difusdo ocorre seguindo um gradiente de concentragdo. No processo erosivo, o
controle de liberacdo ocorre através da degradacdo da matriz, sendo a taxa de liberagdo
dependente da escolha da matriz polimérica e de sua solubilidade (BRUSCHI, 2015). A eficéacia
desses sistemas de liberag¢do controlada esta relacionada ainda com o tipo de material estrutural,
com a velocidade de degradacao da matriz polimérica, com a cinética de liberacao e com os
mecanismos envolvidos no controle da liberagao. Outras estratégias para libera¢ao de farmacos
consistem em utilizar estimulos como alteracdes no pH, temperatura, uso de enzimas, reagdes
redox, entre outros, para ativar a liberagdo do fArmaco no meio desejado (FANG et al., 2023).

Os nanossistemas para liberacdo de firmacos podem ainda ser divididos em sistemas de
entrega ativa e passiva. Na liberacao ativa de fArmacos, os nanossistemas sao direcionados para
o local alvo da agdo terapéutica por meio de diferentes estratégias, tais como por meio de
moléculas alvo (biomarcadores), magnetismo, ultrassom, ou através de alteragdes de pH e de
temperatura. Na liberacdo passiva o farmaco depende principalmente de uma alta
permeabilidade, tamanho reduzido das particulas, caracteristicas adequadas de superficie e da
solubilidade do fArmaco para se atingir o alvo terapéutico (BHARATHI et al. 2022; FANG et
al., 2023; MALIK; MUHAMMAD; WAHEED, 2023). Diante disso, a nanotecnologia oferece
algumas possibilidades para melhorar a entrega controlada assim como aumentar a
biodisponibilidade de moléculas bioativas de acordo com o mecanismo de liberacao
esquematizado na Figura 2. Os desafios dos biomateriais na nanomedicina consistem na
possibilidade de biomimetizar e modular as propriedades de superficie de nanossistemas
impulsionando o direcionamento, carreamento e liberagcdo controlada de firmacos com maior

eficacia e especificidade ao alvo (BHARATHI et al. 2022; MOZAFARINIA et al., 2021;
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SOUSA et al., 2021).

Figura 2 — Principais vias de administracdo ¢ mecanismos de liberacdo de farmacos em

materiais nanoestruturados.
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O uso de sistemas poliméricos de carreamento e liberacdo de fairmacos baseados em
polissacarideos, apresenta vantagens adicionais para biomateriais nanoestruturados devido a
versatilidade no transporte de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos, possibilidade de
funcionalizacdo da superficie de nanoestruturas e de cadeias poliméricas. Essas modifica¢des
quimicas podem ajudar na modulagdao de propriedades fisico-quimicas e reoldgicas das
formulagdes de liberagdao controlada. Além disso, biomateriais nanoestruturados podem
oferecer meios estratégicos de entrega de genes e anticorpos em abordagens inovadoras como
a imunoterapia, voltada para doengas como o cancer, ou ainda o desenvolvimento de novos
métodos de entrega, como pulverizagdes nasais, adesivos com microagulhas, nanossistemas
magnéticos entre outros (MALIK; MUHAMMAD; WAHEED, 2023). A entrega de farmacos
por meio de nanoparticulas e outros sistemas hierarquicamente nanoestruturados pode
revolucionar o tratamento, diagndstico e prevenc¢do de diversas doencas de alta complexidade

em um futuro relativamente proximo.
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2.1.2 Biomateriais a base de silica

Biomateriais a base de silica constituem uma classe de materiais que combinam as
propriedades unicas da silica com a biocompatibilidade e funcionalidade de biomoléculas. Os
materiais a base de silica sdo sintetizados usando uma variedade de métodos, incluindo sintese
sol-gel, uso de biotemplates e ainda sintese por microfluidos. O método de biotemplate usa
biomoléculas e bioestruturas (por exemplo, proteinas, DNA ou células) como femplate para
direcionar a formagao de estruturas a base de silica que mimetizam a arquitetura complexa de
tecidos e 6rgaos. Enquanto a técnica por microfluidos manipula fluidos a partir de reagentes
precursores, em uma micro € nanoescala para promover um controle preciso sobre tamanho,
forma e composi¢ao de materiais a base de silica (HAO; NIE; ZHANG, 2019; PAL; LEE; CHO,
2020). A preparacao desses materiais pode ser realizada por sintese sol-gel (hidrolise de
silicatos e processos de condensagdo) sendo um método amplamente investigado e com
estrutura basica facilmente obtida usando diferentes agentes silanos, tais como o
tetraetoxisilano, 3-aminopropil trietoxissilano e 3-mercaptopropil trietoxissilano. E a partir
desses precursores com diferentes grupos funcionais acoplados pode-se ajustar propriedades e
funcionalidades dos materiais produzidos (BEAUMONT et al., 2022; PAL; LEE; CHO, 2020).
Materiais solidos e porosos a base de silica com caracteristicas avangadas, tais como alta
estabilidade térmica, resisténcia mecanica e possibilidade de funcionalizagdo da superficie sdo
atraentes para aplicagdes biomédicas (biossensores, carreamento de firmacos e a¢do terandstica)
(BEAGAN et al. 2020).

Outro meio de sintese consiste no uso de surfactantes como templates. Em solugao, a
automontagem das moléculas de surfactante organicos sob condigdes alcalinas ou 4cidas ocorre
em concentracdes acima da concentragdo micelar critica (CMC). Os precursores de silica
inorganica sao hidrolisados e se organizam em torno das micelas moldes para formar
compositos de silica organico-inorganica. Dependendo do tipo de template, os compdsitos
assumem um arranjo ordenado cubico ou hexagonal (PAL; LEE; CHO, 2020). Na etapa
subsequente de sintese, o tensoativo ¢ removido através de calcinagdo ou extracao por solvente,
levando a formag¢ao de microporos € mesoporos com didmetro especifico. Materiais ordenados
de silica mesoporosa (MSM) tem sido amplamente aplicados em sistemas de liberacao de
farmacos (MOHAMED; ELMOTASEM; SALAMA, 2020; SKWIRA et al., 2023). A estrutura
ordenada, o volume e o tamanho dos poros, bem como a elevada area superficial, resultam na
alta capacidade de adsor¢do por nanoparticulas de silica mesoporosa (NSM). No entanto, o

perfil de liberagcdo do farmaco em NSM ¢ caracterizado por uma rapida liberacao inicial
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relacionada a dissolug¢do da por¢do do fairmaco localizado préxima as entradas dos poros.
Algumas técnicas permitem que o perfil cinético de liberacdo seja modificado através da
funcionalizagdo superficial e mistura em matrizes poliméricas (MOHAMED; ELMOTASEM,;
SALAMA, 2020; PAL et al., 2020; SKWIRA et al., 2023).

Além das nanoparticulas de silica micro e mesoporosa, nanoparticulas ocas de silica
mesoporosa (NOSM) tém sido utilizadas como nanocarreadores promissores, principalmente
devido as suas vantagens como elevada area superficial e volume de poros que possibilitam
uma alta capacidade de carreamento de farmacos (LI et al., 2019). Parte dessas vantagens
devem-se a presenca de uma cavidade oca central que pode atuar como armazenamento,
enquanto a casca mesoporosa fornece vias estreitas para o transporte do farmaco, favorecendo
a liberagdo lenta e sustentada. As NOSM sao nanocarreadores promissores para melhorar a
biodisponibilidade de farmacos hidrofilicos e lipofilicos por técnicas de adsor¢ao melhorada
combinados ou ndo com matrizes poliméricas (BEAGAN et al. 2020; DAI et al., 2016; LI et
al., 2019).

2.1.3 Scaffolds e biocompasitos para liberacdo de farmacos

Uma grande variedade de métodos esta disponivel para a fabricagdo de scaffolds e outros
biosuportes, incluindo técnicas de processamento mais tradicionais para compositos porosos
como extrusdo, moldagem, producdo de esponjas, separacdo de fases, lixiviacdo, bem como
abordagens como eletropulverizacdo e impressdao 3D (FIGURA 3). A preparacdo de scaffolds
por liofilizagdo ¢ muito vantajosa quando biomoléculas sensiveis ao calor sdo incorporadas a
matriz polimérica dos scaffolds, pois altas temperaturas podem levar a redugdo ou perda total
de sua atividade biologica (ABDELAZIZ et al., 2023; BHARATHI et al., 2022). Existe uma
ampla variedade de polimeros e materiais biocompativeis, bem como técnicas de
funcionalizagdo (por exemplo, inclusdo de nanoparticulas, bioativos, nanomateriais, agentes
estimulantes, reticulacdo quimica e fisica) que podem ser usadas no desenvolvimento de
scaffolds. A selecao do material e a funcionalizagdo a ser realizada determinam as propriedades
mecanicas, fisicas e bioldgicas do produto final, além de ditar o uso de técnicas especificas no
preparo (ABDELAZIZ et al., 2023; COLLINS et al., 2021; JODATI; YILMAZ; EVIS, 2020).

O desenvolvimento de biomateriais a base de matéria-prima de origem natural atoxica
tem sido foco de estudo de muitos pesquisadores nos ultimos anos. Compositos € outros
biomateriais tridimensionais também podem atuar como substitutos teciduais temporarios,
como a pele, especialmente no manejo de feridas (ZIELINSKA et al., 2023). Os biomateriais

tridimensionais para aplicacdes biomédicas precisam ser biocompativeis e atoxicos, ter
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resisténcia mecanica adequada, ter quimica de superficie que favorega a adesdo e proliferacao
celular e mimetizar a morfologia da matriz extracelular (BHARATHI et al., 2022). Além disso,
a existéncia de poros uniformes e interconectados facilita a infiltracdo celular, a vascularizacao
e o transporte de nutrientes. Geometrias porosas hierarquicas contribuem com melhores

propriedades biologicas para o uso em medicina regenerativa (COLLINS et al., 2021).

Figura 3 — Sintese e composicao de scaffolds para aplicacdes biomédicas.
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Considerando o tamanho médio dos poros, os scaffolds sao classificados em
macroporosos (>100 um), microporosos (<10 um) e mesoporosos (<100 nm). Normalmente, o
tamanho ideal dos poros para scaffolds esta na faixa de 100 a 900 um. Os macroporos (=300
um) favorecem a vascularizagdo, o crescimento celular e facilitam o transporte de nutrientes e
oxigénio (ABDELAZIZ et al., 2023; COLLINS et al., 2021). Quanto ao tipo de geometria, os
scaffolds podem ser hidrogéis (rede polimérica tridimensional interligada ou nao
covalentemente), fibrosos (rede de nanofibras com alta biomimetiza¢do), porosos ou esponjas
(alto grau de poros interconectados) e microesferas (aplicados principalmente como carreadores
de biomoléculas e medicamentos). Além disso, em termos de composi¢ao, podem ser
classificados em poliméricos, ceramicos bioativos, compdsitos (dois ou mais materiais
organicos ou inorganicos diferentes) (ABDELAZIZ et al., 2023; ZIELINSKA et al., 2023).

Sistemas 3D baseados em biopolimeros como filmes, compositos, acrogéis e scaffolds
tém sido propostos como plataformas para incorpora¢ao de farmacos de liberagao controlada

ou prolongada, o que garante que a dosagem permanega dentro da faixa terapé€utica por um



24

maior tempo, além de proporcionar um tratamento mais confortavel e funcional de tecidos
corporais (ZIELINSKA et al., 2023). Os biopolimeros mais comumente usados para sintese de
scaffolds sao proteinas (por exemplo, colagenos e gelatina) e polissacarideos (por exemplo,
quitosana e alginato). Diferentes estratégias de reticulagdo ou modificagdes quimicas sdo
frequentemente empregadas para melhorar as propriedades fisicas e mecanicas de scaffolds,
bem como ampliar aplica¢des bioldgicas. O processo de reticulagdo fisica ou quimica pode ser
realizado durante as etapas de processamento ou pds processamento. A reticulacao fisica
depende de interagdes moleculares entre grupos funcionais na cadeia polimérica, como o uso
de ions divalentes (Ca®" e Sr*") para reticular polimeros com grupos carboxilatos (-COO") ou
outros grupos carregados negativamente. Na reticulagdo quimica, formam-se ligagdes
covalentes entre cadeias poliméricas por meio de agentes de acoplamento que reagem com
grupos funcionais presentes em polimeros como os grupos carboxila (-COOH), hidroxila (-OH)
e amina (-NHz) (BHARATHI et al., 2022; COLLINS et al., 2021; JODATI; YILMAZ; EVIS,
2020).

Varios estudos recentes tém utilizado essas macromoléculas como matrizes de filme,
compositos e scaffolds para incorporar farmacos e outros bioativos com agdes cicatrizantes,
anti-inflamatérias, regenerativas e até mesmo anticancerigenas (ZIELINSKA et al., 2023).
Compositos e scaffolds podem ser preparados utilizando praticamente qualquer tipo de material
biocompativel (metais, cerdmicas, polimeros) e suas combinagdes. Estes materiais inorganicos
podem melhorar a funcionalidade de matrizes poliméricas, modulando propriedades mecanicas
e fisico-quimicas exclusivas. No entanto, para estruturas biomédicas, os biopolimeros sdao
particularmente atraentes devido as suas propriedades de biodegradacdo, imunogenicidade,
facilidade de processamento e biocompatibilidade, que melhoram a qualidade da regeneragao e
reduzem o risco de prolongamento de processos inflamatorios (LI et al., 2022).

Os scaffolds podem fornecer plataformas para a entrega e liberagdo prolongada de
medicamentos e outras moléculas com potencial terapéutico para determinadas doengas que
afetam pele, ossos, cartilagens, artérias, nervos, entre outras. A liberacdo convencional de
farmacos tem alguns impactos negativos relacionados a nao manutengdo da concentracdo do
farmaco na zona terapéutica, além de afetar 6rgdos e tecidos saudaveis. O uso de scaffolds
porosos com alta compatibilidade e bioatividade com o organismo pode ser uma opgao
promissora para o transporte e liberacdo de farmacos, aliado a uma estrutura que favoreca a
adesdo e o crescimento celular. A cinética de liberagdo de farmaco em scaffolds ¢ um ponto
fundamental para essa aplicagdo, pois o ideal ¢ que ocorra uma liberagdo constante por um

periodo prolongado. E assim, a afinidade da droga com o scaffold é outro ponto importante a
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ser levado em consideragdo. Uma alta afinidade entre farmaco e matriz polimérica pode
favorecer a nao liberagdo, enquanto uma baixa afinidade pode resultar em liberagao precoce e
uma alta quantidade do farmaco. Ambas as situagdes sao desfavoraveis ao organismo receptor.
Além disso, os farmacos devem ser quimicamente estaveis e exibir atividade biologica durante
todo o tempo de liberagdo (rapida, sustentada ou sequencial) (YANG et al., 2022; ZIELINSKA
et al., 2023).

2.2 Polissacarideos
2.2.1 Amido

O amido ¢ o polissacarideo de armazenamento mais abundante em plantas, facilmente
renovavel, biodegradavel, atoxico e biocompativel (WANG et al., 2020). O amido ¢ produzido
durante a fotossintese como granulos semicristalinos que variam em didmetro de 1 a 100 pm.
Os granulos de amido sdo estruturados hierarquicamente em cristais concéntricos alternados
juntamente com camadas amorfas (LE CORRE; BRAS; DUFRESNE, 2010). Essa
macromolécula ¢ um complexo formado por unidades de glicose, contendo principalmente os
polimeros amilose e amilopectina compondo diferentes regides cristalinas e amorfas do granulo

(FIGURA 4).

Figura 4 — Esquema que representa os granulos de amido, regides amorfas e cristalinas e

constituintes principais.
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A amilose ¢ um polissacarideo linear de ligagdes o(1-4) glicosidicas, enquanto a
amilopectina ¢ altamente ramificada, com 5-6% das posi¢des de a(1-6) em intervalos de 10 nm
ao longo do eixo das cadeias de glicose (ODENIYI et al., 2018; PINTO et al., 2021). A
proporc¢do de amilose e amilopectina varia de acordo com a fonte botanica e estd diretamente
relacionada a propriedades como grau de cristalinidade, temperatura de gelatinizagdo,
retrogradacdo e transi¢do vitrea (ODENIYI et al. 2018). Modifica¢des quimicas na cadeia do
amido permitem maior diversificagdo das aplicagcdes desses polissacarideos (TORRES; DE-
LA-TORRE, 2022).

Os granulos de amido exibem diferentes padrdes de cristalinidade, determinados por
difracdo de raios X, chamados polimorfos A (padrdo observado em cereais), B (padrao
observado em tubérculos e raizes) e C (vegetais e frutas). O polimorfo do tipo A consiste em
uma unidade monociclica cristalina altamente condensada de amilopectina, o tipo B tem
unidades de cadeia basicas embaladas em um arranjo hexagonal, e o polimorfo do tipo C ¢ uma
estrutura sobreposta dos padrdes A e B e pode ser encontrado em certos vegetais, frutas e raizes
(HOYOS-LEYVA et al., 2017; LOURDIN et al., 2015; SILVA et al., 2019). Nanoparticulas de
amido com maior grau de cristalinidade (nanocristais) podem ser obtidas a partir da hidrolise
acida que remove a parte amorfa (mais suscetivel ao processo de hidrolise) dos granulos nativos

(VELASQUEZ-CASTILLO et al., 2020).

2.2.2 Celulose

As fibras naturais tém uma composi¢ao e estrutura complexas, e suas caracteristicas
diferem das partes das plantas das quais sdo obtidas. As fibras vegetais sdo compositos naturais
formados por nanofibrilas de celulose refor¢adas em uma matriz amorfa de hemicelulose e
lignina, conforme ilustrado na Figura 5 (NORONHA et al., 2021). A celulose ¢ um dos
principais constituintes das fibras naturais, sendo o biopolimero mais abundante na superficie
terrestre. As fibras celulosicas ou lignoceluldsicas exibem propriedades mecanicas, térmicas e
fisicas distintas dependendo da cristalinidade da fracao de celulose (GONG et al, 2017). Fibras
de celulose com alta cristalinidade (forma de bastdo ou nanofibrila) podem ser obtidas por
técnicas que removem as regioes amorfas sob severas condigdes de hidrolise acida (FIGURA
5). Os principais acidos fortes utilizados na hidrolise de fibras naturais sdo o acido sulfurico, o
acido cloridrico e o 4cido fosforico. Aliado a isso, técnicas de ultrassom também podem ser
utilizadas para a preparagdo de nanomateriais de celulose compostos por regides amorfas e
cristalinas com diametros inferiores a 100 nm e comprimentos de até 500 nm (MARCHETTI

et al., 2020; NORONHA et al., 2021; SOUZA et al., 2019).
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A celulose ¢ um biopolimero composto por unidades de glicose com ligagdes
glicosidicas B(1—4) que compdem a parede celular das plantas e estao fisicamente ligadas a
lignina e hemicelulose (MARCHETTI et al., 2020). A celulose possui quatro polimorfos
principais denominados celulose I (nativa), II, III e IV. A celulose II é o polimorfo regenerado,
apos tratamento com hidroxido de sodio, a qual € considerada o polimorfo mais estavel e cristalino.
A celulose III ¢ obtida a partir do tratamento da celulose I e II com aménia. E por fim, a celulose
IV surge através da modificagdo da celulose III (FRENCH 2014; JIN et al.,, 2016). Os
nanomateriais de celulose ou nanocelulose (NC) consistem em fibrilas de celulose em tamanho
nanométrico € com didmetro entre 5 a 50 nm e comprimento de at¢ 2 pum. As NCs com alta
cristalinidade sdo chamados de nanocristais e sdo altamente ordenados e ricos em ligagdes de
hidrogénio entre cadeias, que oferecem alta rigidez e boa resisténcia mecanica para serem
utilizados como refor¢o em matrizes poliméricas (JIN et al., 2016; SILVA et al., 2019). De modo
geral, materiais nanocelulosicos tém sido empregados em diversas areas da ciéncia de materiais
para melhorar propriedades como viscosidade, tensdo de cisalhamento, limite de escoamento,
modulo de elasticidade e propriedades eldsticas e de barreira de compdsitos poliméricos. As
propriedades mecanicas da nanocelulose dependem de muitos fatores, como a maturidade da
planta, os processos de aquisi¢do e o processo quimico ou mecanico usado para isolar a

nanocelulose (SILVA et al., 2019).

Figura 5 — Esquema que representa a obtencao de nanofibrilas de celulose a partir de fibras de
celulose e fibrilas.
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Atualmente, hd uma tendéncia crescente para o uso de materiais celuldsicos
nanométricos em varias areas devido a sua alta uniformidade de morfologia cristalina, grande
area superficial e propriedades mecanicas aprimoradas. A celulose e seus nano derivados
(nanocristais e nanofibrilas), ao longo dos ltimos anos, também tém chamado a atencdo para
aplicagdes nanomédicas na engenharia de materiais por serem materiais biodegradaveis,
atoxicos, renovaveis e biocompativeis (SOUZA et al., 2019; TAHER et al., 2020). Esses
nanomateriais a base de celulose também sdo amplamente utilizados como agentes de reforgo
em compositos (nos quais a orientacao da fibra melhoraria as propriedades mecanicas, térmicas
e de barreira a 4gua do compdsito) aplicados em diversas areas (por exemplo, farmacéutica e
alimenticia). Dentro da nanomedicina, esses nanomateriais celulosicos tém sido amplamente
utilizados em aplicacdes para regeneragdo de tecidos e em processos de biocurativos (JABBARI;

BABAEIPOUR; BAKHTIARI, 2022; TAHER et al., 2020).
2.2.3 Funcionalizagdo de polissacarideos

A modifica¢do quimica de polissacarideos ¢ uma estratégia utilizada para melhorar as
propriedades fisico-quimicas e propiciar uma bioatividade especifica (liberacdo de fairmacos,
engenharia de tecidos, cicatrizagdo de feridas e outras aplicacdes biomédicas) desses
biopolimeros. Polissacarideos, incluindo quitina, quitosana, amido, celulose, acido hialurénico
e alginato, sdo biomoléculas valiosas em aplicacdes biomédicas devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, imunogenicidade e baixa toxicidade (LUO et al., 2021;
TUDU; SAMANTA, 2023). No entanto, as propriedades nativas desses polissacarideos muitas
vezes possuem limitagdes e requerem modificagcdes para alcangar funcionalidades especificas
(WANG et al., 2018). A modificacdao quimica inclui mudancgas nos grupos funcionais nativos e
grafitizagdo de novos grupos funcionais ou outras moléculas, regulacdo da massa molecular,
modificagdes na hidrofilicidade e hidrofobicidade e ligagcdes cruzadas entre cadeias do mesmo
polissacarideo ou entre diferentes cadeias poliméricas. Estudos recentes sugerem que
polissacarideos quimicamente modificados apresentaram inibi¢do da proliferacdo de células
cancerigenas, aumento da imunidade, além de ac¢do antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antidiabético e de eliminagdo de radicais livres (LUO et al., 2021; XIE et al., 2020; ZHANG;
LAN; XIE, 2022).

O método a ser adotado para a modificagdo depende dos grupos funcionais existentes
no polissacarideo e quais novos grupos funcionais ou moléculas devem ser inseridos. Os
polissacarideos possuem cadeias ricas em hidroxilas, sendo considerados quimicamente

estaveis e, portanto, menos propensos a reagdes de modificagdo direta. Além disso, as cadeias
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polissacaridicas sdo estericamente pouco disponiveis, o que também contribui para baixos graus
de substitui¢do. Melhorar a reatividade de grupos hidroxila ou introduzir grupos funcionais
mais reativos pode ampliar a aplicagdo biologica de diversos polissacarideos (DESBRIERES
et al., 2018; GARCIA-VALDEZ; CHAMPAGNE; CUNNINGHAM, 2018; ZHANG; LAN;
XIE, 2022). Grupos carboxila, amino, hidroxilas primdarias, aldeidicos e outros grupos
conjugados em polissacarideos fornecem alta reatividade quimica para funcionalizagdo,
enquanto amidas e ésteres s6 sdo favoraveis sob condigdes especificas. Estes ultimos sao
interessantes para uso em sistemas de carreamento e liberagdo controlada de farmacos
(GARCIA-VALDEZ; CHAMPAGNE; CUNNINGHAM, 2018; LUO et al., 2021; XIE et al.,
2020).

Os métodos de modificagao mais comuns para polissacarideos estdo esquematizados na
Figura 6, consistindo em processos de oxidacdo, sulfatacdo, carboximetilagdo, esterificagdo,
fosforilacdo, selenizagdo, amidacdo, silanacdo, click chemistry (reagdes modulares que seguem
os principios da quimica verde), polimerizacdo via radical, bem como a inser¢do de cargas
positivas por meio de grupos cationicos (FIORITO et al., 2018; GARCIA-VALDEZ;
CHAMPAGNE; CUNNINGHAM, 2018; WANG et al., 2018; LUO et al., 2021).

Figura 6 — Algumas modificagdes quimicas realizadas em polissacarideos.
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Polissacarideos carregados positivamente t&ém maior interagdo com a interface da parede
celular bacteriana (carregados negativamente), promovendo assim, atividade antibacteriana.
Esta atividade ¢ possivel pela interferéncia com a parede celular ou sintese da membrana por
grupos funcionais carregados positivamente. Esses grupos funcionais combinam-se com o DNA
e interferem na replicacdo e transcricdo do DNA, impedindo assim a sintese de mRNA e
proteinas. As propriedades antibacterianas da quitosana podem ser explicadas pela presenca de
grupos amino que protonam-se em meio acido, apresentando carga positiva (-NR3") (ZHANG;
LAN; XIE, 2022).

Assim, a modifica¢@o de polissacarideos representa uma area crescente de pesquisa com
vasto potencial para aplicagdo em nanomedicina. As propriedades e potenciais aplica¢des dos
polissacarideos modificados sao determinadas pela escolha da molécula ou polimero graftizado,
pelos grupos funcionais inseridos € pela massa molecular ou composicdo do produto final.
Avangos continuos provavelmente impactardo positivamente no uso de polissacarideos para a
preparacdo de compositos, scaffolds e nanoestruturas para a liberagdo controlada de farmacos,
anticorpos e genes, regeneracao tecidual e outras aplicagdes terapéuticas diversas. Os
polissacarideos graftizados sdo comumente anfifilicos, facilitando a formac¢do de estruturas
automontaveis nas escalas macro, micro ¢ nano (DESBRIERES et al., 2018; GARCIA-
VALDEZ; CHAMPAGNE; CUNNINGHAM, 2018).

2.3 Bioativos anticancer
2.3.1 Oncocalixona A

A oncocalixona A (OncoA) ¢ uma quinona isolada do caule da planta Auxemma
oncocalyx (Allem) Taub., sendo o composto majoritario nos extratos etanolicos (cerca de 80%
de OncoA na fragdo hidrossoluivel do extrato). A. oncocalyx é uma planta endémica do bioma
da Caatinga, predominante no semiarido brasileiro e ainda pouco explorada economicamente
(FERREIRA et al., 2023; SOUSA et al., 2021). A OncoA tem efeitos bioldgicos conhecidos,
como atividade antioxidante, antiplaquetaria, analgésica, anti-inflamatoria e citotdxica contra
algumas linhagens de células cancerigenas (CAVALCANTI et al., 2021; SILVA et al., 2020). A
OncoA tem estrutura quimica semelhante a doxorrubicina (FIGURA 7), medicamento usado
para tratamento de cancer, e tem relatado atividade antiproliferativa contra linhagens de cancer
de pulmao, ovario e reto, além de glioblastoma, prostata, cdlon, sarcomas e leucemia

(CAVALCANTI et al., 2021; SOUSA et al., 2021).
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Figura 7 — Estrutura quimica da (a) doxorrubicina e da (b) oncocalyxone A.
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A OncoA apresenta reatividade frente ao DNA principalmente devido aos grupos
carbonilicos eletrofilicos a,B-insaturados que podem interagir com bases nucleofilicas e
apresentar comportamento aceptor de Michael em meio prético. Além disso, a OncoA possui
uma estrutura policiclica com um anel aromatico plano que pode atuar como um agente
intercalante de DNA, o que promove a inibi¢do do crescimento celular. Esta propriedade ¢ de
grande interesse na pesquisa do tratamento contra o cancer (CAVALCANTI et al., 2021;
COSTA et al, 2012; FERREIRA et al., 2023). Assim, o uso de nanossistemas para o carreamento
e liberagdo controlada de OncoA poderia fornecer uma rota promissora para o tratamento
direcionado de varias linhagens de cancer, bem como superar algumas limitagcdes relatadas
devido aos possiveis efeitos toxicos que esse agente bioativo pode ter em alguns 6rgaos, como

pulmdes, rins e coracdo (CAVALCANTI et al., 2021; SOUSA et al., 2021).
2.4 Spondias purpurea L. e Calotropis procera como biomassa de baixo valor agregado

A bioeconomia estd emergindo como uma alternativa promissora ¢ ambientalmente
amigavel que utiliza recursos de base biologica (biomassa) como substitutos viaveis aos
equivalentes de base fossil para a produgdo de quimicos e biomateriais. A biomassa pode ser
tratada utilizando diversas técnicas bioldgicas, quimicas e termoquimicas para produzir
biomateriais ¢ biomoléculas de alto valor agregado. Diversas espécies vegetais tém potencial
para utilizagdo econdmica de sua biomassa e bioativos em uma ampla variedade de setores,
desde alimenticios até energia, firmacos e também desenvolvimento de materiais avangados
(MAHARI et al., 2022). No entanto, algumas espécies vegetais ainda sdo pouco exploradas e
sdo consideradas de baixo valor agregado. Espécies ndo convencionais podem ter vantagens

como nao competir com espécies importantes para a dieta humana e também se adaptar melhor
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a ambientes climaticos desafiadores (ESTRADA-LEON et al., 2016). No contexto regional
brasileiro, as espécies Spondias purpurea L. e Calotropis procera podem fornecer opgdes para
a producao de biomateriais de alto valor agregado a partir de uma biomassa nao convencional
(FIGURA 8). Além disso, essas espécies apresentam adaptacdes ao clima e ao solo regional que

possibilitam o uso de recursos hidricos e insumos de forma eficiente e sustentavel.

Figura 8§ — Biomoléculas obtidas de Spondias purpurea L. e Calotropis procera.
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A ciriguela (Spondias purpurea L.) ¢ uma arvore caducifolia pertencente a familia
Anacardiaceae, nativa da América Central e amplamente distribuida no semiarido do Nordeste
do Brasil, além de outros paises da América do Sul, bem como na Africa e Asia, onde sua
introdu¢cdo foi mais recente (CANCINO-LABRA et al., 2023). Seus frutos possuem
caracteristicas sensoriais e nutricionais muito apreciadas com alto teor de polifendis (SILVA et
al., 2016). O fruto ¢ uma drupa elipsoide climatérica, contendo apenas um caroco
(predominantemente celulose), com epicarpo formado por polpa amarelada e uma pele fina
amarelada ou avermelhada, rica em pectinas e com alto teor de polifendis (VARGAS-SIMON,
2018). A polpa possui sabor amilaceo (contendo cerca de 15% de amido) em sua fase de pré-
amadurecimento, antes de atingir seu estagio climatérico final (RODRIGUES et al., 2021).

Calotropis procera (ciumeira) ¢ um arbusto lactifero e xerofito com flores perenes da
familia Apocynaceae, amplamente distribuido em regides aridas e semiéridas da Asia e Africa.

No Brasil, ¢ considerada uma espécie invasora (ndo nativa) e com fécil adaptacdo a regido
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Nordeste do Brasil com seu clima semidrido caracteristico (GONCALVES-OLIVEIRA;
RODRIGUES; BENKO-ISEPPON, 2022; MALHAB et al., 2023). Pode tolerar, adaptar-se ¢
manter a produtividade em condicdes severas como elevada aridez, salinidade, secas
prolongadas e se desenvolve facilmente nos mais diversos tipos de solo (IQBAL; HAMEED;
AHMAD, 2023). Esta espécie tem suas folhas cobertas por uma cera (o que ajuda a evitar a
perda de umidade) e seus frutos possuem sementes cobertas por uma fibra branca e sedosa que
favorece sua propagacao pelo vento (anemocoria) (THAMER et al. 2022). Algumas pesquisas
relatam atividades anti-inflamatdrias, gastroprotetoras, antioxidantes, antifingicas, anti-
helminticas e anticancerigenas de extratos preparados a partir de C. procera embora existam

ainda poucas pesquisas publicadas para essa espécie (MALHAB et al., 2023).
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CAPITULO III

3. SINTESE E CARACTERIZACAO DE SCAFFOLDS A BASE DE NANOFIBRILAS
DE CELULOSE/AMIDO QUATERNIZADO E NANOESFERAS OCAS DE SiLICA
PARA LIBERACAO LOCAL CONTROLADA DE ONCOCALIXONA A

3.1 Introducio

Biomateriais nanoestruturados aplicados a engenharia e regeneracdo de tecidos sdo
recursos promissores para o tratamento de feridas, produgdo de biocurativos, reparo de tecidos
Osseos, € até no tratamento de doencas de alta complexidade como o cancer (JABBARI;
BABAEIPOUR; BAKHTIARI, 2022). Os biomateriais podem estar na forma de hidrogéis,
hidrocoloides, filmes, membranas, aerogéis, scaffolds e nanocompositos (KAR et al., 2022).
Além disso, os biomateriais podem ser utilizados como sistemas de carreamento e liberagao de
farmacos. Biomateriais a partir de matriz polimérica de fonte natural sdo vantajosos por suas
caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade e atoxicidade (SOUSA, et al.,
2021). Polissacarideos como amido, celulose, pectina, alginato, quitosana tém sido amplamente
estudados como matéria-prima de biomateriais devido aos beneficios ja citados, além do seu
baixo custo de obtencdo (CHALITANGKOON; WONGKITTISIN; MONVISADE, 2020). Os
polissacarideos possuem grupos funcionais (por exemplo, grupos hidroxila, carboxilato ou
amina) que podem ser usados em modificacdes quimicas com o objetivo de melhorar as
propriedades de biomateriais (QUELEMES et al., 2017). Esses polissacarideos funcionalizados
podem auxiliar nos mecanismos de cicatrizagdo, combate de agentes patogénicos, apresentar
resposta anti-inflamatoria e auxiliar também na liberagdao ativa e passiva de farmacos
(RAHBAR et al. 2020; LI et al., 2022).

Materiais porosos (micro, meso € macroporosos) sdo utilizados em compositos para
aplicagdes biomédicas (MENG et al., 2020). Os compdsitos podem ser formados por compostos
organicos € inorganicos. Materiais inorganicos também tém sido utilizados em conjunto com
biomoléculas para melhorar caracteristicas fisico-quimicas e também ampliar a aplicacao
biologica de biomateriais produzidos (SAWERES-ARGUELLES et al., 2023). Materiais
hibridos nanoestruturados podem conter nanoparticulas metalicas (CHALITANGKOON;
WONGKITTISIN; MONVISADE, 2020), silica (HECK et al., 2017) e argilas (MENEGUIN
et al., 2021; MENG et al., 2020) na constituicdo da matriz estrutural do composito. Esses
compostos inorganicos podem servir como agentes de adsor¢do e protecdo de farmacos em

sistemas de liberacdo controlada, agentes vetores de farmacos (por exemplo, nanoparticulas
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magnéticas) e também como agentes bactericidas (MENG et al., 2020; SOUSA, et al., 2021).

Estratégias de liberacao controlada de farmacos utilizando polimeros biodegradaveis
sdo geralmente preferiveis aos polimeros nao biodegradaveis. Geralmente, os biomateriais
biodegradaveis permanecem no organismo por algumas semanas, dependendo do processo de
intumescimento, erosdao e difusdo do farmaco (HOPE et al., 2022). Estruturas a base de
polissacarideos podem ser op¢des atraentes devido a sua biodegradabilidade, bem como outras
caracteristicas como atoxicidade e biocompatibilidade (SUFI-MARAGHEH et al., 2020).

Polissacarideos obtidos a partir de fontes vegetais alternativas sdo promissores devido a
ndo competicdo de fontes vegetais alimenticias, além de possibilitar a valorizagdo regional de
biomassas pouco valorizadas transformando-as em materiais de alto valor agregado
(ESTRADA-LEON et al., 2016). Nesse contexto, os espécimes Spondias purpurea L. e
Calotropis procera sao fontes de polissacarideos nao convencionais para obtencao de amido e
nanocelulose, respectivamente. Ambas as espécies sdo pouco exploradas na regido nordeste do
Brasil, apesar de serem comuns e facilmente adaptadas ao clima e solo da regido. Calotropis
procera ¢ uma espécie arbustiva lactifera pertencente a familia Apocynaceae com folhas
revestidas de cera e frutos contendo sementes com fibras sedosas brancas (THAMER et al.
2022). Esta planta ¢ considerada uma espécie invasora e apresenta ampla disseminagdo e
adaptacdes no territério brasileiro e na América do Sul (GONCALVES-OLIVEIRA;
RODRIGUES; BENKO-ISEPPON, 2022). Spondias purpurea L. é uma arvore nativa da
América Central e amplamente distribuida em toda a América do Sul, sendo comum na regido
nordeste brasileira. Esta planta possui frutos elipsoéides com epicarpo e mesocarpo ricos em
polifendis e pectina em sua fase climatérica e ricas em amido em sua etapa pré-climatérica
(VARGAS-SIMON, 2018).

A oncocalixona A (OncoA) ¢ uma quinona isolada do caule da planta Auxemma
oncocalyx Taub. Essa planta ¢ endémica do bioma Caatinga, predominante no semiarido
brasileiro e ainda pouco explorada economicamente (FERREIRA et al., 2023; SOUSA et al.,
2021). A OncoA possui atividade antiproliferativa relatada contra vérias linhagens de células
cancerigenas, além de apresentar atividade antioxidante, antiplaquetaria, analgésica, anti-
inflamatoéria (CAVALCANTI et al., 2021; SILVA et al., 2020; SOUSA et al., 2021).

Portanto, a utilizagdo comercial destas espécies pode representar uma fonte de
bioprodutos de alto valor agregado. Além disso, ha poucos estudos na literatura sobre o uso da
biomassa de C. procera e S. purpurea L. no desenvolvimento de biomateriais direcionados
principalmente a nanotecnologia. Assim torna-se essencial o desenvolvimento de novos

materiais nanoestruturados que utilizem matéria-prima biodegradavel e que fornecam novas
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funcionalidades e estratégias para o tratamento de doencas como o cancer. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo consiste em preparar e caracterizar scaffolds a base de celulose
nanofibrilada (CNFCp) de C. procera reticulado com amido quaternizado (AQC) de S.
purpurea L. Ainda, utilizar a matriz polimérica reticulada contendo nanoesferas ocas de silica
mesoporosa (NOSM) carreadas com oncocalixona A na forma de enxertos 6sseos para liberagao
local controlada no tratamento de neoplasias 6sseas. Além disso, espera-se obter um biomaterial

porosos que possa ser utilizado em processos de regeneragao tecidual.
3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Reagentes

O agente de quaternizagdo cloreto de (3-cloro-2-hidroxipropil)trimetilamonio
(CHPTAC), N,N'-Metilenobisacrilamida (MBA), N,N,N’N'-Tetrametil-1,3-propanodiamina
(TMPDA), tetraetil ortosilicato (TEOS) e alcool polivinilico (PVA) foram adquiridos da Sigma
Aldrich (Saint Louis, EUA). O brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foi utilizado como
template e foi adquirido da Vetec (Duque de Caixias, Brasil). Outros reagentes como acido
sulfurico (H2SOs4), &cido cloridrico (HCl), hidroxido de amoénio (NH4OH) e hidréxido de sodio
(NaOH) foram obtidos da Synth (Diadema, Brasil). A agua deionizada foi obtida a partir de um
sistema de purificagcdo de agua Milli-Q Millipore® Corporation (Watford, Reino Unido). As
matérias-primas organicas (amido de S. purpurea L. e a celulose nanofibriladas de C. procera)
foram isoladas segundo método de nosso grupo de pesquisa em Rodrigues et al. (2021). A
oncocalixona A utilizada neste trabalho foi fornecida pelo Laboratério de Analise Fitoquimica

de Plantas Medicinais II (LAFIPLAM II) da Universidade Federal do Ceara (UFC).
3.2.2 Celulose nanofibrilada de Calotropis procera (CNFCp)

A celulose nanofibrilada foi obtida a partir das fibras de Calotropis procera (FCp) por
hidrdlise acida e tratamento por ultrassom conforme ilustrado na Figura 9. As FCp foram
tratadas previamente por processo hidrotérmico em 2 etapas usando um reator autoclave de
PTFE, de acordo com metodologia descrita por NORONHA et al. (2021). O primeiro
tratamento hidrotérmico foi realizado em condic¢des acidas. Resumidamente, 1,0 g de FCp foi
adicionado a 100 mL de solu¢do de HoSO4 (1% v/v) e submetido a aquecimento a 120 °C em
reator durante 60 min. Em seguida, as FCp tratadas com acido foram lavadas com 4agua destilada
até pH neutro e secas em estufa. O segundo tratamento hidrotérmico foi realizado em 100 mL

de NaOH 2% (m/v) nas mesmas condi¢des aplicadas durante o tratamento acido (120 °C
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durante 60 min). Esta etapa inicial foi realizada com o objetivo de remover hemicelulose e
lignina presente nas fibras naturais. O material obtido foi lavado até pH neutro e seco a 40°C.
A CNFCp foi preparada utilizando hidroélise acida e posterior sonicacao. A hidrélise acida das
FCp foi realizada em solugdo de 4cido sulfiirico 4,0 mol L. A solugdo 4cida (100 mL) foi
misturada lentamente com a amostra (1,0 g) em banho de gelo sob agitagao por 20 min. Em
seguida, a mistura foi aquecida a 40 °C e mantida sob agitagdo por 24 h. Ao final foi lavada
com agua destilada até pH neutro e seco em estufa a 40°C. Apos, a amostra hidrolisada foi
branqueada usando uma mistura de 40 mL de solu¢do de NaOH a 4%juntamente com 12 mL
de H>O> (35%) sob gotejamento. A mistura foi aquecida a 65°C por 2,5 h. Em seguida, o
material foi filtrado, lavado com agua destilada até pH neutro e seco em estufa a 40 °C. A
suspensdo das fibras de celulose branqueada foi homogeneizada utilizando-se um dispersor
Ultra Turrax (IKA T25, Alemanha) a 10.000 rpm por 10 min. Apds, a suspensao das fibras foi
sonicada, usando sonifier Modelo W-450D (Branson, EUA), em ciclos de 2 min (70% de
amplitude) com 20s on/20s off até o total de 10 min. O rendimento da CNFCp foi determinado

pelo teor de solidos totais na suspensao final.

Figura 9 — Preparacdo de nanofibrilas de celulose a partir de fibras de Calotropis procera.
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Fonte: Elaborado pelo autor com BioRender.com
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3.2.2.1 Caracterizagdo da celulose nanofibrilada (CNFCp)

Os espectros de infravermelho das amostras foram obtidos em um espectrometro
Frontier FTIR/NIR (PerkinElmer, EUA) operando na regido do infravermelho com
transformada de Fourier. Os espectros foram adquiridos entre 4000 e 400 cm ! usando resolugdo
de 4 cm™. As analises TGA das amostras foram obtidas com um STA 6000 (PerkinElmer, EUA)
sob um fluxo de N, de 40,0 mL min™! com uma taxa de aquecimento de 10 °C min ' na faixa
de 25 a 800 °C. A carga superficial das NFCCp foi avaliada pelo potencial { usando um
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) a 25 °C.

A andlise morfoldgica da celulose nanofibrilada foi realizada por microscopia eletronica
de varredura (MEV) e microscopia eletronica de varredura por transmissdo (MEVT). As
micrografias das CNFCp foram obtidas por MEV em microscopio QUANTA FEG-FEI 450
(Oregon, EUA). As amostras foram previamente revestidas por uma camada de ouro de 20 nm
usando um metalizador Quorum QT150ES, e examinadas usando uma tensao de aceleracao de
10 kV e uma ampliacdo de até 100.000x. As amostras foram examinadas também por MEVT
usando um microscopio Tescan Vega 3 (Tescan, Brno, Republica Tcheca) a uma tensdo de
aceleracdo de 30 kV. Os diametros e comprimentos (média de 100 medidas) foram obtidos
utilizando-se o software ImageJ®.

As andlises de DRX foram realizadas usando um difratometro PANalytical X'Pert PRO
(Malvern, Reino Unido), usando radiacao Cu Kal (A = 0,154 nm), operado a 40 kV e 40 mA,
na faixa 20 de 5 a 40°. Os difratogramas foram deconvoluidos usando o software Origin 9.8. O
indice de cristalinidade foi calculado a partir da razao entre a soma da area da regido cristalina
pela area total nos espectros DRX. Os tamanhos dos cristalitos foram estimados pela equagado

de Scherrer:

0.914
B cosO

Tamanho dos cristalitos = (1)

As andlises reologicas das suspensdes de CNFCp (0,5 a 2,0%) foram realizadas com
sistema Peltier em redmetro TA Instrument AR 2000 utilizando a geometria de cone e placa (40
mm de didmetro, angulo 1°0'47" e gap de 27 pm). A varredura de deformacado (1-10% a 1 Hz)
foi aplicada para medir as regides viscoelasticas lineares. Curvas de fluxo com taxa de
cisalhamento (0,01-100 s™') foram medidas a 37 °C. Além disso, medidas oscilatorias foram

utilizadas para determinar o mddulo de armazenamento (G’) e o modulo de perda (G).
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3.2.3 Obtencgdo e quaternizacdo do amido de ciriguela (AQC)

O método de extracdo do amido do endocarpo de ciriguela (S. purpurea L.) foi
previamente descrito por nosso grupo (RODRIGUES et al., 2021). Os frutos foram triturados,
processados, filtrados e a suspensdo aquosa obtida foi ressuspensa em agua e posteriormente o
amido foi obtido por precipitagdo em etanol e posteriormente seco em estufa. O amido
quaternizado de ciriguela (AQC) foi sintetizado de acordo com procedimento previamente
descrito por Amar-Lewis et al. (2021) e Zhu, Zhang e Feng (2016) com adaptagdes, conforme

ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Esquema de quaternizagdo do amido de ciriguela.
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Fonte: Elaborado pelo autor com BioRender.com

O amido de ciriguela (1,0 g) foi misturado em 5 mL de dgua ultrapura. A suspensao foi
ajustada para pH 10 a 11 com uso de solugdo de hidroxido de s6dio a 3% (m/m) e em seguida
foi aquecida a 40 °C sob agitag¢@o constante. Em seguida, o reagente de quaternizacio CHPTAC
(7,8 mL) foi misturado a 10 mL de solug¢do de NaOH (3,0 mol L") e a mistura foi adicionada
imediatamente a suspensao de amido. A mistura foi mantida sob agitagcdo a 40 °C durante 24 h.
Ao final, a mistura foi centrifugada (6.080 g por 15 min) em solucdo de etanol-acetona (3:1)

acidificada com HCI 1%. O precipitado foi dialisado por 72 h em dgua destilada com trocas
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realizadas a cada 12 h. O produto final dialisado foi entdo seco por liofilizagdo e armazenado

para posterior caracterizacao.
3.2.3.1 Caracterizagdo quimica do amido de ciriguela quaternizado

A caracterizagio estrutural do amido catidnico foi realizada por FT-IR, RMN 'H e por
analise elementar. O grau de substituicao (GS) do amido quaternizado foi avaliado pela seguinte
Equacdo (2) usando o percentual de nitrogénio obtido por andlise elementar (QUELEMES et
al., 2017):

162 X %N
GS = (1400 —188,1 X %N) @)

onde N ¢ o percentual de nitrogénio (%) determinado por analise elementar, 162 ¢ a massa
molecular das unidades de anidroglicose, 188,1 ¢ a massa molecular do grupo cationico
(CHPTAC) e 1400 ¢ a massa molar do nitrogénio multiplicado por 100.

A Mw do AQC foi determinada por Cromatografia de permeacao em gel (GPC) usando
equipamento SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10A a 40 °C,
com colunas lineares PolySEp-GFC de 7,8 x 300 mm. A amostra de AQC foi solubilizada na
concentragio de 5 mg mL™!' com fase movel (0,1 mol NaNO; L™! com NaN3 a 0,02% p/v
filtrada em filtro 0,45 pm). O fluxo foi fixado em 1,0 mL min'. As massas molares Mn e Mw
foram determinadas utilizando-se padrdes de pululanas (Shodex Denko®) (MM de 5,9 x 10° a

7,88 x 10° g mol ).
3.2.4 Sintese de nanoesferas ocas de silica porosa (NOSM)

O processo de sintese das nanoesferas de silica mesoporosa usando como template o
surfactante brometo de cetiltrimetilamdénio (CTAB) e como precursor de silicio o tetraetil
ortosilicato (TEOS) ¢ ilustrado na Figura 11 a seguir. Resumidamente para a sintese das
nanoesferas ocas de silica mesoporosa, foram utilizados 0,9 g de CTAB dissolvidos em 300 mL
de 4dgua destilada e 180 mL de etanol. A mistura foi homogeneizada por 20 min em Ultra Turrax
(IKA T25, Alemanha) até que o CTAB estivesse totalmente dissolvido. Apos, a mistura foi
levada para sonicagdo por 2 min (70% de amplitude, 20 on e 20 off). Em seguida, 8 mL de
amonia (NH4OH) foi adicionado a mistura sob agitacao constante durante 1 h. Apds, 6 mL de
TEOS foi adicionado a solugdo sob gotejamento e mantido sob agitagdo constante por 6 h na
temperatura de 35°C. As nanoesferas de silica, como produto final foram obtidas por

centrifugacdo (6.080 g por 15 min) usando agua destilada e o precipitado seco a 60 °C em estufa.
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Figura 11 — Esquema mostrando a sintese de nanoesferas de silica mesoporosa.
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Para o processo de extracdo do CTAB (template), as nanoesferas de silica foram
misturadas em 120 mL de etanol contendo 240 uL de HCI (37%) e mantidas sob agitagdo a
60 °C sob refluxo durante 3 h. As nanoesferas ocas de silica mesoporosa (NOSM) obtidas
foram centrifugadas com etanol e depois secas em estufa a 70 °C. Esse processo de remocao do

template com formagdo do nucleo oco ¢ demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Esquema mostrando o processo de remogao do femplate CTAB.
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3.2.4.1 Caracterizagdo das nanoesferas ocas de silica mesoporosa (NOSM)

As NOSM foram caracterizadas por FTIR (antes e apds a remogdao do CTAB) ¢ a
morfologia e estrutura porosa foi avaliada por MEV. As isotermas de adsor¢ao/dessor¢ao de
nitrogénio (N2) foram medidas usando Autosorb-iQ3 (Surface Area and Pore Size Analyzer,
Quantachrome, EUA) a 77 K (desgaseificada a 200 °C por 14 h antes da andlise). As areas de
superficie, a distribuicdo e o tamanho dos poros das NOSM foram calculados usando teoria
funcional de densidade nao local (NL-DFT). O volume total dos poros foi determinado a partir

da quantidade adsorvida a pressdo relativa P/Po de 0,98.
3.2.5 Preparagdo do compdsito poroso CNFCp-gMBA-AQC/NOSM

No processo de reticulagdo do amido quaternizado de S. purpurea L. e das nanofibrilas
de celulose de C. procera com metilenobisacrilamida (MBA) foi realizado de acordo com Lin
et al (2023) com algumas adaptagdes. O processo de sintese € 0 mecanismo reacional proposto
sdo apresentados na Figura 13. Inicialmente a CNFCp liofilizada foi adicionada em 10 mL de
agua ultrapura e nanofibrilada usando um sonicador Qsonica Q700 (Newtown, Reino Unido)
em 5 ciclos de 2 min (70% de amplitude, 20 on e 10 off) até a formagdo de um hidrogel.
Separadamente, o AQC foi adicionado sob agitacdo por 10 min (200 rpm a temperatura
ambiente até a formagao de um gel). As suspensdes foram adicionadas em baldo e mantidas sob
agitacdo até completa homogeinizagdo. Apds, foi adicionado no baldo 40 mg de MBA, o agente
reticulante e mantido sob agitagdo constante. Em seguida, 12 mg de persulfato de potassio
(K2S,0g) foram adicionados, como iniciador radicalar, juntamente com 7,5 uL de TMPDA,
como catalisador. Em seguida a mistura foi purgada com nitrogénio durante 10 min. A reagao
de reticulacdo ocorreu durante 2,5 h a temperatura de 40 °C sob agitacdo constante. Apods a
reacdo, o excesso de MBA e K»S>0g foi removido por didlise durante 72 h. Por fim, a suspensao
dialisada foi liofilizada (Equipamento Martins Christ Alpha 1-2 LD plus, Alemanha). O
composito CNFCp-gMBA-AQC resultante foi pesado e a porcentagem de reticulacao do

compdsito foi entdo calculada usando a seguinte equagdo (LIN et al., 2023):
Reticulagdo (%) = &=~ x 100 3)
1

Sendo que W1 a massa seca de celulose nanofibrilada e amido quaternizado e Wcp a

massa do compoésito CNFCp-gMBA-AQC ap6s liofilizagdo.
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Figura 13 — Esquema mostrando a reac¢ao de reticulagdo de polissacarideos nanoestruturados e

quimicamente modificados (a) e o processo de preparagao dos compositos porosos (b).
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Os compdsitos porosos do tipo scaffold foram preparados com base nas proporgoes dos
polissacarideos reticulados conforme Tabela 1 o procedimento ilustrado na Figura 13 e. No
preparo dos compositos, a matriz polimérica foi constituida pelos polissacarideos reticulados
juntamente com dalcool polivinilico (PVA). Separadamente, o agente plastificante (PVA) foi
solubilizado em 4agua sob aquecimento e agitagao constante (40 °C e 200 rpm) e posteriormente,
em temperatura ambiente, foi adicionado a massa de CNFCp-gMBA-AQC. Apos, as NOSM,
previamente com o ativo adsorvido, foram adicionadas na matriz polimérica sob leve agitagao
até formacao de suspensao homogénea. A mistura foi congelada usando nitrogénio liquido e em
seguida liofilizada em molde de poliestireno com volume do 0,4 mL para cada compartimento.
Os compdsitos porosos obtidos foram denominados CP1, CP2, CP3 ¢ CP4 de acordo com a

composi¢ao da matriz polimérica (CNFCp e AQC) apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicdo dos compositos porosos preparados com diferentes concentragdes de

CNFCp e AQC reticulados.

Composi¢ao da matriz polimérica (%)

Compositos  Matriz polimérica reticulada

AP NOSM
AQC CNFCp

CP1 75 25 40 20

CP2 50 50 40 20

CP3 25 75 40 20

CP4 0 100 40 20

CP: Compositos pororos; AQC: Amido quaternizado de ciriguela (S. purpurea L.); CNFCp:
Celulose nanofibrilada de C. procera; PA: Agente plastificante (alcool polivinilico); NOSM:
Nanoesferas ocas de silica mesoporosa. A porcentagem de AP e NOMS foi calculada com base

na massa da matriz polimérica
3.2.6 Caracterizagdo dos compdsitos porosos (CP)
3.2.6.1 Analise por FTIR

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrometro Frontier FTIR/NIR

(PerkinElmer, EUA) na faixa de 400-4000 cm ' com resolucdo de 4 cm .
3.2.6.2 Analise por MEV

A morfologia foi analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando
microscopio QUANTA FEG-FEI 450 (Oregon, EUA). As amostras foram fixadas em fita de
carbono e revestidas por uma camada de ouro de 20 nm de espessura usando um metalizador
Quorum QT150ES, e posteriormente examinadas usando uma tensao de aceleragdo de 10 kV e

uma ampliagao de 1.000x.
3.2.6.3 Intumescimento e fracdo soluvel

CPs liofilizados (sem ativo; n = 3) foram pesados (W1) e colocados individualmente em
frasco contendo 1,5 mL de tampao fosfato (PBS) e deixados a 37 °C por 24 h. Em seguida, os
CPs foram colocados em papel de filtro para remogao do excesso de agua superficial, e em
seguida a sua massa foi pesada e denominada de W». A taxa de intumescimento foi calculada

pela Equacao 4:



45

I% — [WZM;W1] %

100 “4)

1

Paralelamente, a massa perdida (fragdo soluvel) dos CPs durante a incubacdo foi
calculada a partir da massa inicial e da massa final apos liofilizacao e pesagem (W3). A perda
de massa ou fragdo soluvel dos CPs foi calculada a partir da seguinte equacao 5:

Fs% = =21l 100 (5)

1

As medidas de intumescimento e de fracdo solivel foram realizadas em triplicata.

3.2.6.4 Densidade e porosidade

A densidade e a porosidade dos CPs foram medidas pelo método de deslocamento de
liquido. Primeiro, amostras secas foram pesadas (W) e, em seguida, mergulhadas em um
cilindro contendo um volume conhecido (V1) de etanol e deixadas em repouso até que nenhuma
bolha de ar fosse observada (24 h). Assim, todo o volume de etanol e da amostra foi registrado
como V». As amostras foram retiradas do etanol e o volume restante de etanol foi anotado como
V3. As medidas foram realizadas em triplicata.

A densidade (p) dos CPs foi calculada pela Equacao 6:

Wy

p= [V2—-V35] ©)

A porosidade (¢) dos CPs foi calculada pela Equacdo 7 de acordo com Sharma, Swetha

e Roy (2019).

e = [L2=") /1 x 100 (7)

Pethanol
3.2.7 Carreamento de OncoA pelo método do equilibrio de adsorgdo

A OncoA foi carreada nas NOSM pelo método de equilibrio de adsorgdo.
Resumidamente, a OncoA foi dissolvida em 4gua ultrapura e, em seguida, o carreador (NOSM)
foi disperso na solugdo sob agitacdo constante (200 rpm a 25 °C). A propor¢cao molar
estabelecida para o bioativo e o nanocarreador foi de 1:10. Apds 24 h, essa suspensdo foi
centrifugada (7000 rpm por 30 min) obtendo um precipitado que foi liofilizado e armazenado
para posterior incorporacdo na matriz polimérica dos compdsitos. O sobrenadante foi usado

para determinar a quantidade de bioativo adsorvido usando um espectrofotometro modelo UV-
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2600 (Shimadzu, Japao) no comprimento de onda de 282 nm (previamente obtido por varredura
da oncocalixona A de 200 a 800 nm). A OncoA (0,5-25 pg mL™!) foi utilizada para a construcio
da curva de calibragio (Absorbancia = 0,01142 + 0,0429[OncoA]; com R? = 0,9989). A

porcentagem de carreamento do bioativo (% DL) foi calculada por meio da Equacao 8:

Dy _Dy]

DLY% = ! =221 100 (8)

1

Onde D; ¢ a quantidade total de bioativo adicionado e D> ¢ a quantidade de bioativo

presente no sobrenadante.
3.2.8 Avaliagdo da seguranga ndo clinica in vivo

Os testes foram realizados em zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa) no Laboratorio de
Bioprospeccao de Produtos Naturais e Biotecnologia (LBNPB-UECE), conforme protocolos
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Cearad (CEUA -
UECE N° 04009489/2023). Zebrafish (Danio rerio), com idade entre 60 ¢ 90 d, de ambos os
sexos (fenotipo de nadadeira curta), com tamanho de 3,5 + 0,5 cm e peso de 0,4 + 0,1 g e
adquiridos da Agroquimica Comércio de Produtos Veterinarios LTDA (fornecedora em
Fortaleza, Ceara, Brasil). Os ZFa foram aclimatados por 24 h a 25 °C em aquarios de vidro pH
= 7,0 contendo agua desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, e com
ciclo circadiano de 14:10 h (claro/escuro). Os ZFa receberam racao ad libitum 24 h antes dos
experimentos. Apds os experimentos, os animais foram sacrificados por imersdo em agua
gelada (4 °C) por 10 min até a perda dos movimentos operculares. O estudo de toxicidade aguda
(96 h) foi realizado de acordo com as metodologias propostas pela OECD (1992) e Silva et al
(2023). O teste de campo aberto (MAGALHAES et al., 2017) foi realizado para avaliar

alteracOes na coordena¢ao motora dos animais.
3.2.8.1 Teste de Campo Aberto (TCA)

O TCA foi realizado para avaliar alteragdes ou ndo da coordenacao motora dos animais,
seja por sedacdo e/ou relaxamento muscular (MAGALHAES et al., 2017). ZFa (n = 6 grupo )
foram tratados com 20 pL, via oral (v.0.), de OncoA ou NOSM ou NOSM@OncoA, ambos de
concentragdes 0,1 ou 0,5 ou 1,0 mg mL ™! ou veiculo (4gua bidestilada; 20 pL; v.0.). Um outro
grupo de animais (n = 6 grupo ') foi tratado com 20 pL, via oral, com diazepam (DZP; 10 mg
mL™"), bem como foi incluso um grupo de animais (n = 6 grupo ') sem tratamento (Naive).

Apds 1 hora dos tratamentos via oral de ambos os experimentos, os animais foram,
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individualmente, adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma agua
do aquario, marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora através da
contagem do numero de cruzamento de linhas (CL) durante 0-5 minutos. Os resultados foram
expressos como valores da média + erro padrao da média para cada grupo de 6 animais. Depois
de confirmar a normalidade de distribuicdo e homogeneidade dos dados, as diferencas entre os
grupos foram submetidas a anélise de varidncia (ANOVA unidirecional), seguido do teste de
Tukey. Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 8.4.3. O nivel de

significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05).
3.2.8.2 Toxicidade aguda 96h

A toxicidade aguda foi realizada frente aos ZFa conforme metodologias propostas pela
OECD (OECD, 1992) e Silva et al. (2023). Os ZFa (n = 6 grupo ') foram tratados conforme
descrito no item 3.2.9.1. O grupo veiculo foi utilizado como controle. Apds 96 h dos tratamentos,
foi anotado o nimero de ZFa mortos em cada grupo e determinado a concentracao letal capaz
de matar 50% dos animais (CL50) através do método matematico Trimmed Spearman-Karber

com intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-AGUILAR et al., 2015).
3.2.9 Ensaio de liberacdo in vitro

O perfil de liberagdo de OncoA adsorvida nas NOSM-CPs foi avaliado por meio de um
sistema de difusdo vertical, adaptado a partir de Almeida et al. (2017). Uma membrana de
celulose para didlise (didmetro médio: 1,18+0,02 cm e 4rea de permeacao: 1,09+0,03) com peso
molecular em torno de 12 kDa foi fixada entre o compartimento receptor e o doador (FIGURA
14). As membranas foram imersas no meio receptor (tampao fosfato) por 24 h antes de serem
usadas no experimento. NOSM@OncoA e amostras de CP1 a CP4 foram adicionadas ao
compartimento doador com 2 mL de solu¢do de tampao fosfato (PBS) pH = 7,4. O ensaio de
liberacao também foi realizado para OncoA livre na mesma solu¢ao tamponada (2 mL). O
compartimento receptor foi preparado com 10 mL de PBS (pH = 7,4). As liberagdes de OncoA
foram analisadas por espectroscopia UV-Vis (UV-2600, Shimadzu, Japao) usando a curva de
calibragdo citada anteriormente na se¢do 3.2.7. As condi¢des Sink foram mantidas para o estudo
de liberagao que foram realizados em triplicata na temperatura de 37,0+0,20 °C durante 72 h.

Para analisar o perfil de liberagao de OncoA in vitro (a partir de CPs, NOSM@OncoA

e OncoA livre) os dados foram ajustados aos modelos matematicos de ordem zero, primeira
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ordem, Higuchi, Elovich (Eq. 9-12) e para identificar o mecanismo de liberagdo, o ensaio

também foi ajustado ao modelo de Korsmeyer-Peppas (Eq. 13).

Modelo de ordem zero: Q = Kt + Q,

Primeira ordem: In Q =1n Qo + kt

1
Modelo de Higuchi: Q = kt2
Modelo de Elovich: 1-Q=kInt+b

Modelo de Korsmeyer-Peppas: g—t = Kt"

)

(10)
(11)
(12)
(13)

onde Q ¢ a porcentagem de liberagdo de OncoA no tempo t, Qt / Qoo representa a fracdo de

OncoA liberada no tempo t, k € a constante de liberacdo e o expoente n representa 0 mecanismo

de transporte do bioativo e pode ser usado para identificar o tipo de mecanismo de difusao.

Figura 14 — Sistema de estudo de liberagao por difusdo vertical em PBS pH 7.,4.
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3.2.10 Analise estatistica

Os dados das medidas foram avaliados em triplicata e os resultados obtidos foram
reportados como valores médios + desvios-padrao. Todos os resultados foram analisados por

meio do software e GraphPad Prism v. 8.0.

3.3 Resultados e discussio

3.3.1 Caracterizagdo quimica e morfologica dos materiais de partida
3.3.1.1 Caracterizagdo de nanofibrilas de celulose de Calotropis procera

As amostras de nanofibrilas de C. procera apos as etapas de tratamento térmico em
meio acido e basico, hidrolise em meio fortemente acido (H>SO4), branqueamento em solugao
de H>O2/NaOH e apos tratamento por ultrassom, apresentaram rendimento em torno de 14%
em massa seca apos liofilizacao. O tratamento térmico e quimico foi utilizado nas etapas iniciais
para promover o inchamento e quebra das fibras, além de solubilizar hemiceluloses e lignina
(NORONHA et. al., 2021). As suspensdes de CNFCp apo6s a tltima etapa de desfibrilagao por
ultrassom mostraram uma aparéncia em forma de gel com boa estabilidade coloidal. Os
resultados de parametros analisados para a celulose nanofibrilada de C. procera sao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros analisados para CNFCp.

Amostra Parametros Resultados (= DP)
Rendimento (%) 14,84 + 0,48
Comprimento (um) 0,65 +£0,32
Diametro (nm) 29,40 +£2.91

CNFCp  Relagao C/d 22,10
Potencial { (mV) —-30,80 + 0,90
Grau de cristalinidade (%) 63,91
Tamanho dos cristalitos (nm) 2,71

CNFCp: Celulose nanofibrilada de C. procera.

A andlise de potencial { foi realizada com o objetivo de avaliar a carga superficial
presente na CNFCp (TABELA 2). As nanofibrilas exibiram um potencial { em torno de —30
mV, indicando assim uma concentra¢do significativa de grupos funcionais carregados

negativamente na superficie da CNFCp. Essa carga superficial negativa nas microfibrilas de
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celulose pode contribuir para a estabilidade coloidal desses materiais, possibilitando seu uso
em uma ampla variedade de nanossistemas coloidais. Essas cargas podem ser atribuidas, de
acordo com Noronha et al. (2021), a grupos sulfatos carregados negativamente (SO4>) que
estariam presentes na superficie das nanofibrilas ap6s o processo de hidrélise acida com H2SOa.

A andlise por FTIR foi realizada com o intuito de identificar grupos funcionais presentes
na estrutura da celulose nanofibrilada tipicas para polissacarideos (FIGURA 15a). A banda em
3380 cm! refere-se ao estiramento de grupos —OH em ligagdes de hidrogénio. A banda
observada entre 3000 e 2700 cm ™! corresponde ao estiramento assimétrico e simétrico de C—H
(KHANJANZADEH et al. 2018). A banda em ~1635 cm™! esta associada com a deformagdo
angular de 4gua associada. Bandas caracteristicas de polissacarideos podem ser observados em
1170 a 1033 cm™! que sdo atribuidas a estiramentos C—O e deformacdes angulares C—H da
estrutura do anel piranosidico. Em 1054 cm ™! sdo atribuidas bandas referentes ao estiramento
de grupos éter (C—O—C) nas ligagdes glicosidicas (1—4) (SILVA et al. 2019). Além disso, em
~1375 cm ! esta presente uma banda associada a flexdo no plano dos grupos hidroxila (O-H).
A presenga de residuos lignoceluldsicos pode ser observada pela banda de baixa intensidade em
1509 cm™! referente ao estiramento C=C dos anéis arométicos de lignina (KHANJANZADEH
et al. 2018; SILVA et al., 2019). No geral, os resultados de FTIR apresentaram bandas tipicas

para polissacarideos.

Figura 15 — Espectros de FTIR (a) e o padrao de DRX deconvoluido (b) de celulose

nanofibrilada de Calotropis procera (CNFCp) obtidos apds hidrolise acida e tratamento por

ultrassom.
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Na Figura 15b ¢ apresentado o difratograma de raios X para a CNFCp e na Tabela 2 ¢
mostrado os dados de indice de cristalinidade (IC) e tamanho dos cristalitos determinado pela
equacgao de Scherrer. O padrao DRX da CNFCp exibiu dois dominios cristalinos principais em
20, sendo em 12° (plano 110) e 22° (plano 020) (FRENCH, 2014; GONG et al., 2017).
Resultados semelhantes foram observados para nanocristais de celulose obtidos de améndoa de
manga por Silva et al., (2019). Uma maior cristalinidade da CNFCp foi evidenciada (63,91%),
assim como a formagdo de polimorfos de celulose II (com angulos caracteristicos entre 13° <
20 < 15° e 18° < 20 < 22°) possivelmente decorrente do tratamento alcalino (etapa de pré-
tratamento e de branqueamento) ou da alta concentragdo de acido sulfurico no processo de
hidrélise (GONG et al., 2017). A partir da equag@o Scherrer o tamanho médio calculado dos
cristalitos do CNFCp foi de 2,71 nm. De acordo com Gong et al. (2017) durante a hidrolise
acida pode haver um rearranjo das moléculas de celulose II, reduzindo o tamanho dos cristalitos
em amostras que sofreram hidrolise demoradas em acido sulfurico. No trabalho de Jin et al
(2016), foi evidenciado a correlagdo entre o tamanho dos cristalitos de celulose e as
transformagdes polimorficas induzidas por processos de reducao ao tamanho nanométrico e de
diferentes concentragdes de solucdes alcalinas as quais as fibras foram tratadas.

As curvas de TG e DTG para a CNFCp é mostrada na Figura 16. A amostra apresentou
perda de massa na temperatura de ~100 °C, que corresponde a perda de dgua adsorvida no
material. Degradacdes significativas da amostra de CNFCp iniciaram em aproximadamente 200
°C (Ton), € a temperatura maxima de degradagao ocorreu em torno de 308 °C. Essa temperatura
¢ geralmente atribuida a quebra das ligagdes quimicas nos anéis piranosidicos das cadeias de
celulose (ZHAO et al., 2023). As degradagdes térmicas foram finalizadas a aproximadamente
360 °C (Tend), com residuo de cinzas variando em torno de 10%. No geral, a amostra de CNFCp
apresentou um perfil tipico de degradagdo térmica observado em outros trabalhos com
nanocelulose (SILVA et al., 2019). No geral a amostra de CNFCp apresentou uma significativa
estabilidade térmica que pode ser atribuido pela elevada cristalinidade promovida pela hidrolise
acida. Zhao et al (2023) estudaram nanocelulose com lignina incorporada em filmes
bloqueadores de radiagdo UV. A analise térmica das nanofibrilas de celulose pura mostrou duas
temperaturas maximas de degradagdo térmica atribuidas a presenca de carboxilato de sédio e a
quebra de ligacdes quimicas na cadeia da celulose. A presenca de carboxilatos deveu-se ao
método de oxidacdo por TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) utilizado na sintese das
nanofibrilas. De acordo com a andlise de FTIR, grupos carboxilatos ndo estdo presentes na

amostra, o que poderia explicar o pico unico no DTG para a CNFCp.
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Figura 16 — Andlise de TGA e DTG de celulose nanofibrilada de Calotropis procera (CNFCp)

obtida apos hidrélise 4cida e tratamento por ultrassom.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Micrografias MEVT e MEV (FIGURAS 17a e b) da amostra de CNFCp confirmam a
formac¢do de uma rede de micro e nanofibrilas de celulose apds o processo de desfibrilagao por
ultrassom. As interacdes de ligacdo de hidrogénio s3o intensificadas apds a desfibrilacio
mecanica, resultando em uma suspensao gelatinosa (SOUZA, et. al., 2019). A dimens3ao média
do didmetro da CNFCp foi de 29 nm e o comprimento em torno de 0,65 pm por meio de
medi¢des usando o software Image]®. Assim, a combinac¢do do tempo de hidrélise 4cida e o
tratamento por ultrassom auxiliou na reducdo das dimensdes das fibrilas de celulose a
nanoescala. Assim, foi possivel obter um nanomaterial fibroso a partir das fibrilas naturais de

C. procera em um processo que envolve etapas mais ambientalmente aceitaveis.

Figura 17 — Micrografias de MEV(a) e STEM (b) de CNFCp obtidas apos 24 h de hidrolise
acida e tratamento por ultrassom. Ampliagdo de micrografias: MEV: 5.000% e STEM: 35.000x.
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View field: 5.19 ym  Date(m/dly): 01/01/08 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os géis de CNFCp (FIGURA 18a) apresentaram aspecto gelatinoso a pastoso com
maior opacidade em concentracoes mais elevadas (1,0 a 2,0% em massa). Em testes
preliminares, concentracdes superiores a 2,0% apresentaram dificuldades de homogeneizacao,
devido a formacao de um material fortemente pastoso. O mesmo comportamento foi observado
por Zhu et al. (2017) para dispersdes de celulose de algodao na produgao de géis estabilizadores
de emulsdo Pickering. De acordo como observado na Figura 18b a tensdo de cisalhamento e a
viscosidade dos géis de CNFCp foram afetadas pelo aumento da concentragao da celulose
nanofibrilada. O comportamento das curvas de tensdo de cisalhamento e viscosidade dos géis
CNFCp sugere um comportamento ndo Newtoniano, do tipo pseudopléstico, o que estd de
acordo com as propriedades reologicas de hidrogéis e solugdes poliméricas. A viscosidade
elevada dos hidrogéis pode ser benéfica em algumas aplicagdes, como liberagdao controlada de
farmacos e na engenharia de tecidos (SOUZA et al. 2019; STOJKOV et al., 2021). A tensao de
cisalhamento aumentou com a taxa de cisalhamento mostrando valores crescentes a medida que
a concentracdo de CNFCp aumentava. Por outro lado, a viscosidade diminuiu com a taxa de
cisalhamento (0,01 a 0,12 Pa s' a uma taxa de cisalhamento de 100 s~!) mostrando menores
valores de viscosidade de acordo com a menor concentragdo de CNFCp utilizada. Esse
comportamento tipico ndo Newtoniano pode ser explicado pela perturbagdo na rede de
nanofibrilas (moléculas desordenadas) que, apds serem submetidas a uma tensao, as moléculas
sdo direcionadas na mesma direcdo da tensdo aplicada, reduzindo assim a viscosidade do
hidrogel (BOUHOUTE; NAKAJIMA; ISODA, 2021).

As suspensodes de CNFCp foram submetidas também a uma varredura de frequéncia
oscilatoria para avaliar os médulos de armazenamento (G') e de perda (G") (FIGURA 18c).
Tanto G' quanto G" sdo ligeiramente dependentes da frequéncia aplicada, aumentando a medida
que a frequéncia também ¢ aumentada. Esse comportamento indica um aumento das interacdes
interparticulas e o aumento da elasticidade da rede do hidrogel (SOUZA et al. 2019). Através
dos graficos observa-se um comportamento predominantemente elastico para a CNFCp nas
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 1,5% dentro da faixa de frequéncia analisada (G' > G"). O gel
CNFCp 2,0% apresentou cruzamento entre os médulos G'e G" (~5,0 Hz e ~23,0 Pa), indicando
uma possivel predominancia de forcas de viscosidade sobre forcas elasticas ao redor da tensao
de escoamento. Dessa forma, as suspensdes coloidais nessa concentracdo de CNFCp podem
apresentar baixa estabilidade e uma tendéncia a processos de sedimentacdo (STOJKOV et al.,
2021; ZHU et al.,, 2017). Com base nos resultados reoldgicos e em outros parametros
apresentados anteriormente (potencial {, cristalinidade e tamanho das nanofibrilas), as

suspensoes de CNFCp apresentam potencial estabilizante em suspensdes coloidais além de



54

potencial aplicagdo estrutural e como refor¢o em biocompositos.

Figura 18 — (a) Fotos de géis CNFCp, (b) viscosidade e tensdo de cisalhamento em funcao da
taxa de cisalhamento e (¢) modulo de armazenamento G' e mddulo de perda G" versus

frequéncia angular com diferentes concentragdes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.1.2 Sintese e caracterizag¢do do amido quaternizado de Spondias purpurea L.

Neste trabalho, a inser¢do de uma carga positiva na cadeia do amido de ciriguela (S.
purpurea L.) foi realizada introduzindo um agente catidénico contendo uma amina quaternaria
como ilustrado na Figura 10. Na reacdo, o amido foi previamente alcalinizado com solugdo de
NaOH e, em seguida, misturado com o agente catidnico (3-cloro-2-hidroxipropiltrimetil
amoOnio) previamente ativo por formagao do anel epoxido. A formagao do anel epoxido ocorre
pelo ataque nucleofilico intramolecular da hidroxila no carbono 2, catalisado em meio basico.
Apds o término da reagdo, o excesso de agente cationico que ndo reagiu foi removido por dialise.
Essa modificacao na cadeia do amido foi realizada com o intuito de melhorar a interagao
eletrostatica (reticulacdo fisica) com polimeros carregados negativamente na composi¢dao da
matriz polimérica dos compositos propostos neste trabalho (MENG et al., 2020).

O amido catidnico apresentou potencial { igual a +23,0 mV, indicando que grupos
positivos estavam presentes na cadeia do amido (TABELA 3). A quantidade de nitrogénio
observada por andlise elementar foi de 0,52% e o GS calculado a partir da Equagdo 2 foi de
0,065, sendo considerado um amido de baixa substituicio de acordo com Chatterjee et al.
(2023). O amido catidnico pode ser classificado como de baixo (GS<0,1), médio (0,1<GS<0,5)
e alto (GS>0,5) grau de substituigdo (CHATTERIJEE et al. 2023; RANA et al., 2021). Ainda de
acordo com Chatterjee et al. (2023) amidos catidnicos com baixo grau de substitui¢do sdo muito
utilizados para fins comerciais principalmente na industria de papel, téxtil ou ainda como
agentes aglutinantes em revestimentos e em tecnologias aplicadas em dgua residuais. Na area
biomédica, o uso de amido cationico vem sendo empregado no carreamento e entrega de
farmacos, genes e bioativos devido a sua nao toxicidade e baixo custo (AMAR-LEWIS et al.,
2021; CHATTERIJEE et al. 2023).

Embora o amido tenha apresentado baixo GS, a substitui¢do foi suficiente para
promover uma carga positiva na cadeia do polimero, como observado pelo potencial . Rahbar
et al. (2020) relataram a melhoria da permeagao transdérmica de farmacos através da interagdo
eletrostatica de quitosana carregada positivamente, usada como revestimento em nanoparticulas
solidas, com a superficie da pele carregada negativamente. Assim, além do AQC auxiliar nas
propriedades estruturais do composito por interagdes entre cargas distintas, este polissacarideo
modificado pode facilitar a liberacdo do fAirmaco por mecanismos de interagdo e repulsdao
eletrostatica. A adi¢do de grupos de carga positiva promove ainda a interferéncia na sintese da
membrana celular, sintese de proteinas, bem como replicagdo e transcrigdo de DNA em células

bacterianas (ZHANG; LAN; XIE, 2022).
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Tabela 3 — Parametros analisados para AQC.

Amostra Parametro Resultados (+ DP)
Potential { (mV) +23,0+ 1,78
Nitrogénio (%)* 0,52
Grau de substitui¢ao 0,065

AQC
Mw 2,07x10°
Mn 2,60x10°
PDI 1,25

AQC: Quaternizagdo do amido de ciriguela; *Analise elementar do amido de ciriguela

quaternizado: N = 0,52% (antes da reagdo, 0%).

A partir da analise de GPC (TABELA 3 e FIGURA 19), a massa molar média para o
AQC foi de 2,07x10° g mol . Em comparacdo com trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa, este foi um valor de massa molar médio maior em comparagdo com o amido de
ciriguela nativo (9,70x10%). A amostra apresentou apenas um pico de distribuicdo e indice de
polidispersividade (PDI) de 1,25, sendo considerada moderadamente polidispersa. De acordo
com Hoyos-Leyva et al. (2017), polimeros monodispersos possuem indice de
polidispersividade (Mw/Mn) igual a 1,0. Indices maiores que 1,0 indicam polidispersividade e,
portanto, maior heterogeneidade nas massas molares. Cui et al. (2023) em seu trabalho,
modificaram o amido de mandioca com o0 mesmo agente quaternizante utilizado neste trabalho
e as medidas de GPC mostraram um aumento na massa molar média, bem como um aumento

na distribui¢ao de massa molecular.

Figura 19 — GPC do amido quaternizado de ciriguela (Spondias purpurea L.)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O AQC também foi caracterizado por FTIR e RMN 'H com o objetivo de identificar a
presenca do grupo (—-N*(CH3)3) em sua estrutura.

Figura 20 — (a) Espectros de FTIR e (b) 'H RMN de amido quaternizado de ciriguela (Spondias
purpurea L.)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No espectro FTIR (FIGURA 20a) foram observadas bandas de baixa intensidade entre
1365 a 1466 cm™! (estiramentos C-N) que podem indicar a presenga do grupo quaternrio
(AMAR-LEWIS etal., 2021; CORREIA et al., 2021; ZHU; ZHANG; FENG, 2016). Além disso,
as outras bandas presentes, como em 3404 (vO—H), 2930 (vC—H), 1154 (vC-O) ¢ 1013
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(vC—0—C) cm™!, sdo tipicamente cadeia polissacaridica do amido (CUI et al., 2023). As bandas
caracteristicas atribuidos ao estiramento C—N seriam em torno de 1460 cm™!. Todavia, devido
a presenca de outras bandas mais intensas, diversos grupos funcionais podem apresentar
sobreposi¢do de bandas dificultando a identificacdo do agente catidonico. Além disso, o baixo
grau de substitui¢do também contribuiria para a baixa intensidade dessas bandas.

No espectro a de RMN de 'H do AQC na Figura 20b, o deslocamento em 3,10 ppm pode
ser atribuido aos prétons metilicos do grupo —N(CH3)3 presente no grupo cationico (CHPTAC).
Os protons do anel piranosidico sdo representados pelos deslocamentos de prétons H2 a H6
(unidade glicosidica) entre 3,70 a 3,35 ppm, deslocamento em 4,3 ppm para OH6 e em cerca
de 5,13 para os protons de OH2 e OH3 (AMAR-LEWIS et al., 2021; CUI et al., 2023; HAO;
NIE; ZHANG, 2019; MARIADOSS et al., 2020). Assim, a introdu¢ao do grupo catidnico foi

confirmada sendo corroborado juntamente com outros parametros analisados para o AQC.
3.3.1.3 Caracterizagdo de nanoesferas ocas de silica mesoporosa (NOSM)

As nanoestruturas responsaveis pela adsor¢do do bioativo OncoA no interior do
composito poroso sao as nanoesferas ocas de silica mesoporosa (NOSM). As NOSM foram
sintetizadas utilizando CTAB como template e o processo de remocao do surfactante (CTAB)

foi confirmado por FT-IR da amostra antes e apos remogao (FIGURA 21).

Figura 21 — FTIR das NOSM antes e depois da remocao do template.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma banda importante no grupo do surfactante ocorre em 2800-3000 cm ™' referente a

estiramentos assimétricos ¢ simétricos do grupo C—H e deslocamentos angulares C—H entre
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1400 a 1500 cm™! (LI et al, 2019; MOZAFARINIA et al., 2021). Esta banda ¢ muito intensa na
amostra de NSM e a auséncia dessas bandas na amostra de NOSM ¢ observada apds a remogao
do template. Dessa forma, a remogao do template CTAB foi realizada eficientemente utilizando
uma solugdo etanolica acida sob aquecimento e refluxo. Além disso, outras bandas de
estiramento caracteristicas para ligagdes Si—O (400 a 1200 cm ') e Si—OH (3000 a 3800 cm ™)
sdo observados em ambos 0s espectros tipicas para materiais a base de silica (CAl et al., 2017;
MOZAFARINIA et al., 2021).

A formacdo de material com mesoporos foi confirmada por meio da isoterma de
adsor¢do-dessor¢ao de N> a 77 K (FIGURA 22). A isoterma das NOSM apresentou padrao IV
indicando a presen¢a de materiais mesoporosos € histerese do tipo H2 indicando poros
cilindricos com gargalo estreito e morfologia do tipo garrafa, conforme classificagao da IUPAC.
As 1sotermas do tipo IV sdo tipicas de materiais mesoporosos (associados ou nao a microporos)
com didmetros de poros entre 2 ¢ 50 nm (MOHAMED; ELMOTASEM; SALAMA, 2020;
MOZAFARINIA et al., 2021). A curva de distribuicdo de tamanho de poros (FIGURA 22),
mostrou apenas um unico pico na curva de distribuicdo, demonstrando que as NOSM
sintetizadas possuem mesoporos com tamanhos relativamente estreitos e bem definidos, assim
como microporos pela regido inicial da isoterma (LI et al., 2019). A amostra de NOSM
apresentou area superficial elevada de 1703,62 m? g, com volume de poro de 0,564 cm® g ' e
com didmetro de 2,96 nm calculados por meio de NL-DFT (TABELA 4). Dessa forma, as
NOSM com area superficial elevada e um nticleo oco proporcionam materiais promissores para

o carreamento ¢ liberacdo controlada de fArmacos e outras moléculas bioativas.

Tabela 4 — Parametros analisados para as NOSM.

Amostra Parimetros Resultados (+= DP)
Tamanho médio (nm) 527,90 £ 37,40
Indice de polidispersividade (PDI) 0,455+ 0,072
Volume total dos poros (cm® g 1) 425,31
NOSM
Volume do poro (cm® g !)® 0,56
Area superficial (m? g '")® 1703,62
Tamanho de poro (nm)°® 2,96

NOSM: Nanoesferas ocas de silica porosa. ® Os pardmetros de adsor¢do-dessor¢do de N» da
amostra NOSM pelo método moderno da teoria do funcional de densidade ndo local (NL—

DFT).
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Figura 22 — Isoterma de NOSM e distribui¢do de tamanho de poros pelo método NL-DFT.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise de micrografia por MEV mostrou que as NOSM possuem estrutura
esférica bem definida com superficie lisa e tamanhos variando de 500 nm a 1,6 pm, sendo assim

um material polidisperso (FIGURA 23).

Figura 23 — (a) micrografia por MEV e (b) distribui¢ao granulométrica do NOSM por DSL.
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O tamanho e a distribuicao das nanoparticulas (TABELA 3) foram determinados
usando espalhamento de luz dindmico (DLS) apresentando raio hidrodindmico médio de
527,90+37,40 nm e indice de polidispersdo de 0,455+0,072. Assim, as nanoesferas de silica
podem ser consideradas como sendo moderadamente polidispersa. O tamanho de particula
obtido por DLS ¢ diretamente influenciado pelo fendmeno de solvatacao das moléculas de agua,

onde o didmetro da particula ¢ medido a partir da camada de moléculas de dgua que estio
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aderidas a superficie). Além disso, fendmenos de agregacdo também contribuem nas medidas
de tamanho de particula pelo método de espalhamento de luz dindmico (MOHAMED;
ELMOTASEM; SALAMA, 2020; MOZAFARINIA et al., 2021).

Li e colaboradores (2019) desenvolveram um novo método de sintese de
nanoesferas ocas de silica mesoporosa baseado em meio aquoso aquecido a 90 °C sob refluxo
para eliminacdo do template CTAB. Em seu trabalho, eles obtiveram faixa de tamanho de
particula, tamanho de poro simular aos encontrados neste trabalho. No entanto, a area
superficial foi consideravelmente menor do que a obtida neste trabalho, o que pode indicar uma
menor eficicia na formacao de nticleos ocos pelo método adotado. Assim, as nanoesferas ocas
de silica produzidas podem fornecer um meio de adsor¢do interessante para carreamento de
farmacos em sistemas de liberacdo controlada, além de proteger fisicamente farmacos
fotossensiveis (como a oncocalixona A) ou passiveis de rapida degradagao quimica em meios

fisiologicos ou gastrointestinais.
3.3.2 Carreamento de bioativo OncoA

As nanoesferas ocas de silica mesoporosa foram utilizadas como nanocarreadores
de oncocalixona A (NOSM@OncoA) para posterior incorporagdo em compositos
macroporosos 3D a base de nanofibrilas de celulose e amido catidnico reticulados. A
capacidade de carreamento ¢ importante para a definicdo de suas aplicagcdes. Estudos de
adsor¢ao com NOSM realizados por Li et al. (2019) mostraram que a capacidade de carga varia
entre 12 a 40% dependendo de algumas varidveis com a razao molar entre firmaco e carreador.
A OncoA foi carreada por adsorcao fisica durante 24 h em nanocarreadores mesoporosos pelo
método de equilibrio de adsor¢do na propor¢do molar de 1:10. Apds adsorcdo e posterior
centrifugagdo, obteve-se o sobrenadante que foi utilizado para determinar indiretamente (leitura
em UV-Vis de aliquota do sobrenadante) a quantidade de OncoA adsorvida nos nanocarreadores.
O percentual de carreamento por adsor¢ao médio foi de 26,07+1,36 %. Esse resultado mostra
que os NOSM podem carrear uma quantidade significativa de bioativos, agindo na protecao do
bioativo em condi¢des adversas até o0 momento de liberagdo no local apropriado. Os espectros
UV-Vis das solugdes de OncoA em diferentes concentragdes sdo mostrados na Figura 24b.
Como pode ser observado, a curva de absor¢ao UV-vis € tipica para a molécula de oncocalixona
A, sendo melhor observada em maiores concentracdes (FERREIRA et al., 2023; SOUSA et al.,
2021). O pico maximo de absor¢do em aproximadamente 282 nm e os valores de absorbancia
nesse comprimento de onda, de cada concentragdo, foram utilizados para plotar a curva de

calibracao mostrada na Figura 24a.
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Figura 24 — (a) Espectros UV-Vis de OncoA em diferentes concentracdes em PBS (pH =7,4) a
25 °C; (b) Curva de calibragao obtida de [OncoA] vs absorbancia a 282 nm, e (c) Micrografia
de Microscopia Eletronica de Varredura (50000x) de NOSM@OncoA (ap6s adsor¢ao).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A micrografia obtida por MEV das NOSM apds o processo de adsor¢ao mostram
que ocorreu depodsitos do bioativo na superficie esférica das nanoesferas de silica,
possivelmente durante o processo de liofilizagdo (FIGURA 24c). Assim, além dos processos de
adsorcdo fisica, a OncoA também foi carreada por impregnacdo fisica na superficie do

nanocarreador mesoporoso que pode acarretar em um burst inicial na liberagao do bioativo.
3.3.3 Avaliagao da seguranca ndo clinica in vivo

Estudos de biosseguranca de nanomateriais podem ser realizados utilizando o modelo
animal do zebrafish (Danio rerio) ja amplamente utilizado para avaliagdo da toxicidade de
biomateriais nanoestruturados. O uso desse modelo decorre principalmente devido a facilidade
de manuseio dos animais, além de possuir uma fase embrionaria visivel e passivel de controle,
e por possuir semelhangas a nivel molecular e fisiolégico com os seres humanos
(KRISHNARAJ; HARPER; YUN, 2017). Este modelo animal pode ser usado para avaliar a

toxicidade de varios tipos de nanomateriais (por exemplo, nanomateriais metalicos, silica,
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metal-organicos e poliméricos) no que diz respeito a neurotoxicidade, taxa de sobrevivéncia
animal, alteragdes morfoldgicas e locomotoras, entre outros. No geral, as propriedades
toxicologicas dos nanomateriais estao associadas a parametros como dosagens e ao estagio de
desenvolvimento do animal, mas também as propriedades fisico-quimicas desses nanomateriais
(JIA et al., 2019).

Os peixes (n = 6 grupo ') foram selecionados aleatoriamente e tratados oralmente com
20 pL de OncoA ou amostra NOSM@OncoA ou controle contendo apenas suspensao de NOSM
em diferentes concentragcdes. Um grupo de animais sem qualquer tratamento (grupo Naive e
grupo veiculo) foi incluido. Durante a andlise, a atividade locomotora (AL) dos zebrafish ndo
diminuiu quando a OncoA isolado foi testada, sendo significativamente semelhante (p>0,05)

aos controles (Naive ou Vehicle). Os resultados da AL sdo apresentados na Figura 25.

Figura 25 — Efeito das amostras sobre a atividade locomotora de zebrafish adulto (Danio rerio)

no Teste de Campo Aberto (0-5 min).
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Naive - animais ndo tratados. v.o. - Administragdo oral. OncoA - oncocalixona A. NOSM -
nanoesferas ocas de silica mesoporosa. NOSM@OncoA - Nanoesferas ocas de silica
mesoporosa carregadas com oncocalyxone A. DZP - diazepam (10 mg mL™'; 20 pL; v.0.).
Veiculo - 4dgua bidestilada (20 puL; v.0.). Os valores representam a média + o erro padrdo da
média (EPM) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey (*p<0,05; ****p<0,0001 vs.
Naive or Veiculo; #p<0,05; ##p<0,01; ####5<0,0001 vs. DZP).

No entanto, houve alteracao da atividade locomotora dos animais tratados com NOSM
ou NOSM@OncoA, ambos tratados com 0,1 ou 0,5 ou 1,0 mg mL™! (20 pL; v.0.), que foram
significativamente diferentes (p<0,05; p<0,0001) dos controles (Naive ou Veiculo). Assim, as

nanoesferas de silica influenciaram na capacidade locomotora dos animais no experimento
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(com e sem OncoA adsorvido). Assim, indicando-se, assim, uma possivel atividade sedativa
relacionada ao aumento da concentragdo de NOSM, que ja foi inclusive relatada por Li et al
(2017) para nanoparticulas de SiO>. A atividade locomotora ¢ um importante indicador
comportamental a ser avaliado em farmacos que podem afetar o sistema nervoso central
(SOUSA et al., 2021). No entanto, observa-se que a presenga da OncoA nao interferiu na
atividade locomotora quando presente na amostra de NOSM@OncoA, indicando assim que a
atividade sedativa ¢ ligada a presenga dos nanocarreadores a base de silica e diretamente
relacionados ao aumento da concentragdo destes. Ainda assim, as nanoparticulas de silica serdo
inseridas na matriz polimérica do scaffolds e esses possiveis efeitos adversos poderdo ser
reduzidos para futuras aplicagdes in vivo ou aceitaveis diante dos beneficios terapéuticos
oferecidos.

Apos a andlise de toxicidade aguda por 96 h, ndo foram registrados animais mortos
indicando que tanto as NOSM@OncoA quanto a OncoA livre ndo foram téxicas para os
zebrafish ao longo periodo avaliado. A partir dessa anélise também ¢ possivel determinar a
concentragdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLs0) em cada grupo. A concentracao CLso
ndo foi encontrada para as concentracdes testadas sendo estimada como sendo >1,0 mg mL"™!

conforme dados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados dos ensaios de toxicidade aguda em zebrafish adultos.

Mortalidades de zebrafish adultos

96 h de analise
Amostra 0,1 0,5 1,0
Veiculo 5 4 _1 CLso (mg mL1)/IC
mg mL mg mL mg mL
OncoA 0 0 0 0 >1,0
NOSM 0 0 0 0 >1,0
NOSM@OncoA 0 0 0 0 >1,0

Veiculo: 4gua bidestilada (Controle; 20 puL; v.0.). OncoA: Oncocalyxone A (20 pL; v.0.). NOSM:
nanoesferas de silica (20 puL; v.0.). NOSM@OncoA: nanoesferas de silica com oncocalixona A
(20 pL; v.0.). CLso: concentracdo letal para matar 50% dos zebrafish adultos; IC: intervalo de

confianga.

Nanomateriais a base de silica sao bem relatados por sua baixa citotoxicidade e
propriedades inertes (KRISHNARAJ; HARPER; YUN, 2017; LIU et al., 2015). No entanto,
alguns estudos relataram potenciais efeitos adversos em organismos vivos, especialmente

quando associados a diferentes ligantes de superficie (JIA et al., 2019). Liu et al (2015) em seu
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trabalho com a funcionalizacdo de nanoparticulas de silica mesoporosa com grupos aminas
quaternario, relataram que estes materiais seriam toxicos para embrides de zebrafish. Assim
essa observacdao corrobora com dados de outras pesquisas que relatam alguns efeitos de
toxicidade quando alguns grupos funcionais sdo graftizados na superficie de materiais a base
de silica (BEAGAN et al. 2020). Assim, de acordo com o experimento realizado neste trabalho,
as nanoesferas de silica mesoporosa apresentaram possivel efeito sedativo, como um
benzodiazepinico (diazepam) e uso promissor na composi¢do de nanomateriais pois nao
apresentaram letalidade ao longo de 96 horas, indicando assim uma faixa de biosseguranga nas

concentragodes testadas.
3.3.4 Caracterizagdo dos compdsitos porosos de CNFCp-gMBA-AQC/NOSM@OncoA
3.3.4.1 Sintese, intumescimento e porosidade dos compositos porosos

A sintese dos CPs a base de CNFCp-gMBA-AQC foi realizada pela técnica de
polimerizacao radicalar in situ utilizando MBA como agente de reticulagio ¢ KPS/TMPDA
como iniciador/catalisador (FIGURA 13). TMPDA atua como um agente redutor e, assim,
melhora a reatividade do KPS. Inicialmente, a decomposic¢ao das ligagdes peroxila (—OO—) do
KPS resulta na produgdo de radicais anion sulfato (SO4™+), que reagem ao meio aquoso gerando
radicais hidroxila (HO"). Esses radicais abstraem atomos de hidrogénio dos polissacarideos
AQC e CNFCp, produzindo macro radicais. O MBA ¢ graftizado nas cadeias polissacaridicas,
através de um mecanismo aceptor de Michael, formando ligagdes covalentes entre as cadeias
dos polissacarideos e o grupo —CH=CH; das extremidades do agente reticulante (BERA et al.,
2020). A porcentagem de reticulacdo foi determinada por gravimetria, onde foi analisado a
diferenca de massa dos polissacarideos antes e apds a reacdo, apresentando. Os valores de
reticulagdo foram encontrados entre 8-24% (TABELA 6). Assim, os resultados indicaram que
houve reticulacao das cadeias dos polissacarideos sendo observado um menor percentual de
reticulagdo em matriz formada apenas por celulose. Essa observagdo pode ser explicada pela
menor disponibilidade das hidroxilas na cadeia de celulose nas nanofibrilas. Lin et al. (2023)
utilizando essa mesma técnica gravimétrica, obtiveram 15,3% de grafitizagdo em hidrogéis
preparados com amido, usando o MBA, para o encapsulamento de eugenol.

Os scaffolds foram preparados a partir da matriz polimérica reticulada (CNFCp-gMBA-
AQC) que posteriormente foi incorporado com PVA e as nanoesferas ocas de silica porosa
carreadas com Oncocalixona A. A preparagdo dos scaffolds por liofilizagdo permitiu a

formacao de macroporos na estrutura 3D do compdsito, o que garante a permeacao eficiente de
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principios ativos através dos fluidos corporais além de facilitar a vascularizacdo em processos
de regeneragao tecidual (MENSAH et al., 2023). As caracteristicas como intumescimento,

densidade e porosidade dos compdsitos porosos produzidos podem ser observadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros analisados para CP com diferentes propor¢des de matriz polimérica.

Amostras
CP1 CP2 CP3 CP4
Teor de reticulagao (%) 24,12+6,50 20,28+3,40 21,31+8,22 8,86+2,03
Intumescimento (%) 1607,3+32,04 1448,9+65,10 1301,25423,17 1609,24+46,09

Determinacao

Fragdo soluvel (%) 20,68+2,47 24,95+1,09 26,09+1,86 17,79+0,77
Densidade (g.cm™) 0,173+0,04 0,193+0,08 0,221+0,05 0,224+0,09
Porosidade (%) 22,234+1,47 25,62+1,92 20,63+2,24 19,89+6,68

CP: Compdsito poroso.

O intumescimento ¢ um indicador da capacidade de preenchimento por componentes
liquidos na estrutura tridimensional de um material poroso (MENSAH et al., 2023). A formagao
de macroporos permite ainda, uma maior mobilidade das moléculas de solvente através da rede
polimérica. Além disso, a natureza do reticulante juntamente com a superficie rica em hidroxilas
(polimeros e silica) favorece uma forte interacao entre a matriz hibrida e solventes proticos.
Todos os compdsitos porosos apresentaram uma elevada taxa de intumescimento em meio
aquoso tamponado, aproximadamente entre 1300% e 1600%, o que € justificado pelos materiais
de partida utilizados (ricos em hidroxilas) e pelo método de preparo dos scaffolds (liofilizagao).

Algumas das principais caracteristicas dos biomateriais aplicados aos processos de
regeneragao celular e liberacao de fArmacos estdo relacionadas a sua porosidade. Neste trabalho,
a capacidade de permeacao de fluidos pela estrutura dos CPs foi avaliada através da porosidade
aparente. Os resultados (TABELA 6) revelam que a porosidade dos compdsitos ficou entre 17
e 24%. A porosidade dos CPs com maior porcentagem de CNFCp (CP3 e CP4) foi menor em
relagdo aos demais, o que também corrobora com a maior densidade apresentada por esses
compositos. A diminui¢do da porosidade deveu-se possivelmente a reducao do tamanho/volume
de poros nas amostras devido a maior interagdo e maior empacotamento das nanofibrilas de
celulose.

Os compositos porosos apresentaram reducao de materiais soluveis em CP4 formado
apenas por reticulagdo de CNFCp com MBA. Dessa forma, a reducao da solubilidade em agua

¢ favorecida pela maior proporcao de celulose nanofibrilada. As fibrilas de celulose apresentam
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cadeias polissacaridicas com uma estrutura cristalina possuindo extensas ligagdes de hidrogénio
intra e intermoleculares, o que impede a disponibilidade de hidroxilas com o solventes por
interacoes do tipo ligagdes de hidrogénio, tornando assim materiais celulésicos menos

hidrofilicos (ZHU et al., 2017).
3.3.4.2 Estrutura quimica

A estrutura quimica dos CPs e das NOSM@OncoA incorporadas foi avaliada por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). O estudo de FTIR foi
utilizado para confirmar a reticulagcdo da matriz polimérica com MBA e analisar as interagdes
entre a matriz polimérica e os nanocarreadores mesoporosos contendo oncocalixona A. A
Figura 26 apresenta os espectros de FTIR dos materiais de partida (AQC, CNFCp, PVA, NOSM
e OncoA) e CP1 a 4 contendo as NOSM@OncoA. Bandas tipicas de polimeros ricos em
hidroxila estdo presentes em todos os espectros de CPs.

Uma banda larga em 3000 e 3800 cm ™! correspondendo a estiramentos O—H de ligacdes
de hidrogénio. A banda para estiramento N—H (também de liga¢des de hidrogénio) é observada
na mesma regido para o MBA (s6 que mais estreita, como € esperado para o tipo de ligagdo). O
pico em 2931 cm™! é atribuido as vibragdes de estiramento C—H (KHANJANZADEH et al.,
2018; MOZAFARINIA et al., 2021). As bandas relacionadas a deformacao angular de N—H e
ao estiramento C=N de amidas foram observadas em ~1540 cm ™! e 1655 cm™ !, respectivamente,
indicando que o processo de reticulagdo foi bem sucedido (LIN et al., 2023). As bandas de
estiramento C=C referentes a estrutura quinona presente na molécula de OncoA observada em

torno de ~1600 cm™!

sdo possivelmente sobrepostas por bandas mais intensas da regido de
fingerprint dos polissacarideos nos compositos (SOUSA et al., 2021). O alcool polivinilico foi
adicionado como agente plastificante as formulagdes, ajudando a fortalecer a estrutura
tridimensional apds secagem. O PVA ¢ um polimero hidrofilico obtido a partir da hidrolise do
poliacetato de vilina (PVAc). Assim, a banda na regido de 1730 cm™! (encontrado no espectro
de PVA puro) pode estar relacionada presenca de grupos acetatos (—COOCH3) remanescentes
presentes na cadeia do alcool polivinilico (KHLYUSTOVA et al., 2021).

Bandas entre 1000 ¢ 1100 cm ' sdo atribuidas as vibracdes de estiramento C—O e
C—0O—C do anel piranosidico que sdo tipicas para a regido impressao digital das cadeias de
polissacarideos (SILVA et al. 2019). As bandas em 1656 ¢ 1580 cm™! relacionadas ao grupo
cationico do amido modificado podem estar sobrepostas por outras bandas de maior intensidade

e também por intera¢des entre os grupos —N'(CH3); com grupos carregados negativamente

(SHARMA; SWETHA; ROY, 2019). Por fim, as bandas em ~1200 cm™! referentes as ligacdes
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Si—O—Si e a 465 cm™! para as ligagdes Si—O podem ser observadas também para os espectros

dos compositos CP1 a CP4 (MOZAFARINIA et al., 2021).

Figura 26 — Espectros FTIR de scaffolds e dos materiais de partida.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.3.4.3 Analise morfologica

A morfologia da superficie dos CPs, com diferentes propor¢des de CNFCp e AQC
reticulado, foi investigada por microscopia eletronica de varredura (MEV), como mostra a
Figura 27. As micrografias da superficie dos scaffolds foi realizado usando aumento de 1000x

onde foi possivel observar a rede de macroporos da superficie do biomaterial. Fotografias
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também foram apresentadas para expor o formato dos scaffolds (altura de 9 mm e didmetro de

6,5 mm aproximadamente) apds o processo de retirada dos moldes.

Figura 27 — Fotografias e micrografias por MEV (1000x) de scaffolds nas diferentes
formulagoes: CP1, CP2, CP3 ¢ CP4.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Imagens produzidas por MEV demonstraram que os CPs possuem uma rede
tridimensional de nanofibras distribuidas aleatoriamente. As cadeias de polissacarideos,
especialmente a celulose realizam interagdes de hidrogénio eficientes (SOUSA et al., 2019),
formando hidrogéis (previamente a preparacao dos compositos) com maior uniformidade e uma
rede mais densa e ordenada apds a remocao de dgua no processo de liofilizacio (MENEGUIN
et al., 2021). Dessa forma ¢ esperado um maior empacotamento dos poros produzidos nos
compdsitos com maior proporcdo de celulose. Além disso, as interacdes entre as cargas
positivas do AQC e as cargas negativas da CNFCp, confirmadas por potencial {, auxiliam na
formacao de uma rede tridimensional mais forte. Somando-se a isso, a grafitizacdo com o MBA
contribui com uma estrutura tridimensional mais rigida. Em testes de imersdo em agua,

observou-se que as formulagdes com maior proporcao de AQC apresentaram menor resisténcia
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e iniciaram o processo de desagregacdo em pouco tempo de imersdo. O contrario ocorreu com
0os PCs com maior propor¢ao de NFCCp. No geral, nos CPs foram observadas aberturas de
macroporos com reduzida uniformidade. Possivelmente, forgas atrativas entre os polimeros
polieletronicos prevaleceram o que podem ter dificultado o aprisionamento de 4gua na rede do

hidrogel (SHARMA; SWETHA; ROY, 2019).
3.3.5 Ensaio de liberacdo in vitro

Os ensaios de liberacdo in vitro de OncoA nos scaffolds e nanoesferas ocas de silica
mesoporosa foram realizados em meio tamponado com pH 7,4 (simulando o meio fisiologico).
Este meio tamponado foi selecionado com o objetivo de avaliar o perfil de liberagdo de OncoA
carreados em compositos nanoestruturados para serem utilizados como implantes de liberagao
local em tecido 6sseo, além de fornecer suporte para o crescimento celular e regeneracao
tecidual. O perfil de dissolu¢do da OncoA, bem como das NOSM@OncoA e dos compositos
porosos (CP1-4) (carregados com NOSM@OncoA) sao apresentados na Figura 28. A condigdo
sink foi obtida a partir da quantidade de 2208 pg de OncoA utilizadas nos CPs e
NOSM@OncoA e no caso de 100% do bioativo ser liberado no meio receptor (10 mL) teriamos
a concentracdo maxima de 220,8 pg mL™!. No entanto, a concentracdo de saturagio da
oncocalixona A em tampio PBS (pH = 7,4) ¢ de 828 ug mL ™! (TAVARES et al., 2019) e 1/3
dessa saturagio corresponderia a 276 pg mL™!. Para o OncoA livre, utilizou-se 2 mL de solugio
2008 pug mL!. Assim a concentra¢io do bioativo OncoA satisfez a condigdo sink para o ensaio

de liberagao.

Figura 28 — Porcentagem média (+ desvio padrao) de OncoA liberado em pH 7,4 por 72 h.
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Em meio PBS, a OncoA pura apresentou perfil de liberacdo rapida (efeito burst), e
96,95+1,12% do bioativo foi liberado em 24 h. As NOSM@OncoA apresentaram uma liberacao
inicial rapida nas primeiras 4 horas (21,30+0,12%) em comparacdo com os CPs. Esse burst
inicial pode estar relacionado com OncoA depositada na superficie das NOSM conforme
mostrado na micrografia da Figura 24c. A liberacdo ao final de 72 h permaneceu em torno de
37%, mostrando assim um perfil de liberacao controlada. Liu et al., 2019 observaram um perfil
de liberagdo (24% nas primeiras 2 h) semelhante a este trabalho, quando realizaram a adsor¢ao
fisica de carvedilol em nanoesferas ocas de silica mesoporosa e posterior liberagdo em tampao
acido (pH 1,2 e 6,4). O perfil de liberagdo do carvedilol foi controlada e uma das razdes dadas
foi o preenchimento e armazenamento do farmaco no nicleo oco das NOSMs, que seriam entao
liberados lentamente através dos canais mesoporosos de dentro para fora.

Todos os CPs apresentaram um perfil de liberacao controlada com liberacao de 18 a 26%
da massa acumulada de OncoA nas primeiras 6 horas do ensaio de liberacdo, o que ¢ atribuido
principalmente ao farmaco adsorvido na superficie das nanofibras (MURUGAPANDIAN;
CLEMENT; UTHIRAPATHY, 2023). Entretanto, possivelmente devido a composicao distinta
dos compositos porosos, algumas diferencas podem ser observadas nos perfis de liberagao. O
CP1 apresentou maior liberacao inicial, o que pode estar relacionado a menor resisténcia de sua
estrutura ao meio aquoso. O AQC ¢ o componente majoritario no composto CP1 (75% na matriz
reticulada). O amido catidnico ¢ mais solivel em meio aquoso e, portanto, compositos com
maior propor¢ao de AQC foram mais suscetiveis a degradagdo da matriz polimérica quando
expostos a meio hidrofilico. O CP4 apresentou perfil de liberacdo mais controlado que os
demais. Apds 12 horas, 25,59+3,49% foram liberados e, ao final de 72 h, 35,04+0,1% de OncoA
acumulada foi liberada no meio receptor. Possivelmente, a maior resisténcia das nanofibrilas de
celulose ao meio aquoso (mesmo com menor % de reticulacdo) possibilitou uma liberacdo mais
controlada de OncoA ao longo do periodo de ensaio. Somando-se a isso, outros fatores precisam
ser considerados, como a possivel melhor compatibilidade do firmaco com a matriz polimérica
e os mecanismos de liberacao envolvidos.

O transporte e liberacdo de farmacos em sistemas farmacéuticos envolvem multiplos
estagios causados por diferentes fendomenos fisicos ou quimicos. Assim, torna-se complexo
definir um modelo mateméatico que descreva corretamente todos os processos envolvidos
(YANG et al., 2022). As porcentagens acumuladas de liberagdo in vitro de OncoA livre, além
de CPs, e NOSM@OncoA foram ajustadas nos modelos matematicos de ordem zero, primeira
ordem, Elovich, Higushi e também no modelo Korsmeyer-Peppas para determinar o mecanismo

de liberagdo do farmaco. O coeficiente de correlagio R? foi utilizado como referéncia para
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estimar a adequagdo de cada modelo. Os parametros cinéticos dos modelos matematicos

aplicados sao apresentados na Tabela 7 e os graficos de ajustes aos modelos matematicos nas

Figuras 29 e 30.

Tabela 7 — Parametros cinéticos de liberagdo para OncoA, NOSM@OncoA e CP1 a 4.

Modelos matematicos

J Tempo de

Ordem Primeira Korsmeyer-

Amostra Higushi Elovich (ngem™2  laténcia
Zero ordem Peppas b )

R? R’ R? R? N R?
OF 0,978 0,904 0,993 0,993 0,597 0,994 2,66+0,37 6,55+1,69
NC 0,933 0,870 0,975 0,997 0,363 0,978 1,55+0,29 9,70+1,30
CP1 0,995 0,935 0,993 0,960 0,857 0,998 3,04+0,17 1,74+0,77
CP2 0,991 0,938 0,981 0,941 0,839 0,978 2,43+0,18 1,15+0,84
CP3 0,987 0,893 0,998 0,978 1,034 0,991 2,51+0,22 1,15+0,98
CP4 0,995 0,952 0,991 0,954 0,739 0,994 2,11+0,11 1,84+0,51

OF = OncoA livre; NC = NOSM@OncoA; J = Fluxo em estado estacionario; n = Expoente da

difusdo.

O modelo de Elovich descreve o processo de liberacdo do farmacos por meio de um
processo de difusdo heterogéneo e esse modelo € bastante utilizado em ajustes de difusdo em
processos de adsor¢do e dessor¢ao em materiais porosos (GONG et al., 2023; MENG et al.,
2020). A partir das informagdes apresentadas na Tabela 7, pode-se inferir que o modelo de
Elovich poderia ser aplicavel ao sistema de liberagdo sustentada de NOSM@OncoA, pois
apresenta um ajuste aceitavel (R? = 0,99, FIGURA 29). Os modelos de ordem zero, Higushi e
Korsmeyer-Peppas apresentaram melhores ajustes para os compodsitos porosos (R* = 0,97 -
0,99). Um sistema de liberagao de ordem zero representa a liberagao controlada do farmaco a
uma taxa constante (mantendo a faixa terapéutica). No entanto, o modelo de ordem zero € mais
adequado para situagdes em que a estrutura de liberagcdo ndo sofre desintegragdo (REBOUCAS
et al, 2023). Assim, o modelo de Higushi seria mais adequado para ajustar a liberagdo nos CPs
pois estes utilizam de uma matriz polimérica passivel a processos de intumescimento,
relaxamento e erosdao. O modelo de Higuchi descreve a liberacdo de farmacos com base na
difusdo Fickiana ou Caso I (n <0,45), em que a taxa de difusdo ¢ inferior a taxa de relaxamento

da cadeia polimérica (JASSO-GASTINEL, 2017).
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Figura 29 — Modelos matematicos ajustados para a cinética de liberacdo de OncoA nos

nanocarreadores mesoporosos.
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O modelo de Korsmeyer-Peppas tem sido empregado na andlise do mecanismo de
liberacdo de farmacos in vitro para distinguir diferentes mecanismos de liberagdo: liberagao
Fickiana (liberacdo por difusdo controlada), ocorre quando n < 0,45; o processo de liberacao
por intumescimento da matriz polimérica ocorre no transporte de caso Il quando n = 0,89; o
super caso II de transporte, que envolve dissolugdo do polimero e inchamento ou relaxamento
da cadeia polimérica, ocorre quando n > 0,89; e a liberagcdo ndo-Fickiana (transporte anomalo)
ocorre quando o valor de n esta entre 0,45 e 0,89 e envolve uma combinagdo dos mecanismos
de difusao e transporte do Caso I (REBOUCAS et al., 2023; YANG et al., 2022). O mecanismo
de liberacdo do farmaco pode ser identificado no modelo de Korsmeyer-Peppas a partir do
ajuste linear dos pontos referentes a 60% de liberacdo ativa no intervalo de tempo com perfil
mais proximo do linear (REBOUCAS et al., 2023). Para os modelos aplicados, foram utilizados
apenas os pontos das primeiras 8 h de liberacdo (< 60% do total liberado). O modelo de
Korsmeyer-Peppas mostra-se o mais adequado para avaliar o mecanismo de liberacdo dos CPs
(R?=10,97-0,99).

De acordo com os valores do expoente da difusao (TABELA 7), os sistemas de
nanocarreadores baseados em NOSM@OncoA possuem um mecanismo de liberagao
controlado por difusdo Fickiana (n < 0,45) onde hd um fluxo de um maior gradiente de
concentragdo para um menor gradiente de concentragdo. Os compositos CP1, CP2 e CP4

apresentaram valores de n de 0,85, 0,83 e 0,74, respectivamente. Assim, estes compdsitos
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apresentaram um mecanismo de difusdo ndo-Fickiana (0,45 < n < 0,89), sendo um processo
combinado de difusdo e transporte do caso II. Para o CP3 (n > 0,89) o mecanismo de liberagao
mais adequado € o super caso II de transporte (associacao entre transporte/difusao). Este tipo
de mecanismo de liberagdo ocorre através de um processo de sor¢ao, tensdo e relaxamento das
cadeias poliméricas e inchamento da parte externa. Assim, ocorre uma combinagdo de difusdo
e dissolucdo ao mesmo tempo que a matriz polimérica sofre processos de intumescimento e

erosao (REBOUCAS et al., 2023; YANG et al., 2022).

Figura 30 — Modelos matematicos ajustados para a cinética de liberacdo de OncoA nos scaffolds.
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Os dados de fluxo em estado estaciondrio (J) para a liberagdo de OncoA dos compdsitos
CP1 a CP4 foram maiores do que para o sistema NOSM(@OncoA. Esse comportamento pode
ser explicado pela pré-liberagdo que ocorre na matriz polimérica do scaffold durante o preparo
em meio aquoso. Essa pré-liberacdo dos bioativos nas fibras da matriz polimérica podem ser
responsaveis pelo burst inicial no teste de liberagdo desses compositos. Os valores de tempo de

laténcia foram préximos para todos os compositos preparados.
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CAPITULO IV
4 CONCLUSAO

Neste trabalho nanomateriais de celulose e amido cationico foram produzidos a
partir de matrizes de polissacarideos de espécies vegetais C. procera e S. purpurea L. com
biomassa de baixo valor agregado. Ambos os polissacarideos nativos foram transformados em
produtos de maior valor agregado. Assim, os métodos de hidrélise e tratamento ultrassonico
foram eficazes na produgdo de nanofibrilas de celulose com dimensdes nanométricas, assim
como a sintese do amido cationico de baixo grau de substitui¢do também foi realizada com
sucesso. O processo de reticulagdo foi conduzido de forma satisfatoria e os pardmetros sugerem
uma promissora aplica¢gdo como componentes de matrizes poliméricas em biomateriais mais
resistentes a meios aquosos. Paralelamente, nanocarreadores a base de silica mesoporosa com
elevada area de superficie e tamanho nanométrico foram sintetizados e mostraram-se
promissores como agentes de adsor¢do de oncocalixona A para aplicagdo anticancer. Os
scaffolds a base de polissacarideos modificados e reticulados foram produzidos com sucesso
pelo método de liofilizagdo apresentando macroporos nao ordenados que favorecem processos
de vascularizacdo ¢ adesdo celular, assim como a difusiao de bioativos. Além disso, os
nanocarreadores de silica contendo oncocalixona A mostraram-se biosseguros em seu uso, nao
apresentando toxicidade aguda em modelo in vivo de zebrafish nas concentragdes testadas. Os
scaffolds apresentaram ainda um perfil de liberacdo controlada que pode ser uma estratégia
promissora para liberagdo local via implante em tecido 6sseo, sendo as formulagdes com maior
percentual de celulose mais resistentes a degradagdo em meio aquoso e, portanto, mais

promissores para a aplicagdo destinada.
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