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RESUMO

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo fisiologico complexo com a finalidade de
restaurar o tecido ap6s algum trauma. Essa area ¢ de grande interesse no desenvolvimento
de curativos para lesdes associando biomateriais com principios ativos naturais. Logo,
este trabalho caracterizou o extrato etanolico de propolis vermelha (PV), otimizou o
desenvolvimento de fibras de poli(p-acido latico) (PLA) e produziu fibras através das
blendas de PLA com poli(etileno glicol) (PEG) em diferentes proporgdes (m/m)
(PLA:PEG 100:0, 90:10, 80:20 e 70:30) incorporadas com 16% m/m de PV pelo sitema
de Solution Blow Spinning (SBS) com o proposito de cicatrizar ferimentos cutaneos.
Avaliou-se a atividade antioxidante e antimicrobiana da prdopolis vermelha e se
caracterizou as propriedades das fibras por: MEV; fisico-quimica por TGA, FTIR e DRX;
adsorcdo, eficiéncia de encapsulagdo e liberagdo dos flavonoides da PV por UV-vis;
microbioldgicas pela cinética de crescimento de Staphylococcus aureus; e imunoldgicas
por citotoxicidade com diferentes concentracdes de PV, estresse oxidativo através de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e modulatoria de citocinas. As solugdes de PLA
foram dissolvidas em dimetilcarbonato (DMC) nas concentragdes 8, 10 ¢ 12% m/v e
fiadas nas taxas 80, 100 e 120 uL.min"!, em que se observou que a concentragio
polimérica foi fator determinante para o aumento do didmetro das fibras de forma
estatisticamente significativa (p<0,05). Da condi¢do otimizada, as fibras de PLA
contendo PEG apresentaram superficies lisas com poucos beads. As mantas com PV
apresentaram liberacao sustentada em funcao do tempo, com excecdo da 70PLA.PV. Em
relacdo ao crescimento de S. aureus, observou-se que este micro-organismo foi inibido
em diferentes tempos para cada propor¢cdo de PLA/PEG. Na avaliacdo imunoldgica, as
fibras com menos de 1% m/m de PV apresentaram viabilidade celular superiores a 75%
quando em contato com células mononucleares periféricas sanguineas, baixa formagao
de EROs e modulagdo de IL-4 e IL-10 na presenca de PHA. Conclui-se que as fibras de
PLA/PEG com PV possuem potencial para auxiliar o processo cicatricial de feridas
devido a sua inibi¢ao microbiana associada a viabilidade celular e modulagao de citocinas
com diferentes modos de atuagdo em fung¢ao de sua molhabilidade e liberacao controlada
de PV.

Palavras-chave: nanofibras, Solution Blow Spinning, SBS, poli(acido latico), PLA,
poli(etileno glicol), PEG, propolis vermelha



ABSTRACT

Wound healing is a complex physiological process whose goal is to restore the tissue after
a trauma. This area is of great interest in the development of wound dressings through the
association of biomaterials with natural active principles. In this work we characterized
the red propolis ethanolic extract (RP), optimized the development of fiber mats made of
poly(p-lactic acid) (PLA) and produced fibers of PLA and poly(ethylene glycol) (PEG)
blends in different proportions (w/w) (PLA:PEG 100:0, 90:10, 80:20 and 70:30)
containing 16% w/w of RP by the solution blow spinning (SBS) system with the purpose
of healing cutaneous wound. RP was evaluated through its antioxidant and antimicrobial
activities and the fiber properties were characterized by SEM; physical-chemical by TGA,
FTIR and XRD; adsorption, encapsulation efficiency and RP’s flavonoids release by UV-
vis; microbiological by Staphylococcus aureus growth kinetics; and immunological by
cytotoxicity with different RP concentrations, oxidative stress through reactive oxygen
species (ROS) and cytokine modulation. PLA solutions were dissolved in
dimethylcarbonate (DMC) in 8, 10 and 12% w/v concentrations and spun at 80, 100 e 120
uL.min™!. Results show that the polymeric concentration was the main factor to increase
the fiber diameters statistically (p<0,05). From optimized condition, PLA fibers with PEG
showed smooth surfaces and few beads. The mats with RP showed sustained release in
time function, but 70PLA.20RP. In relation to S. aureus growth, it was observed that this
microorganism was inhibited in different times to each PLA/PEG proportion. In the
immunologic evaluation, fibers with less than 1% w/w of RP showed cellular viability
greater than 75% in contact with peripheral blood mononuclear cell, low reactive oxygen
species (ROS) formation and IL-4 and IL-10 modulation in PHA presence. PLA/PEG
with RP fibers have the potential to assist the healing process to their microbial inhibition
associated to cellular viability and cytokine modulation with different actuation modes in
function of its wettability and controlled release of RP.

Keywords: nanofibers, Solution Blow Spinning, SBS, poly(lactic acid), PLA,
poly(ethylene glycol), PEG, red propolis
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1 INTRODUCAO

A pele ¢ um 6rgao que serve como barreira de prote¢ao dos 6rgaos internos contra
potenciais perigos do ambiente. Quando ha lesdes, o processo de cicatrizacao se inicia de
forma altamente orquestrada por uma cascata de eventos fisioldgicos, uma vez que este
orgdo possui propriedade regenerativa eficaz. Contudo, infec¢des e baixo suprimento de
sangue na ferida podem atrasar o processo cicatricial [1,2].

As feridas sdo classificadas em agudas ou cronicas. As agudas podem ser causadas
por incisdo cirurgica, térmica, abrasdo ou laceragdo, sendo sua cicatrizagdo completada
em um periodo previsivel de tempo e sem intervencdes significantes. Ja nas cronicas, o
processo cicatricial falha e sua reparagdo ndo se realiza com éxito. Usualmente estes
ferimentos estao associados a outras patologias, como nas ulceras vasculares (venosas ou
arteriais), Ulceras diabéticas ou ulceras de presssao [3,4]. Geralmente, as lesdes cronicas
compartilham caracteristicas comuns como excesso de citocinas pro-inflamatorias, ROS,
proteases e células senescentes, assim como a existéncia persistente de infecg¢do e
inabilidade de as células da derme e/ou epiderme responderem ao estimulo reparativo
[4,5].

A escolha do tratamento depende da avaliacdo das feridas de cada paciente. Elas
podem ser tratadas com curativos topicos constituidos por em materaiais sintéticos ou
naturais e classificados como tradicionais (gaze, bandages, algodao), modernos (filmes
semi-permeaveis, hidrogéis) ou biologicos (liquido amnidtico de égua, peritonio equino
ou matrix extracelular) [6,7]. Para casos mais graves, pode-se necessitar de cirurgias
complexas e revascularizacdo.Terapias avancadas como a pressdo negativa (NPWT, do
inglés negative pressure wound therapy), oxigénio hiperbarico (HBOT, do inglés
hyperbaric oxygen therapy), substituicdo de pele e terapias baseadas em células sao
aplicadas nos casos em que a cicatrizacdo ndo ¢ efetivada em 4 semanas de tratamento
[4,5,8].

No caso de curativos, para que estes possuam agao eficaz no tratamento de lesdes
cutaneas, suas propriedades devem promover e mater a umidade natural; melhorar a
migracao epidérmica, a angiogenesis e a sintese do tecido conjuntivo; permitir trocas
gasosas entre o tecido ferido e o ambiente externo; manter a temperatura apropriada para
facilitar o fluxo sanguineo para o ferimento; proteger de infeccdo bacteriana; ser estéril,

nao toxico e ndo alergénico [6]. Neste contexto, a arquitetura de curativos com inclusao
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de principios ativos e sua liberagdo controlada € uma estratégia interessante para que as
feridas cicatrizem eficientemente.

As terapias de liberacdo controlada se utilizam de veiculos para dirigir agentes
bioativos até o local alvo de atuacao, controlar sua liberagcdo, diminuir os efeitos toxicos
e/ou aumentar o indice terapéutico a partir da modificacdo de sua farmacocinética [9,10].
Os polimeros sdo estruturalmente versateis, permitindo adequéa-los de acordo com a
aplica¢ao requerida [11-13]. Esta associacdo com ativos sintéticos, homeopaticos ou
fitoterapicos podem aprimorar os tratamentos convencionais da area da satde e inovar os
dispositivos de liberagao controlada [14].

Neste contexto, as fibras ndo tecidas em dimensdes micro- € nanométricas sio
uma possibilidade para a recomposicdo de tecidos no corpo devido ao aumento da sua
area superficial (largura/diametro), que promove o aumento da reatividade do dispositivo
de liberacdo controlada, com a vantagem de se obter o mesmo efeito de um produto em
macroescala nas mesmas condigdes de estudo [15,16], além de mimetizar a estrutura da
matriz extracelular, que pode servir de suporte para a proliferagado celular [17].

A incorporacdo de agentes bioativos nestas mantas podem acelerar o processo
cicatricial. A propolis vermelha de Alagoas, que ¢ encontrada nas regides de mangue, tem
sido avaliada com potencial acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante [18—
20].Nesse sentido, a encapsulacdo de propolis pode inibir o crescimento bacteriano,
diminuir os niveis plasmaticos de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e atuar na
anti-inflamagao das feridas devido a sua grande concentracao de flavonoides [21-23].

Desta forma, este trabalho tem por objetivo a obten¢do de fibras micro- e
nanoestruturadas de poli(p-acido latico)(PLA) com poli(etileno glicol)(PEG)
incorporadas com extrato etandlico de propolis vermelha (PV) através da técnica de
fiacdo por sopro em solugdo (Solution Blow Spinning — SBS, em inglés) e estudar os

parametros fisico-quimicos e microbiologicos destas fibras.

1.1 Justificativa do trabalho

Feridas ndo cicatrizadas com grande area de extensao, com infec¢ao ou ferimentos
cronicos nao s6 impossibilita as func¢des fisiologicas de barreira da pele quanto podem
prejudicar a morbilidade e até levar a morte [4]. Neste contexto, varias estratégias para
melhorar a cicatrizagao destes tipos de lesdo vem sendo estudadas. A proposta deste

trabalho foi o desenvolvimento de curativos cutaneos para o tratamento de feridas
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baseados em fibras micro- e nanoestruturadas de PLA com PEG e incorporadas com
propolis vermelha. As mantas possuem potencial em promover proliferagdo celular sobre
a ferida devido a sua semelhanga estrutural com a matriz extracelular [ 17] e por promover
as condi¢des apropriadas para que haja troca gasosa e de umidade entre a lesdo e o
ambiente externo [24]. Sua associagdo a PV promove a liberagdo controlada deste agente
bioativo, promovendo a aceleragdo do processo cicatricial através de sua acdo inibitdria
contra Staphylococcus aureus, que ¢ um dos micro-organismos responsaveis por infec¢cao
bacteriana; além de reduzir os niveis plasmaticos de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que estao relacionados ao retardo da cicatrizagdo. A produgdo destes curativos
por Solution Blow Spinning ¢ interessante devido a possibilidade de as mantas poderem

ser obtidas e coletadas diretamente no local da ferida, sem prejuizo a area lesionada [25].



18

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivos Gerais

Produzir micro- ou nanofibras de PLA/PEG incorporadas com extrato etandlico
de propolis vermelha (PV) produzidas por SBS e avaliar suas propriedades fisicas,
quimicas, sua a¢do antimicrobiana, citobiocompatibilidade, estresse oxidativo celular e

resposta imunologica.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver mantas de nanofibras de PLA/PEG nas propor¢des 100/0, 90/10,
80/20 e 70/30 incorporadas com extrato etandlico de PV por SBS;

e (aracterizar os parametros morfolégicos (MEV), térmicos (TGA),
espectroscopicos (FTIR), difratométricos (DRX) e molhabilidade das mantas;

e Avaliar os perfis de liberacdo in vitro da propolis vermelha nas mantas de
PLA/PEG em tampao fosfato (PBS);

e Avaliar a cinética de crescimento do S. aureus (ATCC 25923) nas mantas de
PLA/PEG incorporadas com PV;

e Determinar a viabilidade celular de fibras com diferentes concentragoes de PV;

e Examinar a influéncia das fibras sem e com PV na geragdo de espécies reativas
de oxigénio por luminescéncia;

e Investigar o perfil de citocinas por células mononucleares do sangue periférico de
humanos (PBMC) quantificadas pelo método de Elisa sanduiche das mantas de

PLA/PEG incorporadas com PV.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cicatrizacao de feridas

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, cujas fungdes sdo de protecao,
sensibilidade, respiracdo, excrecao e regulacdo térmica. A camada mais externa ¢ a
epiderme que ¢ formada pelo tecido epitelial pavimentoso estratificado queratinizado.
Abaixo desta, encontra-se o tecido conjuntivo denominado derme. A hipoderme ¢ uma

camada de tecido conjuntivo frouxo localizado abaixo da derme (Figura 3-1) [12,24].

Figura 3-1. Os principais anexos da epiderme e derme
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Fonte: Lee et al. [26]

A epiderme contém apéndices essenciais, como os foliculos capilares associados
as glandulas sebaceas (unidade pilossebacea), glandula sudoripara écrina e glandula
apocrina. A derme recebe o maior suprimento de sangue para a pele devido a presenca
das artérias e veias, além de outros apéndices, incluindo as glandulas apdcrina, écrina e
os foliculos capilares. Esta camada ¢ dividida em derme superficial e reticular profunda.
A hipoderme ¢ constituida por tecido adiposo, fazendo divisa entre a derme e os musculos
[1,12].

Os queratindcitos compdoem 95% da epiderme, sua replicacdo ocorre no estrato
basal. Sdo esses queratindcitos da camada basal os responsaveis pela cicatrizagdo de

feridas dérmicas por serem células relativamente indiferenciadas, tém largo potencial de
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proliferagdo e capacidade de autorrenovacao. Quando ocorrem queimaduras ou
procedimentos abrasivos na pele, estas células podem ser destruidas, dificultando a
cicatrizacdo. Caso as glandulas apdcrinas e unidades pilosebaceas sejam danificadas,
pode haver formagao de cicatriz. O mesmo acontece se a lesdo se extender até a derme
reticular profunda, requerendo até reparo com enxertos e retalhos [1,27].

A ruptura da integridade da pele, superficies mucosas ou orgidos resulta na
formagao de ferida. De acordo com a Associagdo Europeia de Conduta de Feridas
(European Wound Management Association, em inglés), o termo “ferida” se refere a um
corte ou rompimento na continuidade da pele devido a um acidente ou operagado [28]. O
trauma a pele pode ser causado por energia térmica, elétrica, agentes fisicos, quimicos,
entre outras. Doengas como diabetes e infecgdes por patdgenos também causam sérias
lesdes devido a diminuigdo da circulagdo sanguinea [12,29].

Na hora da injaria, varios mecanismos intra e extracelular sao ativados, de maneira
regulada e coordenada, com o objetivo de regenerar o tecido. Em geral, as etapas de
cicatrizacdo de feridas ocorrem sequencialmente e se sobrepdem em: hemostasia,
inflamacdo, proliferacdo e remodelamento do tecido (Figura 3-2 e Tabela 3-1)
[1,12,24,27,29-32]. Tanto na cicatrizacdo por primeira quanto na por segunda intencao
(quando a lesdo ¢ grande e infectada), os mecanismos se diferenciam quantitativamente,

ndo qualitativamente.

Figura 3-2. Fases da cicatrizagdo de feridas
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Fonte: INOVA Newsroom [33]
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Tabela 3-1. Etapas das cicatrizagdes de feridas

Inflamacao Debridamento Proliferacao Maturacao
0 a 3 dias 1 a 6 dias 3 a 14 dias 14 dias a 1 ano
Alteracdo da ‘ ‘ Involucdo do
- Proliferagdo de Angiogénese =
permeabilidade . . . numero de
polimorfonucleares proliferagdo capilar .
vascular capilares
' Atividade de Fibrinolise =
Deposigao de ' ' Involucdo do
‘ linfocitos e reabsor¢do de
fibrina ' numero de células
macréfagos fibrina
o . Aumento da
Atividade Proliferagdo de )
Exsudagao o deposicdo de
enzimatica fibroblastos
colageno
. Aumento da
' Modificagdo da ‘ .
Edema Limpeza . . resisténcia da
substancia basica o
cicatriz
Contragao
Supuragio Sintese de colageno S
cicatricial
Migracao epitelial

Fonte: Vidor e Contesini [34]

A hemostasia ¢ a fase inicial que ocorre dentro de segundos a minutos depois da
ruptura. Inicialmente ha sangramento sobre a ferida, fazendo com que as plaquetas
cubram toda extensao liberando seus granulos para iniciacdo da coagulagdo extrinseca e
intrinseca, promovendo a hemostasia, e liberando citocinas e quimiocinas para atrair
células inflamatorias e ativar as fases seguintes. Ha dilatacdo ao redor dos vasos
sanguineos € os pequenos vasos para liberagdo de leucdcitos, células vermelhas e
proteinas do plasma [1].

A presenga de dor, calor e rubor ¢ caracteristica da fase inflamatoria junto com a
organizagdo temporaria da matriz extracelular, para a migragdo celular, funcionando
como reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdao liberados durante as
fases seguintes do processo cicatricial. Esta etapa se inicia pela acdo dos neutréfilos,
macrofagos e linfocitos para o local lesionado. Os macréfagos chegam através dos co-
produtos da apoptose dos neutréfilos, que por sua vez sao as primeiras células a chegar

ao ferimento e permanecem até o segundo dia [27,32].
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Junto com os linfocitos, os macrofagos tém a fungdo de limpar detritos e bactérias.
A infiltracdo dos macrofagos pode acontecer em aproximadamente 48 horas depois do
ferimento e permanecer até o fim da fase inflamatéria (em média até o 10° dia). Esta etapa
¢ necessaria para o processo de cura e no combate a infecgdes, sua inibicao (através de
medicamentos anti-inflamatérios) pode resultar em uma cicatrizagdo impropria. A
inflamagdo pode se tornar cronica, prejudicial ao reparo ou deixar mais cicatrizes se for
interrompida ou prolongada (maior que 3 semanas). Os fatores que podem alongar
anormalmente esse estigio incluem uma alta carga bacteriana (superior a 10> micro-
organismos por grama de tecido), trauma repetido e persisténcia de material estranho no
local. Assim que a ferida for desbridada, a fase de proliferacao se inicia [1,30].

O estagio de proliferagdo acontece através da reepitelizagdo, envolvendo o
brotamento capilar e producao da matriz extracelular para preencher os defeitos deixados
do desbridamento da ferida. Esta etapa ¢ marcada pela proliferacdo e influxo dos
queratindcitos proximos as beiradas da ferida. Quando estes se encontram com o
mesénquima da matriz extracelular, eles se juntam no interior da ferida comegando a
formar uma nova membrana basal. Depois disso, uma nova linha de queratinocitos migra
sobre esta membrana para preencher o defeito. Isto ocorre sucessivamente até o
preenchimento da abertura quando hd uma sinalizagdo pela inibicdo de contato entre
queratinocitos vizinhos [29,32].

A reepitelizacdo protege a ferida de infecgdes e dessecacdo. Durante este
processo, uma camada de exudato desinfectado sai sobre a ferida para prover fatores de
crescimento essenciais para cicatrizagdo. Qualquer curativo que destrua essa camada
saudavel resulta em atraso na reparagdo do tecido. Embaixo do processo de reepitelizagao,
o mesénquima da matriz extracelular continua a se estabelecer através do tecido de
granulacdo. Sob a influéncia do fator de crescimento vascular endotelial, a angiogénese
comeca com a formagao de novos vasos sanguineos ao redor da ferida. O tecido granular
consiste de fibroblastos, brotamento de novos vasos e coldgeno imaturo (tipo III). Alguns
fibroblastos comecam a se diferenciar em miofibroblastos que se contraem com a
intenc¢ao de fechar as bordas da ferida [1,12,30,32].

A fase de remodelamento comeca pela substitui¢do do mesénquima da matriz
celular e do coldgeno tipo III pelo coldgeno tipo I e as células remanescentes nas etapas
anteriores entram em apoptose, fazendo com que a tensdo da ferida aumente
dramaticamente. Para que este estagio tenha €xito, ¢ necessario um equilibrio entre a

sintese e a lise de nutrientes. Excesso de fibrose resulta em cicatriz hipertrofica (limitada
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a area da ferida) ou na formacao de queloide (extensdo fora das bordas). Este estagio dura
meses ou anos e ¢ responsavel para diminuicao do tamanho da cicatriz e do eritema. No
fim, a cicatriz terd aproxidamente 80% da forca de tensdo da pele normal, serd plana e
nao volumosa [27,30,32].

Desta forma, o desenvolvimento de dispositivos topicos com aplicagdo no
tratamento de feridas deve possuir: acdo antimicrobiana para minimizar ou eliminar
infecg¢des bacterianas, manter a ferida hidratada e com sangue, permitir migragao celular,
promover regeneragdo dérmica e epidérmica, € a0 mesmo tempo ter boa adesao a regiao
ferida, ser poroso o suficiente para conduzir a difusao de excregdes e nutrientes, ser barato
e de facil manuseio [12,29,31]. Neste contexto, nanofibras produzidas com biomateriais
incorporados a farmacos, seja sintético ou natural, podem ser dispositivos interessantes

no reparo de tecidos [24].

3.2 Biomateriais

De acordo com a defini¢do empregada pelo Instituto Nacional Americano de
Saude, biomateriais pode ser descrito como “qualquer substancia ou combinacdo de
substancias de origem natural ou sintética que pode ser usada em qualquer periodo de
tempo, que estimula ou repde parcial ou totalmente qualquer tecido, 6rgao ou fungdo do
corpo com objetico de manter ou melhorar a qualidade de vida de um individuo” [35].

Neste contexto, os biomateriais podem ser classificados de acordo com seu
comportamento fisiologico em [11,36,37]:

e Bioinertes: mantém suas propriedades fisicas e mecanicas. Sao bem toleradas
quando implantadas no organismo com formagdo de envoltorio fibroso minimo. O
material libera pouco de seus componentes. Possuem pouca susceptibilidade de causa
reagoes biologicas adversas devido a sua estabilidade. Exemplos: ceramicas a base de
carbono, alumina e zirconia.

e Biotoleraveis: sdo tolerados pelo organismo, sendo isolados dos tecidos
adjacentes através da formagao de envoltorio fibroso. Isto acontece devido a liberagdo de
seus compostos (ions, degradacdo ou corrosdo). Exemplos: maioria dos polimeros

sintéticos e metais.
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e Bioativos: interagem com o tecido circundante, estimulando cicatrizagdo como se
fosse um tecido natural, sendo comum no tecido 6sseo (osteointegracao). Exemplos:
vidros bioativos, vitroceramicas ¢ ceramicas de fosfato de calcio.

e Bioabsorviveis: sdo materiais que se degradam, sdo solubilizados ou fagocitados
pelo organismo sendo lentamente substituidos por células em crescimento. Sdo de
interesse cirurgico devido a ndo necessidade de um outro procedimento para remog¢ao do
material implantado. Exemplos: fosfato tricélcico e polimeros naturais.

Logo, durante a etapa de desenvolvimento de um biomaterial sdo avaliadas, por
exemplo, permeabilidade a 4gua, afinidade as proteinas, biodegradabilidade e,
principalmente, a disponibilidade de grupos funcionais reativos para reagdes diretas com
o tecido vivo e as modificagdes quimicas destes para tal acdo. Estas etapas existem com
a finalidade de comprovar a eficacia da aplicacdo destes dispositivos nos organismos,
caracterizando, assim, sua biocompatibilidade, esterilizabilidade, baixa toxicidade, baixo
riscos de alergias, sua resisténcia a corrosdo e ao desgaste [12,38,39].

A biocompatibilidade pode ser compreendida como a resposta da interagdo do
dispositivo biomaterial quando em contato com os tecidos ou fluidos do organismo,
respondendo apropriadamente a sua aplicagdo com diminui¢do de reacdes alérgicas,
inflamatorias ou toxicas [12]. Quanto a esterilizagdo de biomateriais, sdo utilizados
métodos de assepsia com a finalidade de eliminar ou destruir todas as formas de micro-
organismos presentes que possam acometer infeccoes e/ou diminui¢do do poder atuante
do dispositivo biomaterial. Geralmente, utilizam-se de autoclavagem, gas de 6xido de

etileno ou raios UV ou gama [38,40].

33 Sistemas de Liberacio Controlada

Os medicamentos podem conter um ou mais principios ativos, administrados na
forma farmacéutica solida, semissdlida ou liquida com finalidade profilética, terapéutica
ou diagnostica [41]. Estes seguem rigidos controles de qualidade industriais em relacao a
quantidade e pureza dos farmacos, assim como sua estabilidade desde a producao até o
consumo para conferir seguranca e eficdcia na sua utilizacdo [42]. Durante o
desenvolvimento de formulagdes, leva-se em consideracdo o tipo de liberagdo da
substancia ativa, que podem ser de: pronta ou lenta liberagao.

Os medicamentos de liberagdo convencional (pronta liberagdao) visam liberar o

farmaco rapidamente apos a administracdo. Caso seu uso seja frequente, observa-se a
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presenca de picos e vales no perfil da curva de concentragao do principio ativo na corrente
sanguinea (Figura 3-3). Estes sistemas se utilizam de diluentes soluveis, desintegrantes

e/ou outros recursos que favorecem a liberacao e dissolu¢do do principio ativo [41].

Figura 3-3. Grafico comparativo entre administracao de farmacos pelo método

tradicional e com liberagao controlada
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Fonte: De Lyra et al. [43]

De acordo com Huynh e Lee [44], os sistemas de liberagdo controlados sao
definidos como a entrega customizada de componentes (drogas, proteinas, fertilizantes,
nutrientes e outros agentes ativos bioldgicos) em um nivel efetivo em resposta ao tempo
e estimulo (por exemplo, pH, temperatura, enzimas, luz UV, campos magnéticos,
0smose).

Desta forma, na area médico-farmacéutica, as formulagdes que se utilizam da
liberacdo controlada, ou lenta, mantém constantes as concentragdes da droga no plasma
em fun¢do do tempo depois da administragao (Figura 3-3) [42]. Suas vantagens sdo:
diminuicdo dos efeitos colaterais, j4 que a liberagdo ocorre no nivel terapéutico;
gastrorresisténcia; prolongamento do efeito farmacoldgico; liberagdo do farmaco em um
sitio especifico ou ap6s um periodo definido de tempo; e administragdo menos frequente,
diminuindo o custo didrio para o usudrio [41,42].

Dentre as classes de materiais, alguns polimeros sdo amplamente utilizados em
suturas cirurgicas, estruturas cartilaginosas, lentes de contato, seringas, membranas,
sistemas de liberagao controlada de farmacos e outras aplica¢des biomédicas [11-13].

Os polimeros podem ser componentes essenciais nos dispositivos de liberagao
controlada por exercerem a¢do direta na liberagdo dos farmacos, ja que atuam como

materiais de parede versateis que podem incorporar ou adsorver ingredientes ativos
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(Figura 3-4) e modificadores fisicos e/ou quimicos devido a sua diversidade de estruturas
quimicas [45]. Desempenham o papel de excipientes na formulagdo com a finalidade de
estabilizar fisica, quimica e microbiologicamente o produto, melhorar a disponibilidade
do principio ativo no organismo, facilitar a adesao do paciente ao tratamento e promover

seguranca ¢ efetividade da formulagdo [46].

Figura 3-4. Polimeros como materiais de parede promovendo encapsulagdo ou

distribuicao do principio ativo na fibra

Fonte: Esfanjani e Jafari [47] (adaptado pelo autor)

Como uma das chaves de selecdo para a liberagdo controlada ¢ o tipo de
mecanismo de liberacao, os polimeros sao usados como “barreiras” quimicas e/ou fisicas
para proporcionar a liberagdo gradual da dose medicamentosa no organismo [43].
Portanto, a avaliagdo dos processos de erosdo e perda de carga dardo o perfil de
desprendimento do farmaco para o meio.

A degradagdo ou erosdo da superficie (Figura 3-5a) ¢ um processo fisico de
degradacdo que envolve a clivagem hidrolitica da cadeia polimérica, ou seja, ¢
dependente da diluigdo e dissolucdo desta com o meio. Este processo ocorre porque a taxa
de cisdo das cadeias ¢ maior do que a entrada de dgua na estrutura polimérica, afinando-
a sem comprometer a massa molecular da carga interna do polimero e os produtos de
degradacdo sdo oligbmeros e mondmeros. Sua vantagem ¢ a predi¢do do processo, pois
as taxas de liberacdo sdo predeterminadas e de ordem de erosdo zero, tornando-as
altamente reprodutivas [48,49].

A degradagdo em massa (Figura 3-5b) ¢ um processo quimico que ocorre devido
a penetragdo de 4gua em todo o polimero, inclusive internamente, promovendo hidroélise,
dissolucao e difusdo do medicamento e do polimero. Os produtos gerados durante a
permeabilizacdo sdo quebras hidroliticas aleatorias com completa redugcdo de massa

molar do polimero e difusdao dos oligdbmeros e monomeros de dentro da carga polimérica
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para o meio. O desgaste ocorre gradualmente até equilibrar com a difusao da agua no
polimero. Caso este equilibrio seja quebrado, pode promover degradacdo com
autocatalise no interior da formulagao (Figura 3-5c), acelerando a degradagdo interna em
comparagdo com a superficie, ou seja, a casca mantem sua massa molar enquanto o

interior perde [48,49].

Figura 3-5. Tipos de degradacao dos polimeros biodegradaveis. (a) Erosdo (b)

Degradagao em massa (c) Degradacdo em massa com autocatalise.
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Fonte: Woodruff e Hutmacher [49] (adaptado pelo autor)

3.4  Fibras micro- e nanoestruturadas por Solution Blow Spinning

Materiais em escala micro- € nanométrica podem apresentar propriedades fisicas
e quimicas diferenciadas devido a sua reatividade, pureza, cristalinidade e estrutura de
superficie [50]. As micro- e nanoestruturas podem possuir diversos formatos, como
particulas, fibras, whiskers, esponjas, vidros, filmes, tubos, flores etc. [49,51,52].

As fibras encapsulam solidos, liquidos ou volateis em finas camadas poliméricas
que podem liberar seu conteudo a taxas controladas e condigdes especificas, sendo
classificadas de acordo com parametros morfologicos de tamanho e distribui¢ao do ativo

[45].
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As nanofibras podem possuir didmetros de até 100 nm em formatos de fitas, tubos,
hastes ou poros. Estas estruturas sdo uma das mais desejadas na engenharia de tecidos por
causa de sua baixa densidade, alto volume de poros, alta razdo entre superficie e volume,
superior encapsulamento de farmacos, estabilidade estrutural e arquitetura similar as
matrizes extracelulares [15,16].

Os métodos de obtencdo mais usados sdo a fiagdo por fusdo (melt spinning), a
fiacdo por sopro em fusdo (melt blowing spinning), eletrofiacao (eletrospinning) e a fiagao
por sopro em solucdo (Solution Blow Spinning - SBS) [15,25,53]. Todos permitem a
incorporagdo de farmacos, nanoparticulas ou cromoforos semicondutores e cataliticos,
enzimas, proteinas e micro-organismos dependendo de sua finalidade [15]. O conjunto de
fibras obtidas por esses processos ¢ nomeado de mantas ou véus ndo-tecidos porque o
emaranhamento se utiliza das propriedades fisicas e quimicas do material para sua
formacdo, enquanto as técnicas das fibras tecidas se baseiam no entrelacamento
transversal e longitudinal de fios [54].

O processo de fiacao por fusdo (melt spinning) envolve a extrusdo do polimero
fundido que vai sendo estirado e coletado por bobinas. Durante seu resfriamento, as
cadeias vao se orientando e as fibras se tornam mais fortes [55]. Uma das limitac¢des deste
tipo de fiacdo ¢ sua restricdo a materiais viscoeldsticos, que podem resistir as tensdes
durante o processo de estiramento [25].

A técnica de fiacdo por sopro em fusdo (melt blowing spinning) se baseia na
extrusdo de polimeros no estado fundido através de pequenos orificios em fluxos
convergentes de ar quente que rapidamente atenuam o extrudado em fibras de pequeno
diametro [56].

O método de eletrofiacao se utiliza de uma diferenca de potencial que ¢ aplicada
na solugdo polimérica, que ¢ alimentada por uma seringa, para superar sua tensao
superficial, liberando através do bico um jato deste liquido para o coletor, evaporando o
solvente neste percurso, resultando nas fibras [15,25].

Em 2009, Medeiros et al. [25] desenvolveram um sistema para a producdo de
nanofibras, que consiste dos elementos da eletrofiagao e da fiagdo em sopro, denominado
como ‘“fiagdo por sopro em solucdo” (Solution Blow Spinning — SBS). Este conjunto
compete com a eletrofiagdo com as vantagens de ndo precisar de equipamentos de alta
voltagem, poder utilizar solventes de quaisquer constantes dielétricas, ser mais produtiva

pela velocidade de fiagdo e volume de fibras devido ao aumento da taxa de injecao da
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solucdo polimérica [25]. O principio que governa a sintese sao as forgas arraste
aerodindmicas para formagao das fibras.

O sistema do SBS ¢ composto (Figura 3-6) por seringa (1), bomba injetora (2),
mandmetro (3), compressor de ar (4) ou cilindro de gas, bicos concéntricos (5), coletor

(6) e distancia de trabalho entre o sistema de bicos e o coletor.

Figura 3-6. Sistema de fiagcdo por sopro em solugdo (SBS)

®

Legenda: 1. Seringa. 2. Bomba injetora. 3. Mandmetro. 4. Compressor de ar. 5. Bicos concéntricos. 6.
Coletor. Fonte: Proprio autor

O SBS se utiliza de bicos concéntricos (Figura 3-7a) pelo qual a solugdo
polimérica ¢ ejetada pelo bico interno a uma taxa constante, formando uma gota (cone de
solugdo) que ¢ estirada por uma corrente de gés (ar, nitrogénio, argonio, etc.) a uma
pressao definida proveniente do bico externo do sistema, até o coletor. O chanfro no bico
interno aumenta o contato entre o ar e a solugdo polimérica, melhorando seu estiramento.
Enquanto o jato percorre a distancia de trabalho, o solvente evapora e a fibra polimérica
¢ coletada por uma bobina ou diretamente no organismo vivo, como por exemplo na pele
humana [57,58]. A Figura 3-7b mostra sua visdo frontal, em que se realiza o ajuste entre
os trés parafusos para que o bico interno se centralize ao maximo com o externo.

Os parametros que influenciam a morfologia das fibras podem ser divididas em:
variaveis de solu¢do, como interacdo polimero-solvente, concentragdo do polimero,
viscosidade, tensao superficial, taxa de evaporagdo; e variaveis do processo, como taxa
de injecdo, pressdo, distancia de trabalho, atmosfera usada, velocidade e tipo de coletor

[53,59].
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Figura 3-7. Sistema de bicos concéntricos do SBS
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Quanto as varidveis de solucdo, a viscosidade esta diretamente associada a sua
concentragdo, tendo para solugdes concentradas, o aumento do diametro das fibras
(Figura 3-8a) devido a concentragdao estar no regime concentrado em que ha elevado
emaranhamento entre as cadeias poliméricas (Figura 3-8d); e para solucdes menos
concentradas, obtém-se morfologias com contas, corpusculares ou beads (Figura 3-8b)
[53,60], referente ao regime semi-diluido em que as cadeias poliméricas estdo
parcialmente emaranhadas (Figura 3-8d). Filmes acontecem quando a evaporagdo do
solvente nao ¢ completa [61], geralmente acontece no regime diluido por as cadeias
poliméricas estarem afastadas umas das outras (Figura 3-8d). Fibras porosas (Figura 3-
8c) sdo possiveis utilizando diferentes atmosferas [62], niveis de umidade ou temperatura

[63].
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Figura 3-8. Possiveis morfologias de fibras (a) lisas, (b) com beads, (c) porosas e (d)

tipos de regime em solugdes poliméricas
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Fonte: Bonan et al. [64], Gupta et al. [65], Medeiros et al. [62] e Oliveira et al. [57] (adaptado pelo autor)

Oliveira e colaboradores [66], em seus estudos sobre os pardmetros de variagdo
do PDLLA, observaram que o aumento da viscosidade favorece a formagdo de fibras
emaranhadas e ramificadas. Oliveira et al. [67], ainda com PDLLA, avaliou o efeito do
solvente nas fibras, concluindo que a mudanga de solvente e concentracdo pode gerar
propriedades tnicas de processamento e morfologia, uma vez que a interacao polimero-
solvente muda a miscibilidade, viscosidade, taxa de evaporagdo e até cristalinidade
devido ao emaranhamento ineficiente do polimero por causa de sua concentragdo levando
a formacao de beads.

A taxa de inje¢do do polimero pode ser responsavel pela elevagdo do didmetro das

fibras e sua distribuicdo. Este pardmetro no valor ideal promove a formacao de um cone
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estavel de solugdo na saida do bico interno em associagdo com a pressao de gas e distancia
de protusdo entre os bicos (area anelar de vazao de gas). O uso de taxas mais altas pode
promover a solidificagdo do polimero no bico interno, ocorrendo entupimento ou, em
taxas baixas, desestabilizar o jato da solu¢do polimérica [57].

A pressdo do sistema de gas, a distancia de trabalho, o didmetro e a geometria dos
bicos concéntricos (area anelar de vazao do ar), distdncia de protusdo sdo variaveis que
promovem o regime e velocidade do fluxo do gas, influenciando na evaporagdo do
solvente, dispersao dos diametros e morfologia das fibras. A evaporagao incompleta do
solvente antes de alcancar o coletor, além de poder diminuir o poder de estiramento das
fibras, pode fazer com que haja a formacao de filmes continuos ou regides nao fibrosas,
ao invés de mantas nao-tecidas [68].

Em relacdo as varidveis do coletor, como geometria, velocidade e regime de
movimentagdo sua influéncia pode modificar propriedades macro- e microscopicas em
termos de forma, orientagdo e pontos de amarragao responsaveis por caracteristicas como
permeabilidade, estabilidade dimensional e propriedades mecanicas [69].

A adi¢ao de farmacos também pode alterar a morfologia das fibras, dependendo
da interacao farmaco-polimero-solvente, fazendo com que a droga se cristalize sobre as
fibras formando agulhas, haja a formagdo de beads ou filmes, mesmo mantendo-se

constante as condi¢des de fiagdo sem o principio ativo [70].

3.5 Nanofibras no tratamento de feridas

As nanofibras tém mostrado arquitetura adequada no desenvolvimento de aparatos
modernos para biomedicina podendo substituir temporaria ou definitivamente
cartilagens, ligamentos, cordas vocais, tecidos cardiacos, respiratorios e cutaneos [71,72].

Para a area de tratamento de feridas, as nanofibras tem se mostrado uma estrutura
interessante por dependendo de sua molhabilidade promover um ambiente tmido e
protegido contra perigos mecanicos € contaminacao microbiologica; pode se ajustar ao
formato da ferida, absorver o fluido da lesdo contendo a proliferagao bacteriana, estimular
homeostase, sem vazar o exsudato. Pode também eliminar da dor, excitar a re-epitelizacao
durante a fase reparativa, ser facilmente aplicada e removida com minimo de prejuizo
para o tecido integro adjacente [12,24,29,31].

Essas caracteristicas sdo possiveis devido aos seus didmetros variarem de

nandmetros a micrometros [72], fazendo com que sua estrutura fibrosa sirva de suporte
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para o crescimento da matriz extracelular natural, que ¢ composta por uma rede de fibras
de colageno com 50 a 500 nm de didmetro [17], mimetizando espécies biologicas do
organismo ¢ atuando seletivamente no reconhecimento biomolecular em um
microambiente [71].

A possibilidade de se ter alta area superficial, elevada porosidade e
interconectividade espacial entre as fibras favorece a adesdo celular, proliferagdo,
diferenciagdo e migracdo em cada etapa de cicatrizagdo de feridas, cuja eficacia pode
aumentar devido a incorporacao de principios ativos (Figura 3-9). Estas caracteristicas
sdo as que também promovem transporte de nutrientes, oxigénio, fatores de crescimento
e comunicacdo celular e elimina¢do de residuos, assegurando a hidratagdo no processo

cicatricial [73-75].

Figura 3-9. Biomimetizagao das nanofibras acomodando células para formagao de
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Fonte: Behrens ef al. [76] e Zhang et al. [17] (adaptado pelo autor)

As mantas ndo somente mimetizam a estrutura fibrosa do tecido cutdneo em
regeneragao, como também podem ter suas propriedades mecanicas similares as da pele
[24]. A pele humana possui modulo de Young, resisténcia a tracdo e elongacdo de 2,9 a
150 MPa, 1 a 32 MPa e 17 a 207%, respectivamente [77—79]. Na mesma sequéncia, para
as fibras de PCL com colageno e hidroxiapatita com poli(acido latico-co-acido glicélico)
(PLGA) se tem 21,4 a 82,1 MPa, 1,52 a 8,6 MPa e 24,0 a 116% [80-82].

Os processos de fiacdo sdo aplicaveis a uma grande variedade de materiais para

conferir as nanofibras uma composi¢do que atinja as propriedades e funcionalidades
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requeridas, oferecendo flexibilidade na funcionalizagdo de superficies [75]. Estas
propriedades marcantes fazem com que os polimeros sejam bons candidatos para esta
aplicagdo devido a sua estrutura e tamanho molecular serem similares as proteinas,
possibilidade de diferentes polaridades e origem [72,73].

Contudo, um dos gargalos em relagao aos polimeros ¢ o equilibrio da polaridade.
Uma vez que a hidrofilicidade ¢ um dos requisitos para que o curativo possa promover
homeostase, absorver o exsudato, ndo deixa-lo vasar e promover crescimento celular
devido ao seu reconhecimento bioldgico. Por outro lado, as fibras provenientes de
polimeros mais hidrofilicos acabam sendo menos resistentes e mais dificeis de serem
processadas. Para os polimeros hidrofobicos, estas caracterisitcas sdo opostas [24,73,74].

Portanto, para que esta limitacdo seja superada, tem sido desejavel o uso de
blendas entre polimeros polares e apolares para equilibrar ¢ melhorar as condi¢des de
permeabilidade (hidratagdo da ferida, sua homeostase e absor¢ao de exudato), assim
como moldar o dispositivo ao ferimento, evitar formagdo de cicatriz e também sua
biodegracdo e bioabsor¢do, que sdo propriedades interessantes na reparacdo de tecidos
para que os polimeros desaparegam ou sejam consumidos enquanto a regeneracao vai
ocorrendo [24,73,74].

Para confirmar a agdo das nanofibras em termos de fechamento de feridas, Kim et
al. (2014) [83] desenvolveram nanofibras de poliuretano incorporadas com propolis em
que se observa a inibi¢dao bacteriana de Escherichia coli, assim como o crescimento
significativo de fibroblastos 3T3-L1 em 7 dias, principalmente para a manta com propolis.
A manta controle (somente poliuretano) também promoveu adesdo celular em suas
estruturas.

Perumal et al. (2017) [84] estudaram feridas artificiais em fibroblastos 3T3 de
ratos Swiss tratando-as com nanofibras de PLA com curcumina. Os resultados revelaram
que estas tiveram pouca migracao celular na area lesionada, enquanto as mantas de PLA
com poliglicerol hiperramificado e curcumina tiveram 100% de fechamento. Acredita-se
que esta condicao favorece a ligacdo e taxa de crescimento celular devido ao aumento da
hidrofilicidade da blenda que pode ter promovido rapido inchamento do dispositivo.

Wang et al. (2018) [74] utilizaram queratindcitos humanos em placas Transwell®
com 12 pogos para simular lesdes cutaneas. Os resultados mostram que as fibras com
blenda de PCL e quitosana com dexpantenol tiveram diminui¢do na area de ferimento em
59% em 120 h, enquanto o controle (salina) teve fechamento de 37% e as fibras sem

farmaco, 27%, cujo resultado sugere que nanofibras de PCL/quitosana nido exercem
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suporte proliferativo e migratorio de células, apesar de sua atividade antibacteriana contra
Pseudomonas aeruginosa.

Logo, as nanofibras t€ém o potencial para o desenvolvimento de dispositivos
transdérmicos voltados para cicatrizacdo de feridas devido as suas propriedades
[12,24,29,31]. A utilizagdo dos polimeros, como o PLA e o PEG, incorporados com
substancias bioativas, tal como a propolis vermelha, sdo interessantes para se controlar
sua liberacdo através de diferentes mecanismos de degradacdo. Isto € possivel por causa
da altera¢dao de molhabilidade entre diferentes propor¢des de polimeros quando um deles

¢ hidrofobico e o outro hidrofilico, como neste caso.

3.6  Poli(acido latico) - PLA

Comercialmente conhecido como acido polilético, o poli(acido latico) (PLA) ou
acido poli(2-hidroxipropandico) -(C3HsO3)-, ¢ um polimero alifatico, semicristalino,
biocompativel, biodegradavel. Possui formas isoméricas quirais, baixa toxicidade,
moderada tensdo mecanica e plasticidade térmica e ¢ compostavel [85,86]. O PLA ¢
relativamente duro (dependendo de sua massa molar (M,) e cristalinidade), possui
transicao vitrea entre 60 a 70 °C; temperatura de fusdo entre 170 a 180 °C; temperatura
de decomposigio entre 227 e 255 °C. E soltvel em cloroférmio, acetona, furano, dioxano,
dioxolano, tetrahidrofurano, diclorometano, dimetilcarbonato, dimetilformamida [87].
Parcialmente soltvel em xileno, dimetilsulfoxido, etil lactato e etil acetato. E insoltvel
em agua, metanol, etanol, hexano e heptano [88,89].

O acido latico ¢ encontrado na natureza em musculos mamarios durante a
glicogenolisis e estd envolvido no ciclo de Kreb’s (uma das fases da respiragao celular)
através do acido piruvico e acetilCoA ou através da fermentagdao do amido ou da dextrose.
Devido a sua ampla biocompatibilidade com o corpo humano, o PLA ¢ amplamente
utilizado na area biomédica, como em implantes, suturas e dispositivos médicos. Também
vem sendo aplicado na plasticultura, artigos descartaveis de luxo para festas, potes
plésticos para armazenar alimentos, em filmes para biorremediagdo e fibras téxteis. O
PLA ¢ reconhecido como um material seguro pela Administracdo de Alimentos e
Féarmacos (Food and Drug Administration (FDA), em inglés) dos Estados Unidos [90].
Pode ser produzida comercialmente através de derivados de petréleo ou fermentagdo

[91,92].
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A obtencdo de acido latico (Figura 3-10) através dos derivados de petrdleo
envolvem seu refino a etileno, que ¢ oxidado para se obter acetaldeido, que por sua vez
passa por uma reagdo de adicdo com HCN, formando a lactonitrila, que com auxilio de
um catalisador metalico, se obtém a mistura racémica do acido latico [91]. Porém, o alto
custo do precursor do &cido latico, que ¢ um derivado de petrdleo, e a impossibilidade de
se produzir o r-lactato restringiram o desenvolvimento em outras aplicagdes que ndo as
biomédicas. A viabilidade do PLA em escala comercial para fins ndo-médicos se tornou
possivel quando o &cido latico comegou a ser produzido por fermentagdo bacteriana do

amido devido ao seu baixo custo [85,90].

Figura 3-10. Produgdo do 4cido latico através de refino de petroleo
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Fonte: Gupta, Revagade, Hilborn [91] (adaptado pelo autor)

Desta forma, o acido latico vem sendo obtido via fermenta¢ao do amido de milho
com cepas de Lactobacillus, tais como Lactobacillus delbrueckii, L. amylophilus, L.
bulgaricus and L. leichmannii, ou Streptococcus equinus [93]. Estas bactérias sdo
mantidas em pH entre 5,4 e 6,4, temperatura de 38 a 42 °C, baixa concentragdo de
oxigénio, nutridas com glucose e maltose proveniente de milho, batata ou de outros
recursos, como vitamina B, aminoacidos e nucleotideos de licor de alta concentragao de
milho [90,91].

A polimerizacdo do acido latico a PLA de elevada M, pode ser feita por
condensacdo direta em solucdo azeotropica ou através da ruptura do anel [90] (Figura 3-
11).

A condensagao direta (Figura 3-11) envolve trés etapas principais: remog¢ao de
agua livre sob elevadas temperaturas e pressdes; policondensacdo oligomérica e

policondensagdo por fusdo de PLA de altas M,. Este processo ¢ geralmente considerado



37

0 processo mais barato para se obter PLA de baixas M,, apesar de se usar agentes de
acoplamento e adjuvantes para se obter PLA de altas My, deixando o processo mais caro
e complexo [90,91,94].

A policondensacao direta em solugdo azeotropica (Figura 3-11) ¢ isenta de
adjuvantes e extensores de cadeia, ja que o PLA ¢ condensado diretamente, enquanto a
agua residual ¢ removida por destilagdo azeotrépica. Adiciona-se difenil éster e

catalisador. Filtra-se a solu¢o em peneira de 3-A e purificado [90,95].

Figura 3-11. Sintese do PLA
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A polimerizagao do &cido latico a PLA através da formagao do lactideo (Figura 3-
12) combina um processo livre de solventes e uso de destilagdo. Inicialmente, o acido
latico ¢ condensado para formar o pré-polimero de PLA de baixa My. Controlando-se a
despolimerizacdo, obtém-se o ciclolactideo, um dimero ciclico, que ¢ purificado por
destilacao e o PLA ¢ formado com M, controlada pela ruptura do anel do lactideo, seguido
da polimerizacao com catalisador [90,96,97].

O PLA produzido pela ruptura de anel (Figura 3-11) pode se apresentar nas
isomerias levogera (L), dextrogera (p) ou racémica, sendo representados pelos p,b-lactato
(p -lactato), L,L-lactato (L -lactato) e pb,L-lactato (ou meso-lactato), respectivamente
(Figura 3-12). A polimerizagdo desses lactatos leva a formagao de estruturas primarias de
PLA isotatica (altamente cristalino), sindiotatica e atatica/heteroatatica (amorfo). Tanto
PLLA quanto o PDLA podem possuir, no minimo, trés formas polimorficas (a, 3 € y) por
ambos serem semicristalinos [98].

A degradacao do PLA ocorre principalmente através da quebra das cadeias
principais ou laterais, como acontece em muitos polimeros. Na natureza, a degradacao
polimérica pode ser induzida pela ativagdo térmica, hidrolitica, biologica, oxidativa,
fotolise ou radidlise. Os fatores ambientais ndo sé influenciam a degradagao do polimero,
eles também tém influéncia crucial na populagdao de micro-organismos. Parametros como
umidade, temperatura, pH, salinidade, presenca ou auséncia de oxigé€nio e suprimento de
diferentes nutrientes t€ém efeitos importantes na degradacdo microbiana dos polimeros e
essas condi¢cdes devem ser consideradas quando a biodegradagdo do plastico ¢ testada.
Esse processo também ¢ dependente das caracteristicas fisicas € quimicas do polimero,
tais como difusividade, porosidade, propriedades mecanicas, morfologia, parametro de
rede, pureza, reatividade quimica, tolerdncia térmica e resisténcia a radiacdo
eletromagnética [88].

O PLA vem sendo considerado um polimero multifacetado do ponto de vista
ecologico porque em seu ciclo de vida ele poder ser reutilizado, reciclado, ser usado em
compostagem, queimado podendo sua energia de combustdo ser aproveitada ou aterrado.
Logo, conclui-se que se trata de um polimero sustentdvel por sua producdo ser
proveniente de matérias primas renovaveis, pode ser reprocessado e seu fim de vida ter
utilizacdo pratica como sugere a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (US

Environmental Protection Agency (EPA), em inglés) [85,90].
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3.7 Polietilenoglicol (PEG)

O polietilenoglicol (PEG), poli(6xido de etileno) ou 1,2-etanodiol € um polimero
termoplastico semi-cristalino. E um poliéter sem carga, de formula quimica (C2HsO)n,
sendo uma das estruturas mais simples de polimeros soluveis em dgua. E comercialmente
disponivel em diferentes My, que variam de 200 g.mol™! a milhdes. Os membros de baixa
M, (até 100.000 g.mol!) sdo chamados de polietilenos glicois (PEG) e os de M, >
100.000 g.mol!, de poli(6xidos de etileno), polioxietileno ou PEO [99].

As propriedades fisicas do PEG variam de liquido viscoso a solido ceroso de
acordo com sua Mp; sdo consideradas bioresistentes com M, >1000 g.mol! e abaixo disso,
sdo biodegradaveis [100]. O ponto de fusdo pode variar de 4 °C a 60 °C de acordo com a
M,, assim como sua viscosidade [99,101]. Sua cristalinidade aumenta com o aumento de
sua M, devido a diminui¢ao de mobilidade e alinhamento geométrico mais conveniente
com elevacdo da massa [101]. Sdo soluveis em 4gua, para todas as M,. Também sdo
soluveis em metanol, etanol, tolueno, cloroférmio, dimetilsulféxido, tetrahidrofurano,
entre outros solventes organicos [102]. E insolavel em éter de petroleo, hexano, etileno
glicol e dleos [103].

Estudos sobre PEG em solugdo revelam que cada mero de etileno glicol pode estar
fortemente ligado a duas ou trés moléculas de agua, o que torna esse polimero
amplamente utilizado na industria farmacéutica para realizagdo da PEGlagdo, que
consiste na ligacdo covalente do PEG com uma proteina, peptideo, oligonucleotideo ou
fragmentos de anticorpo, melhorando em até 10 vezes a solubilidade de proteinas isoladas
em meio aquoso [104,105].

O PEG ¢ fabricado em largas quantidades e usada como “commodities” quimicos
em varias areas industriais, sendo majoritariamente aplicado como surfactante nao-idnico
em detergentes domésticos e industriais e emulsificante de alimentos. Devido a sua
biodegradabilidade, baixa toxicidade e baixa irritacdo quando em contato com a pele, foi
aprovado pela FDA, sendo usado na industria farmacéutica na preparacao de pomadas,
supositorios [106], tabletes e solventes para inje¢do, assim como em cremes, logdes, pos,
bases e batons. Sao também encontrados como intermediarios de preparacao de resinas
(como as alquidicas e poliuretanas), componentes na fabricagdo de lubrificantes,
anticongelantes, agentes molhantes, anti-incrustantes [107], suavizantes ¢ osmoticos

[108], tintas de impressoras, adesivos, produtos para engraxar sapatos e plastificantes. Na
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area da biologia, ¢ usado em resinas gelatinosas para modificacdo quimica de enzimas e
imobilizar enzimas e células [99,100].

O PEG ¢ obtido pela reacdo de etoxilagdo (Figura 3-13), que ocorre entre o 6xido
de etileno e agua, alcoois (ROH) ou amidas (RNH> ou R>NH) na presenga de um
catalisador, que pode ser um acido ou uma base fortes [109]. A producao do PEG em
meio basico, a mais utilizada na industria, consiste na mistura do catalisador MOH, em
que M geralmente ¢ um metal alcalino (Na ou K), com dgua ou etanol para formacao da
base conjugada (Equacao 1). A base conjugada (RO"), por sua vez, promove a abertura
do anel do epoxido através de um ataque nucleofilico para se iniciar o processo de
polimerizacdo. Em seguida, tem-se a propagacao das cadeias, em que o radical anidnico
do epoxido reage com outra molécula de 6xido de etileno, adicionando a sua estrutura
mais um mero. Por fim, o crescimento das cadeias poliméricas finaliza, havendo

recuperagao do catalisador e obtencao do PEG [109].

Figura 3-13. Sintese do PEG

Preparo do catalisador: ROH + MOH = RO"M™+ H,0 (Eq. 1)

)

= H,C—CH
Inicializagio: ROM + /% —=| H& 2 | M"—= ROCH,CH,OM~ (Bq2)

H,C—CH, LA

R
Propagacdo: RO(CH,CH,0)" M+ CH,0 —*RO(CH,CH,O), M" (Eq. 3)
Terminagdo: RO(CH,CH,O) M™+ ROH —RO(CH,CH,0) H+ROM" (Eq-4)

Fonte: Martins e Cardoso [109] (adaptado pelo autor)

3.8  Propolis

Nos ultimos tempos, o uso de suplementos alimentares e medicamentos
alternativos provenientes de recursos naturais vem crescendo de forma extraordinéria.
Muitos desses produtos vém sendo estudados cientificamente com a finalidade de ratificar
seu uso de forma segura e eficaz, ja que sdo usados na medicina popular por séculos e seu
uso pela populagdo mundial chega a 80% atualmente [110,111].

Neste contexto, a propolis, também conhecido como “bee glue” (cola de abelha),

vem sendo utilizado pelos humanos desde os tempos antigos. No Egito, 300 a. C., ela
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tinha a finalidade de proteger os corpos mumificados da putrefagao. Também foi usado
pelos médicos gregos e romanos como antisséptico bucal e cicatrizante em lesdes
cutaneas. Os incas empregavam-na como agente antipirético. As farmacopeias inglesas
do século XXVII o listou como farmaco oficial. Até hoje ela ¢ aplicada na medicina
popular de forma pura ou combinada com outros produtos naturais [112—115].

A propolis ¢ um material resinoso coletado do exsudato (seiva) de plantas pelas
mandibulas das abelhas através de furos no caule, sendo este material manipulado por
suas patas, enriquecido com sua saliva e secregoes enzimaticas e levado a colmeia com a
finalidade de proteger seu ambiente de contaminagdo microbiana, assim como para
preencher buracos e defeitos nas paredes de sua casa e embalsamar insetos invasores
mortos. Logo, todas essas atribui¢des refletem o significado desta palavra que € “protecao
da colmeia” no grego, uma vez que pro que significa “protecdo” e polis, cidade
[112,115,116].

A propolis € quebradica em baixas temperaturas, pegajosa em temperatura
ambiente; possui propriedades adesivas; aroma balsamico ou resinoso, picante ou forte;
e pode ser amarela, parda, verde, marrom ou vermelha [117]. Em geral, a propolis in
natura ¢ composta por 30% de cera, 50% de resina e balsamo vegetal, 10% de 0Oleos
essenciais e aromaticos, 5% de polen e outras substancias [112]. Sua composi¢do quimica
¢ determinada de acordo com as caracteristicas fitogeograficas ao redor da colmeia [118],
estacdo do ano [119,120] e por diferentes espécies de abelha [121,122]. Esta ampla
atividade biologica do propolis € devido a presenca de mais de 300 componentes, dentre
eles se tem varios tipos de polifendis, flavonoides, acidos, ésteres, aldeidos fendlicos,
cetonas, terpenos, esterois, vitaminas, aminodcidos, entre outros [123].

Devido a sua extensao territorial, o Brasil possui grande diversidade de vegetal e
climatica, proporcionando 13 tipos diferentes de propolis [122]. Park et al. [124]
classificaram em seu trabalho 12 tipos de propolis brasileiras, sendo 6 tipos na regido sul,
5 tipos no nordeste e 1 tipo no sudeste e centro-oeste, cujas composi¢des quimicas se
assemelhavam com a origem botanica e fenoldgica das plantas em torno da colmeia.
Exemplo disto ¢ descrito por Alencar et al. [125] que associaram o perfil quimico da
propolis verde de Minas Gerais e Sao Paulo com a resina vegetal do alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia).

Em 2006, Trusheva et al. [126] catalogaram o 13° tipo de propolis no Brasil que
ficou conhecida como a “prépolis vermelha de Alagoas” devido a sua cor rubra (Figura

3-14a). Sua composicao quimica foi associada por Daugsch et al. [127] ao exsudato
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(Figura 3-14b) coletado pelas abelhas Apis mellifera na planta chamada de rabo-de-bugio
(Dalbergia ecastophyllum) (Figura 3-14c), que ¢ predominante em manguezais € seu
género pode ser encontrado na América do Sul e Central, Africa, Madagascar ¢ Asia
[128,129]. Inicialmente, no Brasil, a propolis vermelha fora encontrada no litoral de
Alagoas, contudo em todo litoral nordestino nas regides de mangue pode constatar sua

presenca [19,130].

Figura 3-14. a) Propolis vermelha. b) Exsudato do caule da planta c) rabo-de-bugio

' g‘ ‘; % a4 C) <

Fotografia: Edivaldo Ferreira Pacheco Filho

De acordo com Alencar et al. [131], Cabral et al. [132] ¢ Neves et al. [19], os
componentes majoritdrios da propolis vermelha sdo as isoflavonas biochanina A,
daidzeina e formononetina; as flavonas luteolina, pinocembrina, rutina e quercetina; € o
acido feralico, que ¢ um &cido carboxilico (Figura 3-15). Esses flavonoides tém sido
reportados como as responsaveis pelas atividades anti-microbianas [19,133], anti-
inflamatoérias [134—137], antitumorais [138,139] , antidiabéticas [140,141], antiviral
[142,143], antioxidantes [136,144,145].

Flavonoides sdo moléculas polifendlicas caracterizadas pela presenca de trés anéis
aromaticos. Ha cerca de 4.000 flavonoides identificados, cujas diferencas estdo no nivel
de oxidacdo e na substituicdo de grupos funcionais em diferentes posi¢cdes no anel.
Portanto, sdo classificados como flavonois, flavonas, flavan-3-6is, antocianidinas, taninos
condensados e isoflavonoides. Essas moléculas de pequena massa molar, sdo potentes
antioxidantes e sequestradores de radicais livres [146]. S0 naturalmente encontrados em
flores, folhas, sementes e caule de plantas, cuja principal funcao ¢ protege-los dos raios
ultravioletas, da oxidacao celular, dos predadores e patogenos, controlar o transporte de

auxinas e atrair polinizadores através de suas cores [147,148].
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Figura 3-15. Principais antioxidantes presentes na propolis vermelha
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Fonte: Alencar et al. [20], Cabral et al. [132], Das Neves et al. [19] (adaptado pelo autor)

Este produto natural possui atividades que inibem o crescimento bacteriano em

maior propor¢do em bactérias gram-positivas do que gram-negativas e também o

crescimento fitopatogénico de fungos. Sdo ativas em micoses superficiais, apresenta

atividade antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria, anticancer, imunomodulatoria e

aumenta a imunidade. Logo, pode ser recomendado como antibidtico natural para

algumas infec¢Oes fungicas, epididimite, orquite, gonorreia, sifilis; antivirais como

hepatite, dor na garganta; como balsamo anti-inflamatorio para casos de alergia, asma,

rinite, artrite; anti-leishmaniose e anti-leucémica [149].

No caso de regeneracao tecidual cutaneo, acredita-se que a acao antioxidante dos

flavonoides da propolis atue sequestrando os radicais livres produzidos pelos neutréfilos

e inibindo a sintese das prostaglandinas e de leucotrienos pelos macrofagos, auxiliando,

assim, a atividade fagocitdria, estimulando a imunidade celular e aumentando a

cicatrizacdo nos tecidos epiteliais [22,150,151].
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3.9  Propolis no tratamento de feridas

O uso de produtos herbaceos e plantas medicinais para o tratamento de lesdes
cutaneas ¢ uma pratica muito antiga. Nas ultimas décadas, estes foram sendo substituidos
pela aplicacao de substancias quimicas e sintéticas, que, apesar de efetivas, apresentam
deficiéncias, limitacdes e efeitos colaterais [152].

Atualmente, uma grande variedade de pesquisas e experimentos tém evidenciado
os beneficios dos produtos naturais no tratamento de enfermidades cutaneas devidos aos
seus principios ativos — extraidos com solventes organicos, agua ou alcoois hidratados —
demonstrarem efeitos bioquimicos, moleculares e farmacoldgicos em curto periodo de
tempo e com menores complicagdes [152,153].

Flavonoides, acidos fenolicos, cumarinas, polissacarideos, terpenos, esteroides,
saponinas, alcaloides e polifendis podem exibir, isolada ou conjuntamente, atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana que sdo os trés pilares cruciais para
cicatrizacdo de feridas [153]. A acdo antimicrobiana tem como objetivo inibir a formagao
de biofilme dos micro-organismos, por estes serem responsaveis por infecgoes [22]; o
efeito anti-inflamatorio inibe as enzimas ciclo-oxigenases, que estdo envolvidas na
inflamacdo e sdo responsaveis pela sintese de prostaglandinas [154]; e os antioxidantes
regulam a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN), cujo
excesso leva ao estresse oxidativo e consequente dano estrutural da célula [23,155]. Este
conjunto de atividades est4 associado a proliferacao de fibroblastos e queratinocitos, que
sdo as células predominantes na etapa de reepitelizagdo [153].

Neste cenario, a propolis se enquadra devido em sua composicao os flavonoides
serem 0s componentes majoritarios. Além de ser usada na medicina tradicional ha
centenas de anos, cujos relatos se iniciam com os egipcios, persas € romanos. Hipocrates
(460-377 a.C.) sugeria o uso da propolis para curar feridas e tlceras internas e externas.
Na Renascenca, era o ingrediente usado em maior quantidade em pomadas. Nos séculos
XIX e XX, a propolis foi um dos campos de pesquisa mais estudados na quimica. Nos
anos 1950, os cientistas provaram que a propolis ¢ uma substancia ativa importante na
cicatrizagdo de feridas, regeneracao de tecido, tratamento de queimaduras, neuro-
dermatites, ulceras em pernas, psoriasis, herpes genitalia, potencialmente ativo contra
dematofitos, morfeia e prurido [113,155-157].

No tratamento de feridas, Corréa et al. [152] criaram uma lesao em ratos Swiss

machos que foram tratados oralmente com doses didrias de solucao veiculo (2% v/v de
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etanol em agua, grupo controle) e 100 mg/kg de extrato etandlico de propolis vermelha
durante 9 dias consecutivos. Notou-se maior velocidade no fechamento das feridas, assim
como diminui¢do de neutréfilos e macréfagos por mm? na analise do tecido no 10° dia,
diminui¢do na regulagdo da proteina do fator de transcri¢do inflamatoria pNF-xB e
redugdo na producao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6. Estes resultados
mostram o mecanismo molecular especifico da atividade anti-inflamatéria da propolis
vermelha brasileira que reduz a duragao da fase inflamatoria de feridas.

Elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias sdo encontradas em tulceras de
diabéticos, levando a eventos cicatriciais que resultam em apoptose (“morte”) de
fibroblastos e degradagdo da matriz extracelular, ou seja, a inflamacdo persiste,
retardando a cicatrizagdo ou torna a ferida cronica. No estudo desenvolvido por Hozzein
et al. [21], aplicou-se estreptozotocina em ratos BALB/c para indug¢dao de diabetes
mellitus, posterior excisao circular e aplicagdo topica do extrato etandlico de propolis
proveniente da Arabia Saudita. Os resultados confirmaram que elevadas concentragdes
de IL-1B, IL-6 e TNF-a (citocinas proé-inflamatorias) retardam a cicatrizagdo dos ratos
com diabetes quando comparado com grupo controle (ratos sem diabetes). Percebeu-se
que a propolis aplicada nos ratos diabéticos diminuiu o nivel destas citocinas, quando
comparadas com o controle; e aumento na producdo de colageno via TGF-B1, quando
comparado com ratos diabéticos sem propolis.

A dosagem oral de 100 mg/kg por dia de extrato de propolis da Arabia Saudita em
ratos BALB/c com diabetes mellitus induzida manteve os niveis plasmaticos normais
(grupo controle), tendo-se elevados niveis de IL-2, IL-4, IL-7 (citocinas anti-
inflamatorias) e baixos niveis de IL-1B, IL-6, TNF-a, ROS e triglicerideos quando
comparados com o grupo de ratos diabéticos sem ingestdo de propolis. Estes dados
revelaram que a propolis atenuou o estresse oxidativo e a inflamagao, assim como exibiu
uma significante melhora na quimiotaxia diante CCL21 e CXCLI12, resultando uma
eficiente resposta imune em ratos diabéticos, de acordo com o trabalho de Al Ghamdi et
al. [158].

Pessolato et al. [159] demonstrou, em ratos fémea (Rattus norvegicus) com
queimaduras induzidas e histologia dos tecidos, que a pomada contendo 5% de extrato
etandlico de propolis atua no processo cicatricial promovendo a reepitelizagdo, anti-
inflamacdo através do debridamento da lesdo nos periodos iniciais e estimulagdo na

producao de colageno durante 21 dias de acompanhamento.
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Batista et al. [160] também induziram queimaduras em ratos Wistar comparando
o efeito do tratamento com pomadas contendo 20% de propolis verde ou vermelha.
Observou-se que dentro de 15 dias os grupos tratados com as pomadas diminuiram o grau
de inflamagao e granulacao e aumentou a epitelizagdo ao se comparar com a solugao
salina (grupo controle). Verificou-se que a propolis ndo apresentou toxicidade renal ou
hepatica, mas implicou em efeitos sistémicos através da diminuicdo dos niveis de
colesterol total, triglicerideos e glicose, que demonstraram ser bem menores do que os do
controle.

Em suma, verifica-se que a propolis vermelha possui potencial em ser incorporada
e liberada controladamente em fibras de PLA/PEG com a finalidade de desenvolver

curativos micro- € nanoestruturados para o tratamento de feridas cutaneas.
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Os procedimentos e ensaios foram realizados no Laboratério Multiusuario de

Materiais e Biossistemas (LAMAB) e Laboratorio de Solidificagdo Rapida (LSR), no

Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB); no Laboratorio de
Cultivo e Andlise Celular (LACEC), Escola Técnica de Satide (UFPB); e no Laboratério
de Tecnologia e Controle de Medicamentos (LABTCOM), da Universidade Federal de

Alagoas (UFAL). O fluxograma da Figura 4-1 apresenta as etapas das andlises realizadas

neste estudo.

Figura 4-1. Fluxograma dos ensaios realizados neste trabalho
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4.1 Materiais

Poli(4cido l4tico) (PLA) (Ma 125.000 g.mol!) foi comprado da Biomater (Sio
Carlos, Brasil). Polietileno glicol (PEG) (Mx 8.000 g.mol™!) e dimetilcarbonato (DMC)
(<99% de pureza) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Etanol (<99%
de pureza, cloreto de so6dio (<99% de pureza), cloreto de potassio (<99% de pureza),
fosfato de sodio dibasico (<99% de pureza) e fosfato de potassio monobasico (<98% de
pureza) foram adquiridos da Quimica Moderna (Sao Paulo, Brasil). Acido galico (100%
de pureza), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (100% de pureza), 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-
s-triazine (TPTZ) (<98% de pureza), cloreto férrico (97% de pureza), resazurina sodica,
solucdo aquosa de 20% digluconato de clorexidina, Histopaque® 1077 (densidade 1,077
gmL!) e 1119 (densidade 1,119 g.mL™"), solucdo aquosa de 0,4% Trypan blue,
phytohemagglutinin (PHA-P), zimosan A proveniente de Saccharomyces cerevisiae,
luminol (<98% de pureza) e placa branca de 96 pocos com fundo chato foram comprados
da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Carbonato de so6dio anidro, reagente Folin-
Ciocalteau 2 mol/L, cloreto de aluminio hexaidratado foram adquiridos da Exodo
Cientifica (Sao Paulo, Brasil). Brain Heart Infusion (BHI), tanto dgar e quanto caldo,
foram comprados da KASVI (Parand, Brasil). Meio RPMI 1640 foi comprado da Gibco,
Life Technologies, Reino Unido).

4.2 Métodos

4.2.1 Propolis vermelha

4.2.1.1 Limpeza e preparo das amostras de propolis vermelha in natura

As amostras de propolis vermelha (PV) foram coletadas no mangue localizado no
municipio de Marechal Deodoro, Alagoas (Latitude Sul 9°42.258’ e Longitude Oeste 35°
54.391°). O acesso e transporte foi previamente autorizado pelo CNPq através do
protocolo n°. 010124/2012-8 para cumprir a legislacdo brasileira de Patriménio Genético
e Conversa¢ao da Biodiversidade.

As amostras de PV in natura foram limpas, retirando-se poeira, favos de mel,
pedacos de madeira, abelhas mortas e qualquer outro tipo de material estranho. As

amostras foram embaladas em sacos plasticos transparentes envoltos em papel aluminio,
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armazenadas em freezer a -18 °C, para deixar a propolis menos ductil. Em seguida, foi
triturada com nitrogénio liquido e pistilo até obtencdo de um p6 vermelho fino. A PV
triturada foi armazenada em sacos plasticos transparentes revestidos com papel aluminio

em freezera-18 °C [161,162].

4.2.1.2 Preparagdo dos extratos

O extrato etandlico de PV foi preparado na proporcao 30% m/v em etanol a 80%,
a temperatura ambiente, com troca de solvente a cada 48 horas por 6 dias. Ao final das
extragdes, os extratos foram filtrados em papel de filtro. Os filtrados foram postos em
erlenmeyers envoltos por papel aluminio, deixando-os em repouso durante 24h para
precipitacdo e separagdo das ceras. Em seguida, os extratos foram novamente filtrados
em papel de filtro para que houvesse maior separacdo das ceras. Apenas o filtrado foi

seco em evaporador rotativo (50 °C; 120 rpm) (Figura 4-2a-d) [18,162].

Figura 4-2. (a) Propolis vermelha macerada, (b) extratos de PV em etanol apos

decantagao de ceras, (¢) rotaecvaporagao e (d) extrato seco de PV
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4.2.2 Fiagdo por SBS

As solugdes poliméricas foram preparadas solubilizando o PLA em
dimetilcarbonato (DMC) em agitacdo magnética até completa solubilizacdo em
temperatura ambiente.

Os parametros de trabalho adotados foram: distancia de trabalho: 250 mm; pressao
usada: 20 psi (0,1 MPa); rotagdo do coletor: 600 rpm; didmetro do coletor: 76 mm;
diametro interno da seringa: 15,5 mm; distancia de protusao: 2 mm com bico chanfrado;
diametro externo do bico externo: 3 mm; didmetro externo do bico interno: 2 mm.

Esses valores foram escolhidos com base em alguns trabalhos da literatura e nas
melhores condigdes experimentais (resultados ndo mostrados) em que nao houve
entupimento de bico e/ou formacao de filmes no coletor [64,163—165].

Inicialmente, a concentracao e a taxa de injecdo foram as varidveis do processo
submetidas ao planejamento experimental 22 com trés pontos centrais (Tabela 4-1) para
se obter as melhores condi¢des de fiagdo. As taxas de injecao utilizadas foram 80, 100 e
120 pl.min! e as concentragdes de PLA em DMC, 8, 10 e 12% m/v. As diferencas
estatisticas foram calculadas através do teste paramétrico de Tukey e os efeitos das

variaveis em relagao ao didmetro, pela analise de variancia (ANOVA).

Tabela 4-1. Planejamento experimental 2* para as fibras de PLA com as variaveis

concentragdo versus taxa de inje¢ao

Concentraciao Taxa de Concentracao Taxa de
PLA:DMC injecao PLA/DMC, % m/v injegiio, pl.min"!
1 -1 -1 8 80
2 +1 -1 12 80
3 -1 +1 8 120
4 +1 +1 12 120
5 0 0 10 100
6 0 0 10 100
7 0 0 10 100

Cada solucao polimérica foi posta em seringa de 10 mL (didmetro interno de 15,6

mm), posicionada na bomba injetora na posi¢ao horizontal e a seringa foi conectada ao
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bico interno através de um capilar. Realizou-se ajuste dos bicos para que o bico mais
interno ficasse o mais concéntrico possivel com o externo através de parafusos
centralizadores (Figura 3-7b).

A partir das melhores condi¢oes de fiagdo do 100PLA/DMC, preparou-se
solucdes de PLA:PEG nas proporg¢des de 70:30 (70PLA), 80:20 (80PLA), 90:10 (90PLA)
e 100:0 (100PLA) (m/m) foram preparadas e diluidas em dimetilcarbonato (DMC). 16%
m/m de extrato etandlico seco de propolis vermelha (PV) em relacdo a massa total de
polimeros (ou 24 mg.mL"' de PV em relagio ao volume de DMC), também foi
acrescentado as solugdes poliméricas para obtencdo das mantas com PV. Esta
concentragdo foi a mais alta sem que houvesse formagao de fase na solucao polimérica,

ou seja, concentracdo maxima solivel em PLA, PEG e DMC.

4.3 Caracterizacoes

4.3.1 Propolis vermelha

4.3.1.1 Determinagdo do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

A quantificagdo de fenois totais foi realizada de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau descrito por por Rio [166], Alcantara [167] e Silva [162] com algumas
modificagdes (Figura 4-3). A curva analitica foi construida com a dilui¢cao da solu¢ao mae
de acido galico a 100 pg/mL para as concentragdes de 2,0 a 6,0 pug/mL em baldes
volumétricos de 5 mL, contendo aliquotas correspondentes a cada concentragao, 0,4 mL
do reagente Folin-Ciocalteau, 0,6 mLde solugcdo saturada de carbonato de sodio e
completou-se o volume com agua deionizada. A reacao de oxidagao dos fendis aconteceu
no escuro por 2 horas em que ha alteragdo de cor de verde para azul. A leitura foi realizada
no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 760 nm. A curva analitica foi medida
através do método dos minimos quadrados associando as absorbancias lidas (eixo y) com
as concentragdes de acido galico previamente preparadas (eixo x).

Para determinacdo dos fendis totais do extrato de propolis, uma solugdo estoque
de 1,0 mg.mL! do extrato foi preparada. Aliquotas correspondentes a 20, 30 e 40 ug.mL"
! foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL e utilizou-se a mesma metodologia

acima descrita. As leituras realizadas foram relacionadas a curva analitica y = 0,1536x +
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0,0861 (R? = 0,99) (detalhes da curva na Figura A1 no Apéndice). Para calcular a

porcentagem de fenois totais:

Concentragdo lida (3030 ou 40 ug/mL) 100
Concentragao ,o,30 ou 40 ug/mL)

%Acidos fendlicos = Equacdo 4-1

Figura 4-3. Esquema do ensaio de teor de fendis

Dilui(,()es
Curva |:> —
analitica escuro
Solugido de acido 2,0 [ ] 6,0 2,0 [ ] 6,0 5
UV-vis
galico a 100 pg/mL
pg/mL pg/mL (A=760 nm)
At st B )
| Aliquota do acido galico |

| 0,4 mL do reagente Folin-Ciocalteau |

: 0,6 mL de carbonato de sodio |

| Agua (completar volume para 5mL) |

-1 T=li

Solugdo de PV a
1000 pg/mL

pg/mL
W/‘ pg/mL

4.3.1.2 Determinag¢do do teor de flavonoides totais

O método foi baseado no descrito por Rio [166], Alcantara [167] e Silva [162]
com pequenas alteragdes (Figura 4-4). A curva analitica foi obtida com quercetina nas
concentragdes de 4,0 a 10,0 pg/mL em baldes volumétricos de 5 mL contendo 0,1 mL de
AICl; (5% m/v) e metanol (até o volume final). Apds 30 minutos de reagdo no escuro,
realizou-se a leitura no espectrofotometro em 425 nm. A equacao foi dada por regressao
linear.

Diluiu-se para 20, 30 e 40 pg/mL a solucdo estoque de 1,0 mg/mL de propolis
vermelho em baldes de 5 mL. O mesmo método acima descrito foi utilizado para o extrato

de propolis. As leituras realizadas foram relacionadas a curva analitica y = 0,0712x +
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0,036 (R* = 0,99) (detalhes da curva na Figura A2 no Apéndice). Para calcular a

porcentagem de flavonoides totais:

Concentragdo lida (20,30 ou 40 pg/mL) 100

Concentragao ;o,30 ou 40 ug/mL)

%Flavonoides = Equagao 4-2

Figura 4-4. Esquema do ensaio de teor de flavonoides

Dilui(,(‘)es
30 min
Curva — —>
analitica escuro
Solugdo de quercetina 4.0 [ .] 10,0 4,0 [ ] 10,0 -
UV-vis
a 100 pg/mL
pg/mL pg/mL (k=425 nm)

| Aliquota da quercetina |
: 0,1 mL AICl; (5% m/v) !
|

,_J‘
Amostra [m:'mn>
‘ escuro
Solugio de PV a 20 30 40 20 30 40
1000 pg/mL S Y

pg/mL .
Wﬁ/ pg/mL

4.3.1.3 Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livie DPPH

A atividade sequestrante do radical DPPH foi avaliada de acordo com o descrito
por Rio [166], Alcantara [167] e Silva [162] com pequenas alteracdes (Figura 4-5).
Preparou-se uma solugdo de 0,12 mg/mL de radical DPPH em etanol absoluto e
armazenado em vidro ambar. Adicionou-se 2 mL desta solu¢cdo em baldes volumétricos
de 5 mL e aliquotas da solugdo estoque do extrato de propolis de 1,0 mg/mL para as
concentragdes de 10, 25 e 50 ug/mL. Guardou-se as amostras por 30 minutos no escuro
para que a reacao sequestrante do DPPH acontecesse, desbotando a cor violeta para um
tom de amarelo palido. Apds a reagdo, completou-se o volume com etanol e fez-se a

leitura no espctrofotometro em 517 nm. Os brancos da curva foram feitos com uma
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aliquota de etanol e outra de DPPH com etanol. A porcentagem de radical DPPH

remanescente foi calculada através da Equacao 4.3, em que A = absor¢ao:

A —-A
%DPPH remanescente = —25ra etanol Equacao 4-3

ADPPH - Aetanol

Figura 4-5. Esquema do ensaio de DPPH

|[_ Aliquota de PV |
| 2mLDPPH (0,12 mg/mL) |

|[ Etanol (completar para 5 mL) :

I l 2 1 r I a )
30 min
ﬂliﬂmﬂﬂﬂ :
10 25 50 10 25 50
L ' J i :

Solugéo de PV a
1000 pg/mL

UV-vis
I (=517 nm)

nug/mL

4.3.1.4 Atividade antioxidante pelo poder redutor do ferro FRAP

A capacidade antioxidante de redugdo do ferro foi determinada pelo método
FRAP [167] com adaptacdes (Figura 4-6). A solucdo FRAP foi preparada com tampao
acetato de 300 mmol/L, 10 mmol/L de TPTZ e 20 mmol/L de FeCls. Aliquotas de 7, 12,5
e 25 pg/mL de extrato de propolis foram transferidas para tubos de ensaio e adicionado
2,7 mL de dgua deionizada e 2,7 mL do reagente FRAP. A mistura foi agitada e mantida
em banho maria por 30 minutos a 37 °C. Apo6s o resfriamento até a temperatura ambiente,
amostras e padrdes foram lidos no comprimento de onda de 595 nm. A curva analitica foi
obtida com sulfato ferroso nas concentragdes de 250 a 2000 umol/L (y = 0,0005x — 0,07,
R2=10,99) (detalhes da curva na Figura A3 no Apéndice).
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Figura 4-6. Esquema do ensaio do FRAP
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: 2,7 mL 4gua destilada
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|
l 1
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-/
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1000 pg/mL '

png/mL

4.3.1.5 Determina¢do dos marcadores do extrato etandlico de PV por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A 1identificagdo dos componentes contidos no extrato etanolico de PV foram
realizados através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado com
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) da Shimadzu (Téquio, Japdao). Seus
modulos consistem de: bomba de alta pressdo (modelo LC-20ADXR), desgaseificador
(modelo DGU-20A3R), autoinjetor (modelo SIL-20AXR), forno de coluna
cromatografica, detectores de arranjo de diodos (modelo EPDM-20A), detector de
fluorescéncia (modelo RF-20A), controlador (modelo CBM-20A) ¢ o software Shimadzu
Labsolution. A separagdo das fragdes ocorreu utilizando uma coluna de fase reversa (C
18, 150 mm x 4,6 mm; 5 um), fase mével de solvente A (4gua deionizada) e solvente B
(acetonitrila) bomboados a 0,3 mL.min"!. O gradiente de elui¢do foi realizado utilizando

inicialmente 70% de 4gua e 30% de acetonitrila com variagdo da porcentagem de
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acetonitrila a 100% em 40 min seguido de uma condicdo isocritica com acetonitrila
(100%) até 53 min e retorno a condicdo inicial a 54 min, seguido por acetonitrila
isocratico (30%) até 60 min. Este método foi desenvolvido para lavar a coluna durante a
analise com 100% de acetonitrila, evitando falta de precisdo e exatiddo, além de diminuir
a incrustacao da coluna por compostos nao polares.

Pesou-se 2,0 mg dos padrdes analiticos de liquiritigenina, daidzeina, pinobanksin,
formononetina, bolosontol e biochanina A que foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL para obter a solugdo estoque de 200 pg.mL™'. Em seguida, para
determinacio dos tempos de retengdo, dilui-se para a concentragio de 0,50 pg.mL!,
filtrou-se com filtro de 0,22 um e injetou-se 2 pL. no HPLC.

Para a identificacdo dos flavonoides do extrato etandlico da PV através da
comparacao dos tempos de retengdo com os padrdes analiticos, utilizou-se as mesmas

condicdes acima descritas.

4.3.1.6 Concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida

minima (CBM)

A avaliagdo da atividade microbiana foi realizada de acordo com as metodologias
descritas pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS; Comité
Nacional de Padronizagao de Laboratorios Clinicos, tradugao do inglés) [168,169].

Para o cultivo de S. aureus (ATCC 25923), gram positiva, foi realizado o
descongelamento das cepas de referéncia em temperatura ambiente. Em seguida, 50 pL
do in6culo e 5 mL do meio BHI-Caldo foram colocados em tubos falcon previamente
esterilizados, seguido de homogeneizagdao no vortex (FANEM, Sao Paulo, Brasil). Os
tubos semi-abertos foram postos em estufa bacterioldogica (STERILIFER, Sao Paulo,
Brasil), durante 48 horas a 37°C. Apos 48h do cultivo, o tubo foi colocado em aparelho
centrifugador e centrifugado por 15 minutos na velocidade 2.500 rpm. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado ¢ ao tubo foi acrescentado 5 mL de solucao salina de NaCl
0,9% m/v. Em seguida, a mistura foi homogeneizada no vortex e realizada a leitura da
densidade bacteriana.

As suspensdes bacterianas preparadas em solucdo salina foram padronizadas
através de espectrofotometro (GLOMAX MULTI, Promega, Madison, EUA), no
comprimento de onda de 625 nm e valor de absorbancia variando entre 0,080 a 0,100

correspondente a concentracdo de 1 a2 x 108 UFC (unidades formadoras de colonias).mL"
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!, equivalente a 0,5 da Escala de MacFarland. Para a leitura, uma placa de 96 pogos de
fundo chato foi utilizada, onde no primeiro pogo foram colocados 100 pL de salina e no
segundo poco, 100 pL do inéculo previamente preparado.

A determinacdo da Concentracdo Inibitéoria Minima (CIM) para o extrato de
propolis vermelha em etanol foi realizadas através da técnica da microdilui¢ao em caldo,
em triplicata. Para tal, o extrato seco foi ressuspenso em etanol na concentragdo de 100
mg.mL! que foi diluido em 4gua deionizada para a concentragio de 4,0 mg/mL.

Foram distribuidos 100 uLL de BHI-caldo nos orificios da placa de microdiluigao
de fundo chato. Posteriormente, 100 uLL de cada extrato foi transferido para o primeiro
pogo e diluidos seriadamente a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL da cavidade
mais concentrada para a cavidade sucessora, seguindo até o ultimo poco. Em seguida,
foram adicionados a cada pogo 100 pL do indculo na concentragdo 5.10° UFC.mL!. O
controle positivo foi realizado com digluconato de clorexidina na concentragao de 2,0
pg.mL!, utilizando-se a mesma técnica da microdiluicdo. O ensaio foi realizado em
triplicata e as placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24
horas.

Realizou-se paralelo a microdiluicao, os controles de viabilidade das cepas com
controle de crescimento (CC), cujo pogo possuia 100 pL. do meio-caldo e 100 pL de cada
inéculo; controle de esterilidade do meio (CEM) com 100 pL do meio-caldo; controle de
esterilidade das amostras (CE) com 100 puL de cada extrato mais 100 pL de meio-caldo;
e controle negativo (CN) com etanol e 100 pL. de meio-caldo.

A leitura para determinagdo da CIM foi feita a partir do método visual, levando
em consideragdo a formacao ou ndo de aglomerados de células no fundo da cavidade da
placa de microdiluicao. Dessa forma, a CIM foi considerada a menor concentracao do
produto em teste capaz de inibir o crescimento das cepas utilizadas nos ensaios
microbiologicos [170].

Para a confirmagdo do resultado visual, ou seja, para confirmar a presenca de
microrganismos viaveis nas concentragdes inibitorias, 30 pL do corante Resazurina
Soédica foram adicionados como indicador de 6xido-redugao, o qual indica alteracdo de
pH. Apo6s 1 hora da aplicagdo do corante a placa foi avaliada e tabulado os resultados

(Figura 4-7).
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Figura 4-7. Desenho esquematico da leitura visual ap6s aplicacao da resazurina sddica.
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As linhas A, B e C representam o ensaio da microdilui¢@o das substancias-teste em triplicata. Os pocos A7,
B7 e C7 representam a CIM. Os pogos rosa-violaceo ou rosa indicam a presenga de crescimento bacteriano.
As linhas E, F, G e H representam os controles de Esterilidade, Positivo, Crescimento e Negativo,
respectivamente. Os pogos 5, 6 ¢ 7 das linhas A, B e C, correspondentes a CIM, CIMx2 e CIMx4,
respectivamente, e foram replaqueadas para obtengdo da CBM. Fonte: Panmela Pereira Maciel [171].

As Concentragdes Bactericidas Minimas (CBMs) dos extratos ¢ do controle
positivo foram determinados a partir do resultado da CIM, no qual foi realizado o
subcultivo de 10 pL da concentragdo correspondente a inibitoria e as duas concentragdes
imediatamente mais concentradas (CIM x 2 e CIM x 4) [172] em placas de petri contendo
meio solido (BHI-agar). Apos 48 horas de incubagdo a 37°C, foram realizadas as leituras
das CBM, considerada a menor concentragdo que impediu o crescimento visivel do

subcultivo [170].

4.3.2 Fibras por SBS

4.3.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia das fibras foi observada utilizando um microscopio eletronico de
varredura, modelo Leo 1430 da Zeiss. Previamente, as amostras foram metalizadas com
duas camadas de ouro, com 90 segundos para cada recobrimento, em um “Sputter Coater”
da Emitech, modelo KSSOX, em atmosfera de argdnio. Os didmetros das fibras foram
medidos com o auxilio do software analisador de imagens “Image J”, National Institutes

of Health, EUA. Foram efetuadas 100 medidas aleatorias para cada amostra.
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4.3.2.2 Infravermelho com Transformada de Fourier

A caracterizagdo quimica das mantas foi realizada usando discos de KBr
contendo 2% (m/m) de amostras. O niimero de onda varia de 4000 cm™ a 600 cm’!,
resolugdio de 4 cm™!, 20 varreduras e modo de transmitancia. O espectro foi realizado no

espectrofotometro FTIR-8000, IR A ffinity-1, Shimadzu (Kyoto, Japao).

4.3.2.3 Difra¢do de Raio X (DRX)

A difragdo de raio X foi realizada no difratometro modelo XRD-6000, Shimadzu
(Tokyo, Japao), com poténcia de 2 kVA, voltagem de 30 kV, corrente de 30 mA e
radiacao Ka do cobre (1 = 0,154 nm). As varreduras foram realizadas no intervalo de 10

a 30°, com passo de 0,01° e velocidade de 1,7°.s7".

4.3.2.4 Termogravimetria

A estabilidade térmica das mantas foi realizada em wum analisador
termogravimétrico da TA Instrument, Q500 (New Castle, EUA), usando cerca de 10 mg
de amostra que foram aquecidas até 600 °C sob atmosfera de nitrogénio a uma vazao de

50 mL.min"! e taxa de aquecimento de 10 °C.min™".

4.3.2.5 Angulo de contato estdtico com dgua

A molhabilidade foi realizada através de fotos (Camera Fujifilm S3300, Toquio,
Japao) nos tempos de 0 a 120 s de fibras (n =6) com diametro de 6 mm em que se gotejou
aproximadamente 5 uL de 4gua destilada. Para o extrato etanolico de PV, uma quantidade
de aproximadamente 10 mg foi espalhada sobre uma lamina de vidro até formar uma fina
camada. O angulo formado foi medido no software analisador de imagens “Image J”,

National Institutes of Health, EUA.

4.3.2.6 Adsor¢ao na superficie e eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi feita com base no descrito por Wang et al.
[173], com algumas modificacdes (Figura 4-8). Para adsor¢do na superficie, cerca de 25

mg de fibra (correspondendo a 4 mg de PV) foi lavada com 10 mL de 4gua deionizada
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para remover o excesso de PV na superficie, seguido de ultrassom por 10 minutos.
Depois, a fibra foi dissolvida em 25 mL de etanol 80% em posto em ultrassom por 30

min, para eficiéncia de encapsulamento.

Figura 4-8. Esquema da porcentagem de PV adsorvido e encapsulado nas fibras
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=
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UV-vis
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A quantidade de PV na solugdo foi medida através do teor de flavonoides totais
por dissolugdo do principio ativo no comprimento de onda de 280 nm (espectrofotdmetro
UV-1800, Shimadzu, Tokyo, Japao). A curva analitica foi construida resuspendendo em
1:1 etanol absoluto:PBS (0,002 mol.L! de KH2PO4, 0,003 mol.L"! de KCI, 0,01 mol.L"!
de Na;HPOs, 0,1 mol.L! de NaCl, pH 7,5), o extrato seco da PV na concentragdo de 1,0
mg/mL e diluindo a solugfio estoque em PBS para a faixa de 0,5 a 50 pL.mL™! (y=0,0192x
+0,1143, R*=0,99) (detalhes da curva na Figura A4 no Apéndice). Tanto a adsor¢ao na

superficie quanto a eficiéncia de encapsulagdo foram calculadas pela equagdo a seguir:

Adsorvido ou Encapsulado (%)

Concentracao da PV Equagdo 4-4
= p .y x100
Concentracao teorica da PV
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4.3.2.7 Perfil de liberagdo in vitro

O perfil de liberagao das fibras de PV-PLA-PEG foi realizada de acordo com a
metodologia sugerida por Huynh et al. [174], Seif et al. [70] e Wang et al.[173], com
algumas modificagdes (Figura 4-9). 25 mg de fibra (correspondendo a 4 mg de PV) foi
posta em 15 mL de PBS sob agitag¢do orbital (tipo shaker) de 120 rpm em por 5 dias a
37°C em incubadora, em triplicata. Aliquotas de 2 mL eram retiradas em tempos pré-
determinados para leituras no UV-vis e 2 mL de PBS fresco era reposto na fibra. As
leituras das aliquotas foram realizadas como descritas no item 4.3.9 sobre a eficiéncia de

encapsulacao.

Figura 4-9. Esquema do ensaio de liberagao controlada in vitro

15 mLPBS

25 mg fibra
(4 mg PV) ™

120 rpm
37,5°C
5 dias

UV-vis
(»=280 nm)

2 mL
PBS fresco

A concentragdo de PV no meio ¢ dada pela leitura direta do espectrofotometro.
Ja a capacidade de a fibra liberar a PV ¢ dada pelo calculo das concentragdes cumulativas
lidas (C,) através da Equacdo 4-5 [175,176], uma vez que o volume do meio € reposto

causando diminuigdo da concentragdo de PV:

c
C, = [(C—t f. 100%) _ CH] + Z Co_y Equaciio 4-5
o
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Em que C; ¢ a concentracdo de PV liberada em um tempo (t) arbitrario; C,¢ a
concentragdo teodrica de PV na fibra; f é o fator de corre¢ao da dilui¢do de 2 mL que
equivale a razdo volume de diluido pelo volume da amostra (15 mL e 13 mL,

respectivamente); C;_; € a concentracdo anterior ao tempo arbitréario.

4.3.2.8 Cinetica de inibicdo de Staphylococcus aureus

Para verificar a interferéncia das mantas incubadas com S. aureus, adotou-se o
método de contagem de células viaveis descrita por Alves et al. [177]. Aproximadamente
50 mg de fibra (equivalendo a 8 mg de PV), em triplicata, foi imersa em 1 mL de indculo
na concentragdo de 5.10° UFC.mL! em placa transparente de 24 pogos. Os controles do
ensaio foram realizados com digluconato de clorexidina na concentragio de 2,0 pg.mL"!
(positivo); o inoculo (negativo); e o meio de cultura (esterilidade). As amostras foram
incubadas a 37°C durante todo o ensaio. Aliquotas de 10 pL eram retidas em tempos
determinados e espalhadas em placas de BHI agar que seguiam para estufa por 24h. A
leitura do niumero de colonias foi realizada (Figura AS) e calculada como logio UFC.mL"
!, Para comparar o efeito das mantas em relagdo ao controle de crescimento, foi calculada
a razdo entre o logio UFC/mL das mantas e o logio UFC/mL do indculo vezes 100 para

cada intervalo de tempo (Figura 4-10).

Figura 4-10. Esquema da cinética de inibi¢ao
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4.3.2.9 Citotoxicidade

Este projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da UFPB,
subordinado a4 Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, 6rgio do Conselho Nacional de
Saude sob o n°. 88942218.0.0000.5188, cujo certificado de apresentagdo para apreciacao
ética se encontra na Secdo 5 do Apéndice.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Lima [178]. Para obten¢ao das células sanguineas, trés voluntarios do sexo masculino,
soronegativos para HIV e HCV, vacinados contra HBV, sem sinais ou sintomas de
infec¢des agudas durante o tempo de coleta e isolamento do PBMC assinaram um termo
de consentimento para participar da coleta de sangue de acordo com a Declaragao de Guia
Etico de Helsinki.

O sangue total heparinizado foi coletado por pun¢do venosa e processado pelo
Histopaque® 1077, os gradientes de densidade para centrifugagdo foram realizados de
acordo com as orientacoes do fabricante. As células sanguineas mononucleares
periféricos (Peripheral Blood Mononuclear Cells, em inglés, PBMC) foram lavadas trés
vezes com tampao fosfato e contados com trypan blue pelo método de exclusdo em
camera de Neubauer com viabilidade >95%. As células foram ressuspensas em aliquotas
iguais de 2.10° de PBMC/mL em RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
de PenStrep e 1% de 20 mM HEPES.

100 puL da suspensdao dos PBMC foram estimulados com 5 pg/mL de PHA-P e
incubadas com 100 pL do PV na concentracdo de 100 pg/mL que foram seriadamente
diluidas em placas negras de poliestireno com fundo chato por 24 h a 37 °C com atmosfera
umidificada a 5% de CO». Discos de 6 mm das mantas foram imersos nas solugdes
anteriormente descritas.

A viabilidade celular foi medida usando alamarBlue® de acordo com o protocolo
do kit (Bio-Rad, Hercules, EUA). A fluorescéncia foi medida no leitor de microplacas
(GloMax®-Multi, Promega, Madison, EUA) no comprimento de onda de 590 nm. A
porcentagem da citotoxicidade ¢ dada pela razdo de leituras entre as amostras e as células
(controle positivo) vezes 100 (Figura 4-11).

As fibras utilizadas neste ensaio foram escolhidas mediante a melhor condi¢ao de

liberacdo controlada de PLA/PEG e foram incorporadas 0; 0,25; 0,5; 1,0 ¢ 16% de PV.
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Figura 4-11. Esquema do ensaio de viabilidade celular
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4.3.2.10 Estresse oxidativo

Producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROS, do inglés Reactive
Oxigen Species) intra e extracelulares foram analisadas pelo aumento de
quimioluminescéncia do luminol. Uma suspensio contendo 2.10° células/mL de PBMC
foram incubadas por 45 minutos, a 37 °C e 5% de CO2 com o extrato de PV a 0,5 pg.mL"
!'e discos de 6 mm da manta 8OPLA com e sem 0,25% m/m de PV (8OPLA+PV) em placa
branca de 96 pocos com fundo chato. PBMC com e sem zimosan opsonizado (13 mg.mL"
1) foram os controles positivos e negativos, respectivamente. Depois da incubagio, 1.10™
mol.L! de luminol foi adicionado e a quimioluminescéncia medida em intervalos de 2
minutos através do leitor de microplacas GloMax® por um periodo de 1 horaa 37 °C. A
quimioluminescéncia foi expressa em Unidades Relativas de Luz (URL) [178] (Figura 4-
12).

As fibras com melhor condig¢ao de liberacao controlada e viabilidade celular foram

as escolhidas para este ensaio.
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Figura 4-12. Esquema do ensaio de estresse oxidativo
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4.3.2.11 Dosagem de citocinas

Células de PBMC na concentracdo de 10° células/mL foram cultivadas por 24h
em placas de 48 pogos com concentragdo subtdxica de PV e as mantas de PLA/PEG com
PV a 37°C em 5% de CO.. O sobrenadante das culturas de PBMC com ou sem estimulo
de PHA (5 pg/mL) foram analisados usando o ensaio de Elisa-Sanduiche da BD
Biosciences (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) para as interleucinas
(IL) 4, 6 ¢ 10 e os fatores de necrose tumoral (TNF-a) e transformacao de crescimento
(TGF-p).

O método se resume em colocar nos pogos 25 pL do diluente de ELISA, seguido
de 50 puL da amostra ou do padrao que fica incubada por 2h a temperatura ambiente. O
sobrenadante ¢ aspirado e lavado 5 vezes. Adiciona-se 50 pL da solugdo de trabalho do
detector em cada poco, cuja incubagdo leva 1h em temperatura ambiente. O sobrenadante
¢ novamente aspirado e lavado 7 vezes. Adiciona-se 50 pL do substrato que fica incubado
por 30 minutos. Acrescenta-se 25 puL. da solugdo de parada em cada poco. As leituras sdo
realizadas no comprimento de onda de 450 nm. As leituras das amostras sao interpoladas

na curva analitica das citocinas.
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4.4 Analise estatistica

Os diametros das fibras de PLA foram analisados pela anélise de variancia
(ANOVA) para o planejamento experimental e o teste de Kruskal-Wallis com teste de
Dunn post hoc para determinar diferencas estatisticas entre as mantas de PLA-PEG-PV.
O teste de Tukey foi aplicado para verificar se as mantas possuiam diferenga significativa
nos ensaios de molhabilidade e eficiéncia de encapsulagdo. Para a viabilidade celular e
estresse oxidativo, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn post hoc. No
ensaio com as citocinas se aplicou o teste de Holm-Sidak. O software usado para estas

avaliagdes foi o GraphPad Prism 7 (San Diego, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Propolis vermelha

5.1.1 Rendimento do extrato etandlico de propolis vermelha

O extrato etandlico de propolis vermelha foi preparado usando 30 g de PV in
natura trituradas misturados a 100 mL de etanol 80% (v/v). A extracdo foi feita com troca
do etanol em 3 ciclos de 48 h cada e deixados em repouso por 24 horas. No dia seguinte,
o extrato foi filtrado em papel de filtro e concentrado em evaporador rotativo (40°C, 120
rpm). Obteve-se, assim, o extrato de propolis vermelha em etanol (PV) com rendimento

de 72% (m/m).

5.1.2 Determinacado de fendis totais e flavonoides totais

A utilizacdo de ensaios que quantifiquem os fendis e flavonoides tem o objetivo
de identificar o perfil dos componentes presentes em extratos vegetais em geral. Logo, a
Tabela 5-1 mostra as quantidades dessas familias de antioxidantes. Esses valores
expressam que a PV ¢ composta por 22,1% de acidos fendlicos representados pelo acido
galico e 3,9% de quercetina, correspondendo a flavonoides.

Os valores encontrados podem estar associados a formononetina, a liquiritigenina
e quercetina no caso dos flavonoides e o acido cafeico (fenolicos) que sdo os componentes
majoritarios da PV do estado de Alagoas [18], sendo, assim, estes componentes sdo ditos
como marcadores da PV.

Observa-se que o extrato de PV estd dentro dos padroes estabelecidos pela
legislagao brasileira descritos no Anexo VI da Instrugao Normativa n°. 3, de 19 de janeiro
de 2001, do Ministério da Agricultura [179] que estabelece o minimo de 0,5 € 5,0% (m/m)

de flavonoides e fendis para extratos etandlicos de propolis.

Tabela 5-1. Fenois e flavonoides totais do PV

Fenois totais Flavonoides totais

mg de 4cido galico/mL % (m/m) mg de quercetina/mL % (m/m)

7,5+0,6 22,1+2,0 2,8+0,9 3,9+0,2
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5.1.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

Compostos antioxidantes, como os fenois, catequinas, flavonoides e acidos
provenientes de recursos naturais, possuem o poder de inibir a formagao de radicais livres,
impedindo a fase de iniciacdo e propagacao através da doagdo de elétrons ou dtomos de
hidrogénio ao meio, interrompendo cascatas de oxidagao [180—182].

Desta forma, um dos mecanismos de inibicao de radicais livres ¢ feita por DPPH.
Este método mede o quanto, em porcentagem, que os radicais foram inibidos. Nesta
quantificacdo da atividade antioxidante de substancias, tem-se que o antioxidante
sequestra o radical do DPPH, estabilizando esta molécula, ou seja, a porcentagem desta
conversdao que gera o poder antioxidante da substancia que, em geral, reage melhor
através a presenga de grupos -OH de flavonoides ou de 4cidos aromaticos [183—185].

Outro mecanismo de inibi¢do radicais livres pode ser medido pelo poder de
reducdo do metal, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential, em inglés). O
mecanismo de acdo ¢ de oxirredugdo através da doacdo de elétrons da substancia para
reduzir o Fe** em Fe?’, promovendo a terminagio das reacdes dos radicais livres.
[167,186,187]. Acredita-se que a presenca de dois ou mais grupos -OH nas estruturas
fenolicas dos antioxidantes, promovam maior atividade antioxidante [188].

A Tabela 5-2 mostra os resultados da avaliagcdo da atividade antioxidante para o
extrato etanolico de PV pelos métodos de DPPH e FRAP. Esses valores representam que
com 10 pg/mL de PV, 68,2% dos radicais livres foram inibidos através do mecanismo de
sequestro de elétrons.

Para o FRAP, que quantifica a capacidade de determinada substancia em reduzir
Fe’" para Fe?', tem-se que com 25 pg.mL! de PV h4 uma conversio de 2012 = 187
mmol.g! de Fe?".

Desta maneira, a propolis vermelha de Alagoas, que foi usada neste trabalho, se
apresentou mais ativa contra oxidagdo em comparagdo com a propolis vermelha de
Pernambuco trabalhada por Neves [161], cujos valores foram CEs0=32,9 ng/mL para o
DPPH e 3636 mmol Fe?*.g"! para 220 pg/mL para o extrato etandlico de PV. A propolis
vermelha trabalhada por Alencar et al. [131] foi coletada também de Alagoas, assim como
a de da Cruz Almeida et al. [18], contudo os valores de DPPH foram 57% para 90 ug
PV/mL e 98,1% para 50 ng PV/mL, respectivamente. Esta diferenca pode ser atribuida a
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forma de preparo do extrato etanolico, ao local do apidrio, assim como a estagao do ano

em que a coleta foi realizada [120].

Tabela 5-2. Avaliacdo da atividade antioxidante do PV pelos métodos de DPPH e

FRAP
DPPH FRAP
PV, pg/mL Atividade antioxidante, % PV, pg/mL Fe?’, mmol/g
10 68,2+0,3 7 814 + 160
25 87,4+9,0 12,5 1304 £ 162
50 95,1+2,4 25 2012 + 187

Benzie e Strain [186] sugerem que pode haver associacdo entre os métodos
antioxidantes por DPPH e FRAP com os testes intracelulares por ROS, uma vez que
nestas metodologias os radicais livres sao sequestrados.

Acredita-se que a suplementacdo de antioxidantes pode reduzir os riscos de
desordens como problemas corondrios no coragdo ou cancer [186] e que pode inibir o
ataque de radicais livres nos globulos vermelhos do sangue, uma vez que o oxigénio
transportado por esse tipo de célula pode promover a sua propria oxidacao através dos

acidos graxos poli-insaturados, que estdo presentes nas membranas celulares [188].

5.1.4 Determinacao dos marcadores do extrato etandlico de PV por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE tem por objetivo a identificagao dos componentes isolados presentes em
determinada amostra através de sua separacdo e comparagdo com substancias-padrdo
mediante a uma mesma programagao de fase estaciondria e movel [189,190].

A Figura 5-1 ilustra o perfil cromatografico do extrato etanolico de propolis
vermelha, cujos marcadores foram comparados com os padroes isolados. A presenca de
diversos picos mostra a complexa composi¢do deste produto natural, em que se observa
através das intensidades dos sinais que a formononetina ¢ o componente majoritario
(tempo de retencao, TR = 17,5 min), seguido de bolosontol (TR = 21,0 min), biochanina
A (TR = 22,7 min), sobreposicdo de liquiritigenina com daidzeina (TR = 11,7) e
pinobanksin (TR = 14,0 min).
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Figura 5-1. Determinagao de marcadores do extrato etandlico de PV por CLAE.
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Identificagdo dos flavonoides: 1. liquiritigenina, 2. daidzeina, 3. pinobanksin, 4. formononetina, 5.
bolosontol, 6. biochanina A.

Estas substancias e suas propor¢des foram encontradas nos trabalhos de Almeida
et al. [18], Daugsch et al. [127], Frozza et al. [191] e Nascimento et al. [192] de propolis
vermelha dos estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba. Estes
compostos sdo os responsaveis pelas concentragdes anteriormente descritas de teor de
flavonoides e fenois e as atividades antioxidantes por DPPH e FRAP. Acredita-se que
estes componentes estejam associados a atividade antiviral, anti-inflamatoria, anticancer

e imunomodulatoéria [ 149].

5.1.5 Concentracgdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida

minima (CBM)

Os resultados da CIM e CBM estdo apresentados na Tabela 5-3. O extrato de
propolis apresentou atividade inibitéria sobre a bactéria Staphylococcus aureus (gram-

positiva).
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Tabela 5-3. Valores de CIM e CBM do extrato de propolis em etanol

Micro-organismos CIM, pg.mL!  CBM, pg.mL"!

Gram-positivo

S. aureus (ATCC 25923) 125 500

Os valores encontrados para S. aureus neste trabalho estdo abaixo dos encontrados
para propolis vermelha de Pernambuco estudada por Das Neves ef al. [19] que obtiveram
CIM de 256 pg/mL e proximos aos reportados por Alencar et al. [20], que variou de 50 a
100 pg/ml; e por Cabral et al. [132], 62,5 a 125 pg/mL. Variagdes de localidade, clima,
estacdo do ano e método de extragdo da propolis fazem com que diferentes valores de
CIM e CBM possam ser encontrados [119].

Observa-se na literatura que bactérias gram-positivas geralmente sdo mais
sensiveis a acao dos extratos de PV do que as gram-negativas, ou seja, concentragdes
inibitérias mais altas foram encontradas para estas do que para aquelas [119,193,194].
Acredita-se que esta diferenga se deva a parede celular das bactérias gram-positivas serem
mais simples, fazendo com que os antibioticos tenham acesso mais facil ao interior da

célula bacteriana [194].

5.2 Mantas de PLA/PEG sem e com PV

5.2.1 Oftimizagdo dos pardmetros de fiacao para as fibras de PLA

A Figura 5-2 mostra as micrografias das fibras de PLA obtidas no planejamento
22 (Tabela 4-1) e a Figura 5-3, o boxplot dos didmetros das fibras, em que se avaliou a
influéncia da concentragdo polimero/solvente (PLA/DMC) e a taxa de injecao da solugdo
polimérica no SBS representando, dentre as varidveis de fiagdo, o parametro de solucao
e de processo, respectivamente [53].

Observa-se que a fibra com 8% m/v PLA em DMC fiada a uma taxa de injegdo de
80 pL.min! (-1,-1) (Figura 5-2a) possui fibras orientadas com baixa densidade, larga
distribuicdo de diametros (Figura 5-3) que medem 2214135 nm (média + desvio padrio),
além de apresentarem alguns beads. Para a mesma concentragdo com vazdo de 120
puL.min! (-1,+1) (Figura 5-2b), seus didmetros foram de 215+99 nm (Figura 5-2d), com

orientagoes diversas ¢ aumento do nimero de beads. Portanto, mesmo aumentando a taxa
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de injecdao nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os diametros das fibras
(p>0,05) (Figura 5-3).

As mantas com 10% m/v PLA em DMC fiadas a taxa de injecio de 100 pL.min’!
(0,0) (Figura 5-2c) apresentaram orientacdo definida, apesar de estarem enoveladas,
possuirem beads, tibras grudadas uma na outra e faixa de didmetros estreita com 16060
nm. O aumento de concentragdo de 8% para 10% de PLA fez com que os didametros das
fibras diminuissem, sendo estatisticamente diferentes (p<0,05) (Figura 5-3).

Para as mantas com 12% m/v PLA em DMC com taxa de injegdo de 80 puL.min’!
(+1,-1) (Figura 5-2d), as fibras apresentaram orientacdes cruzadas com sentidos
longitudinais e transversais; didmetros de 329+115 nm; e presen¢a de poucas fibras
coladas umas nas outras. O aumento na taxa de inje¢do para 120 uL.min! (+1,+1) (Figura
5-2e) promoveu fibras enoveladas, sem orientagdo preferencial e diametros de 383147
nm. O aumento da taxa de inje¢do na concentracao de 12% nao promoveu diferenga
estatisticamente significativa entre os didmetros (p>0,05). Contudo, o aumento da
concentra¢do de PLA foi significativa (p<0,05) (Figura 5-3).

As diferentes morfologias das fibras que podem ser obtidas dependem dos
parametros da solucdo, do processo € do ambiente. Geralmente, a presenca de beads e
fibras coladas umas nas outras esta associada a evaporacdo incompleta do solvente, seja
devido a sua alta temperatura de volatiliza¢ao deste, uma vez que o SBS requer uma alta
taxa de evaporagdo do solvente para que as gotas que saem do bico cheguem secas e
estiradas ao coletor [57]; aos ajustes de distancia de trabalho e pressdo; ou a baixas
concentracdes de polimero, que promovem diminui¢do da viscosidade e
consequentemente baixo emaranhamento entre as cadeia poliméricas [61].

Mediante a estes resultados, acredita-se que a concentragdo polimérica seja o fator
principal para as fibras obterem essas morfologias, uma vez que com o aumento da
concentracdo a presenca de beads diminuiu consideravelmente, prevalecendo as formas

lineares, como encontrado por Lee et al. [195] ao fiar poliestireno por electrospinning.
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Figura 5-2. Morfologia e distribuicdo dos diametros das fibras de PLA nas variaveis
concentracio e taxa de injecdo. Fibra 8% m/v PLA em (a) 80 uL.min™! e (b) 120 uL.min"
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Figura 5-3. Diametro das fibras de PLA nas variaveis concentracdo e taxa de inje¢ao
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Letras sobrescritas idénticas denotam que nao ha diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05) (Teste de
Kruskal-Wallis com teste de Dunn post hoc)

Através dos valores descritos nos histogramas, pode-se avaliar que os didmetros
dos experimentos ndo estdo distribuidos de forma normal com uso do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. A Figura 5-3 mostra o boxplot de cada experimento em
que se pode observar, com uso do teste Krustal-Wallis, que as tnicas comparagdes entre
experimentos que ndo foram estatisticamente significativas foi quando para a mesma
concentragdo houve taxas de inje¢do diferentes (p>0,05), sugerindo que a esta variavel
ndo influencia os diametros das fibras para uma mesma concentragdo. As demais
variacoes sao estatisticamente significativas (p<0,01), sugerindo que tanto a concentracao
quanto a taxa de injecdo influenciam nos didmetros das fibras.

A Figura 5-4 apresenta o diagrama de Pareto mostrando que apenas a
concentracdo de PLA apresenta efeito estatisticamente significativo (p<0,05) sobre o
diametro médio das fibras, ou seja, nem a taxa de injecdo nem a interagdo entre os
parametros tém influéncia sobre os resultados (p>0,05). Oliveira et al. [57] e Parize et al.
[165] compararam em seus trabalhos, além da concentragdo polimérica, a variagdo de
pressao e a taxa de inje¢do, concluindo também que a concentragao foi a variavel mais

significativa em relagdo ao aumento do diametro de fibra pelo SBS.
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Figura 5-4. Diagrama de Pareto em relacdao aos parametros avaliados para a fiacdo das

fibras de PLA

(1)PLA Concentration, % 17,07307

1by2 3711537

(2)injection Rate, pL.min"! 3,092948

p=,05

A variacdo de diametros dessas mantas foi ajustada para se obter os coeficientes

de regressao seguindo a Equagao 5-1:
D = dO + dICPLA + dzv + d3CPLAV Equa(;ﬁo 5-1
Tal que D ¢ o didametro médio das fibras; d; os coeficientes estimados pelo método
dos minimos quadrados; Cp; 4 a concentracdo de PLA; e v a taxa de inje¢do. Os resultados

obtidos se encontram na Tabela 5-4.

Tabela 5-4. Coeficientes do modelo de regressao linear proposto para o didmetro médio

das fibras
Fator Coeficiente Erro Puro T p
d, 200,9 3,0 76,047 <0,001
d, -3,0 8,1 17,173 0,003
d, -3.1 8,1 3,093 0,09
d; 3.8 8,1 3,712 0,06

Para se verificar o ajuste do modelo (Equacdo 5-1 com os resultados da Tabela 5-
4) aos dados experimentais foi realizada andlise de variancia (ANOVA) da regressao
através do coeficiente de correlacdo (R) e do teste F. A partir dos dados da Tabela 5-5,

observa-se que a razao Fcalculado (Média Quadratica da Regressao / Média Quadratica dos
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Residuos) ¢ cerca de 12 vezes menor do que o valor tabelado Fo95:3.3=9,28; que a razao
da Média Quadratica da Falta de Ajuste pela Média Quadratica do Erro Puro ¢ vinte e
duas vezes maior do que Foos.1,=18,51; e que a porcentagem de variacdo explicada pelo
modelo ¢ de apenas 43% (razdo entre a Soma Quadratica da Regressdo pela Soma

Quadratica do Total).

Tabela 5-5. ANOVA dos efeitos da concentracdo de PLA e da taxa de inje¢@o no
diametro das fibras de PLA

Soma Média
Fator GL Fcal Ftab
Quadratica Quadratica
Regressao 20569 3 6865 0,75 9,28
Residuos 27419 3 9139
Falta de 27288 1 27287 41764 1851
Ajuste
Erro Puro 131 2 65
Total 47988 6

Desta forma, conclui-se que o modelo sugerido ndo consegue prever com precisao
os didmetros médios das fibras, cuja correlagdo entre o didmetro previsto pelo didmetro
esperado chega a precisdo de apenas 43%, logo o modelo ndo ¢ preditivo. Isto ¢
corroborado pela Figura 5-5 em que os pontos afastados da reta sugerem ma qualidade de

ajuste do modelo estatistico.

Figura 5-5. Valores previstos e observados para o diametro médio das fibras
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Em suma, como a previsdo do modelo matematico foi falho, tomou-se para o
desenvolvimento das mantas de PLA contendo PEG e propolis vermelha, foram
escolhidos a concentragio de 12% de PLA com taxa de injegdo de 120 uL.min™! por nestas
condicdes se obter a menor quantidade de beads, maior densidade de fibras e orientagdo

mais homogénea.

5.2.2 Mantas de PLA/PEG e PLA/PEG com PV

As fotografias macroscopicas das mantas de PLA/PEG sem e com PV se
encontram no Apéndice (Figura A0-5 no Apéndice). A Figura 5-6 ilustra as micrografias
das mantas de PLA/PEG sem e com PV. Todas as mantas apresentaram fibras lisas.
Observa-se que a presenga de PEG (Figura 5-6a-d) faz com que haja aumento dos
diametros das fibras, sendo estatisticamente significativa comparando a 70PLA com
100PLA (p<0,01), 90PLA (p<0,0001) e 8OPLA (p<0,01) (Figura 5-7).

Entre as mantas incorporadas com 16% m/m de PV em rela¢do a massa total dos
polimeros (Figura 5-6e-f), visualiza-se fibras lisas sem formacao de beads e cristais, como
observado por Seif et al. [70]. As fibras com PV se tornaram mais finas com o aumento
da concentracdo de PEG. Tem-se que a 100PLA.PV ¢ estatisticamente significativa em
termos de diametro da 90 PLA.PV (p<0,0001), 80PLA.PV (p<0,05) e 70PLA.PV
(p<0,0001) (Figura 5-6).

A comparagdo sem e com propolis mostra que as mantas 100PLA e 100PLA.PV,
90PLA e 90PLA.PV e 80PLA e 80PLA.PV possuem diametros significativamente
diferentes com p<0,0001, com excecdo da 70PLA e 70PLA.PV, cujas medidas nao
possuem significancia estatistica (p>0,05) (Figura 5-7).

O aumento dos didmetros das fibras devido as blendas de PLA com polimeros
hidrofilicos também foi retratado por Oliveira et al. [59], Nepomuceno et al. [163], Bonan
et al. [64] e Chen et al. [196], corroborando com os resultados de nosso estudo. Ainda
nestes trabalhos, observou-se que a adi¢do dos principios ativos, fez com que seus
didmetros aumentassem, comportamento contrario ao obtido com a PV, sugerindo uma
maior interagdo intermolecular do PEG com a PV e a possibilidade de diferentes

influéncias entre polimeros e farmacos no processo de fiagao [61,70,197].
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Figura 5-6. Micrografias das fibras de (a) 100 PLA (b) 90PLA (c) SOPLA (d) 70PLA

(e) 100PLA.PV (f) 90PLA.PV (g) 8OPLA.PV e (h) 70PLA.PV
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Figura 5-7. Diametros das mantas de PLA/PEG sem e com PV
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5.2.3 Infravermelho com Transformada de Fourier

A Figura 5-8 mostra as absorc¢des de infravermelho do PEG e das mantas de
PLA/PEG.

O PEG possui absor¢do na regido de 3030 a 2660 cm™ devido a estiramento -OH
das hidroxilas terminais, assim como em 1340 cm™ se tem sua deformagio angular e em
1280 cm-1 o estiramento C-O de 4lcoois primarios. Em 1460 cm™!, ha presenca da
deformacdo angular e em 840 cm™ a deformagdo do tipo rocking C-H de metilenos. Na
faixa de 1160 a 990 cm™ as absor¢des sdo referentes ao estiramento C-O de éter.

Para as fibras, pode-se observar na 100PLA o estiramento de C=0 de carbonila
de éster em 1750 cm™'; 1270, 1180 e 1080 cm’! se referem aos estiramentos C(=0)-O, O-
C-C e C-O, respectivamente. O pico em 1450 cm™ se refere ao estiramento C-CHs. Os

' sd0 descritos como as fases amorfa e cristalina do PLA

picos em 865 e 752 cm’
[163,198].

Observa-se que para as blendas, as absor¢oes C=0, C(=0)-O, O-C-C e C-O se
mantém suas absor¢des nas faixas descritas para 100PLA. Contudo, quanto maior a
concentracdo de PEG, mais intensas sdo estas absor¢des, principalmente para a manta
70PLA na faixa de 1160 e 1000 cm’, cuja sobreposi¢io de picos se referem ao
estiramento C-O tanto de éster (PLA) quanto de éter (PEG). As mantas 8OPLA e 70PLA

apresentam absor¢des na regido de 3141 a 2624 cm™ devido a deformacdo angular do
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grupo O-H dos alcoois terminais do PEG, além de possuir com baixa intensidade picos

em 1452 cm™! referentes a deformacio angular de CH, e em 840 cm™ a deformacio tipo

rocking.

Transmitdncia, %

100PLA:

Figura 5-8. FTIR do PEG e das fibras de PLA/PEG
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A Figura 5-9 mostra o espectro por FTIR da propolis vermelha e das fibras de
PLA/PEG contendo 16% (m/m) PV.

Figura 5-9. Espectro de FTIR da propolis e das fibras de PLA/PEG com PV
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O extrato de propolis apresenta absor¢des na faixa de 860 a 675 cm™! referentes a
tor¢des fora do plano de ligagdes C-H de anéis aromaticos polinucleares, enquanto as
tor¢des no plano sdo encontradas em 1030 cm™. Estiramentos C-H de anéis podem ser
encontrados na faixa de 3025 a 2790 cm’!. Estiramentos C=C de anéis sdo encontrados
em 1625 e 1500 cm™!. Estiramento de C-O de fenois pode ser encontrado no pico 1150
cm’. Os picos em 3370 e 1280 cm™ se referem, respectivamente, ao estiramento
intermolecular do hidrogénio com oxigénio e tor¢des no plano de O-H de fendis. Estas
absorg¢des ratificam que os flavonoides sdo os compostos majoritarios da PV [199,200].

Ao se tratar das mantas contendo PV, verifica-se que as absor¢cdes C=0O foram
levemente deslocadas para a esquerda, na faixa de 1760 a 1750 cm™, as C(=0)-O, O-C-
C e C-O referentes aos ésteres do PLA se mantiveram nos mesmos comprimentos de
onda, contudo com intensidade mais baixas comparadas as fibras sem PV. Observou-se
que as mantas de PLA/PEG com PV, apresentaram absor¢des nas regides entre 1660 a
1410 cm™! provenientes de estiramento C=C de anéis e na regido de 3066 a 2700 cm™,
tor¢des no plano de O-H de fenois. Ambas absor¢des estdo associadas a compostos
aromaticos, como flavonoides, contidos na PV [201].

Portanto, estas absor¢des comprovam a presenca de PV nas mantas sem modificar

quimicamente as fibras de PLA/PEG, descritas na Figura 5-7.

5.2.4 Difracdo de Raio X

A Figura 5-10 apresenta os padrdes de difracdo de raios X do PEG e das fibras de
PLA/PEG. Como pode ser visto, a fibra 100PLA mostra um halo difratométrico que
indica que a fibra de PLA possui forma amorfa. Em relagdo ao p6 do PEG, verifica-se
dois picos agudos em 26=19,2° e 26=23,3°, além de outros picos fracos entre 20=25,7-
28,0°, que indicam que o PEG possui uma estrutura cristalina bem definida. Segundo
Morris et al. [202], o poli(etileno glicol) possui a conformacao helicoidal dentro de uma
célula unitaria monoclinica de dimensdes a=8,16 A, b=12,99 A e ¢c=19,30 A.

O DRX das blendas, mostra que para 90PLA ha presenca de um pico amplo em
20=16,5°. Para 80 PLA, existem dois picos discretos em 20=19,2° e 26=23,4°. 70PLA

possui trés picos razoavelmente mais proeminentes em 26=16,9°, 26=19,3°C e 26=23,4°.
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Figura 5-10. Padrdes de DRX para o PEG e as fibras de PLA/PEG
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Logo, os padroes difratométricos das blendas vai se alterando pelo aparecimento
dos picos quando a propor¢ao de PEG aumenta, demonstrando que a fracdo cristalina das
fibras aumenta com a presenca do PEG. Como também se observa que 100PLA e 90PLA
sao cristalograficamente similares, assim como 80PLA e 70PLA tende a se parecer mais
com o PEG.

Comportamentos similares para o PLA foi encontrado em Parize ef al. [165] e
Perumal et al. [84]; e do PEG, por Oliveira et al. [204], em que as fibras de PEO fiadas
pelo SBS apresentaram mais picos do que as obtidas pela eletrofiagao.

Os padroes de DRX da propolis e das mantas de PLA/PEG com PV estao
delineadas na Figura 5-11. A manta I00PLA.PV apresenta um amplo pico em 20=17,0°
idem 90PLA.PV e 80PLA.PV, revelando-se como um material de caracteristica amorfa.
Enquanto o 70PLA.PV além de mostrar um pico largo em aproximadamente 26=17,1°
referente ao PLA, também exibe picos discretos em 26=19,1° e 260=23,1°, tendendo a se
tornar parecido com o PEG puro. A propolis vermelha apresenta um pico largo em
aproximadamente 26=21,7° expondo seu padrao amorfo.

Desta forma, verificou-se que pela PV ser predominantemente amorfa esta
caracteristica foi transferida para as todas as mantas, principalmente as 80PLA.PV e
70PLA.PV, uma vez que suas correspondentes sem propolis apresentaram fracdes

cristalinas devido a quantidade de PEG.
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Figura 5-11. DRX da propolis e das fibras de PLA/PEG com PV
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Em sistemas bioldgicos, a cristalinidade do material estd associada a proliferagao
celular, cujo comportamento ¢ o mais desejavel em scaffolds para regeneragao de tecidos
e aumento da sua estabilidade no organismo. Tohamy et al. [205], desenvolveram filmes
de PCL/PGA em diferentes propor¢des e, consequentemente, diferentes fragdes
cristalinas. Observou-se que fibroblastos NIH 3T3 aderiram e se proliferaram melhor nas
superficies mais cristalinas, enquanto a densidade de pré-osteoblastos foi maior nas
condi¢des amorfas, demonstrando que a cristalinidade pode induzir o crescimento de

células variadas.

5.2.5 Termogravimetria

A analise termogravimétrica (TGA) em fun¢do da temperatura pode revelar a
estabilidade ou resisténcia térmica de um material através de suas variagoes de massa em
condi¢des controladas de temperatura e atmosfera. Logo, tem-se que Tonset ¢ medida
através da extrapolacdo linear da curva de TGA, correspondendo a temperatura em que
se inicia a degradagdo térmica e Tpico como o pico da primeira derivada da curva
termogravimétrica (DTG), indicando a temperatura em que o evento térmico esta em sua
taxa maxima [165,206,207].

A Figura 5-12 apresenta as curvas TGA e DTG do PEG e das mantas de PLA e

PLA/PEG e na Tabela 5-6, suas respectivas temperaturas em que ocorreram as perdas de
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massa. Observa-se que o PEG possui elevada resisténcia térmica com degradacao em uma
etapa referente a formacdo de hidroperoxidos que, em seguida, sdo decompostos por
radicais livres nos oxigénios das cadeias carbOnicas e hidroxilas formando ésteres
formicos, que sofrem cisdo para término da degradagao [208-210].

Dentre as mantas, a 100PLA possui a maior resisténcia térmica, apresentando
Tonset € Tpico em 284 °C e 374 °C, respectivamente, com perda de massa em uma Unica
etapa devido a transesterificacdo intramolecular, pirdlise dos ésteres e cisdo das cadeias

carbonicas [211,212].

Figura 5-12. Curvas TG e DTG do PEG e das fibras PLA/PEG
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Tabela 5-6. Tonset, Tpico € perda de massa ds mantas PLA/PEG
Amostra Etapa Tonset, °C Tpico, °C Massa, %
100PLA 1? 331 374 100
90PLA 1? 298 336 100
1? 279 337 77,6
80PLA
2? 330 411 22,4
70PLA 1? 271 306 100

PEG 1? 396 424 100
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Em relacao as fibras de PLA com PEG, pode-se observar que o aumento na
concentra¢do de PEG tornou as mantas menos estaveis termicamente com perda de massa
em um Unico evento na faixa de 271 a 298 °C para Tonset, cujo evento pode ser atribuido
a transesterificacao inter e intramolecular referente ao PLA, formacao de radicais livres e
cisdes na cadeia carbonica de forma sinérgica e uniforme proveniente do PEG.

Contudo, a fibra 80PLA teve duas etapas de degradagao térmica, sendo a Tonset do
primeiro evento associada a degradagdo do PLA e o segundo, a do PEG, como se pode
observar pela DTG. Isto pode ser um indicativo de que nesta proporcao, o PLA e o PEG
estejam em uma concentragdo critica, ou seja, 0 emaranhamento entre suas cadeias nao
tenha sido eficaz, formando fases a nivel molecular ¢ mostrando termicamente o
comportamento individual de cada componente. Resultados similares foram encontrados
nos trabalhos de Ozdemir et al. [213,214], cuja analise de corrente total de ions (7otal
Ion Current, em inglés), em condigdes de pirolise, mostra que na blenda de PLA com
15% de PEG ha o inicio da formagao de ésteres provenientes da interagio COOH do PLA
e com C-O-C do PEG. Com o aumento da concentracdo deste plastificante houve a
tendéncia de se formar um unico pico, sugerindo que houve esterificacdo entre os
polimeros. Outra possibilidade pode estar associada ao perfil cristalografico, uma vez que
na concentragdo 8OPLA, ha aumento da fragao cristalina das mantas em comparacdo com
as 100 e 90PLA (Figura 5-10).

Comparando-se as mantas com o PEG, esperava-se que as fibras 90, 80 ¢ 70 PLA
fossem apresentar estabilidades térmicas superiores as 100PLA, ja que o PEG ¢
termicamente mais estavel, porém o contrario que foi observado. Entdo, acredita-se que
os fatores proeminentes para tal resultado sejam a cristalinidade do PEG, uma vez que a
analise foi realizada com ele em pd [215,216]; a elevada area superficial das mantas
produzidas por SBS, também podendo diminuir a cristalinidade dos polimeros [165].
Logo, observou-se que a adi¢ao de PEG tende a interferir nas estabilidades térmicas das
mantas de forma inversamente proporcional.

A Figura 5-13 e a Tabela 5-7 mostram as TG, DTG e as temperaturas em que

ocorrem as perdas de massa das mantas com PV e da propria propolis.
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Figura 5-13. Curvas TG e DTG do PV e das fibras PLA/PEG com PV
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Tabela 5-7. Tonset, Tpico € perda de massa ds mantas PLA/PEG com PV
Amostra Etapa Tonset, °C Tpico, °C Massa, %
100PLA.PV 1? 289 334 100
1? 299 334 84,4
90PLA.PV
22 490 501 15,6
1? 270 307 70,3
80PLA.PV
22 399 416 29,7
1? 300 329 61,0
70PLA.PV 2% 348 418 31,3
3 487 490 7,7
1? 61 64 1,0
22 94 113 4,8
PV
3? 228 281 37,8

42 305 557 56,4
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A propolis vermelha por ser composta por uma variedade de componentes
apresentou quatro etapas de perda de massa: a primeira, pode ser atribuida aos
monoterpenos, sesquiterpenos, acidos, ésteres, alcoois, fenois, aldeidos, cetonas e
hidrocarbonetos com até 10 carbonos, correspondendo aos compostos volateis da propolis
responsaveis pelo seu aroma (Tonset = 61 °C) [217-220]; a segunda (Tonset = 94 °C),
corresponde a volatilizacdo de etanol residual durante o preparo do extrato, assim como
de umidade e outros volateis de baixa massa molar [200]; a terceira (Tonset = 228 °C),
devido a condensagao de grupos -OH, quebra das cadeias carbdnicas do 4cido cafeico, p-
cumarico ¢ flavonoides por suas degradacdes se iniciarem aproximadamente em 170-
246°C [221,222]; e a quarta, provavelmente a decomposicdo e combustdo de ceras,
resinas (hidrocarbonetos com 15 ou mais carbonos) [18] e impurezas [223]. Resultado
similar também foi encontrado por Costa [224].

As mantas contendo PV apresentaram dois ou trés eventos térmicos, com exce¢ao
da 100PLA.PV, que apresentou um. Logo, a primeira etapa de perda de massa para todas
as fibras est4 associada a degradacdo do PLA através de reagdes intra e intermoleculares
de transesterificacdo e cisdes das cadeias poliméricas, assim como reagdes de
condensacdo de hidroxilas referentes aos volateis, acidos e flavonoides da propolis. O
segundo evento térmico para a 90PLA.PV corresponde a resquicios de ceras e resinas da
PV, como se pode ser pela DTG; ja para 80 e 70PLA.PV, trata-se da concentracao critica
do polimero com oligdbmero ¢ a PV, fazendo com que o PEG se degrade em uma
temperatura diferente do PLA. O terceiro estagio acontece somente para a 70PLA.PV
estando associada a combustao de ceras e resinas.

Desta forma, observa-se que a adi¢do de PV as mantas promoveu diminui¢do da
estabilidade térmica e aumento na quantidade de eventos devido a complexa composi¢ao
deste extrato que abrange desde moléculas volateis, que por possuirem baixa molar se
degradam mais rapidamente, até ceras, que geralmente sdo hidrocarbonetos de alta massa

molar e possuem maior resisténcia térmica.
5.2.6 Angulo de contato estdtico com dgua
A molhabilidade dos materiais relaciona interagdes intermoleculares superficiais

de seus componentes quando em contato com uma gota de algum liquido (4gua, 6leo,

PBS, etc.) em meio a uma atmosfera (ar, Oz, N, etc.) indicando suas tendéncias de
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afinidade quimica a substancias polares (hidrofilicidade) ou apolares (hidrofobicidade)
[225-227].

Em t=0 s, a Figura 5-14 mostra que o angulo de contato das fibras diminuiu com
o aumento da concentracdo de PEG, ou seja, o PEG melhorou a hidrofilicidade das
mantas. Excepcionalmente, o menor angulo foi apresentado pela 90PLA (p<0,05).

Para t=120s, a hidrofilicidade foi crescente para 100PLA < 90PLA < 80PLA =
70PLA, as comparagdes apresentaram diferencga estatistica de p<0,0001.

Comparando 100PLA em t=0s e t=120s, obteve-se p<0,001, também encontrado
para 90PLA. Para 8OPLA e 70PLA, esse valor foi de p<0,0001.

Figura 5-14. Angulos de contato das fibras de PLA/PEG

1o0] -2
801 | Y #* andad. sk
° 17 \ el P —
gn 60- /§ } _:/ %

100PLA 90PLA SOPLA 70PLA

Os valores estdo expressos em média + desvio-padrao (n=6). As letras idénticas denotam que ndo ha
diferenca significativa entre os grupos (p<0,05 quando diferentes de “a” e “b” para t=0s; e p<0,0001, para
“c” quando t=120s). Os asteriscos denotam diferenca estatistica entre os tempos t=0s e t=120s (** p<0,01

e *¥*¥** p<(,0001). Em ambas situagdes, aplicou-se o teste de Tukey.

Constata-se na Figura 5-15 que o extrato etandlico da propolis vermelha apresenta
hidrofobicidade em um primeiro instante, provavelmente relacionada as suas ceras, mas

em 120 s (p<0,0001) ha diminui¢do no seu angulo de contato proporcionado pela
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solubilizacao de alguns flavonoides mais polares, confirmando a natureza de a propolis
ser parcialmente solivel em meio aquoso [228-231].

Desta forma, verifica-se que a propolis eleva a hidrofobicidade das mantas em
comparacao com as sem farmaco (p>0,05), com excecao da 70PLA.PV (p<0,01), em um
primeiro contato. Provavelmente, por nesta condicao, haver PEG em excesso fazendo
com os pares de elétrons livres do oxigénio deste polimero interajam mais fortemente
com as ligacdes -OH dos flavonoides e da 4gua por pontes de hidrogénio, diminuindo
consideravelmente a hidrofobicidade das mantas de PLA. Enquanto nas demais
propor¢des, a disponibilidade de elétrons livres do PEG atue prioritariamente com os
componentes da propolis, diminuindo, assim, a hidrofilidade das fibras em comparagao
as puras. Contudo, o tempo de absor¢do da gota nas mantas 90 e 80 PLA.PV foi inferior
a 120 s e proporcional a quantidade de PEG na blenda, fazendo com que a fibra

90PLA.PV se tornasse mais hidrofilica do que a 90PLA.

Figura 5-15. Angulos de contato das fibras de PLA/PEG com PV
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Os valores estdo expressos em média + desvio-padrdo (n=6). As letras idénticas denotam que ndo ha
diferenca significativa entre os grupos (t=0s: p<0,05 quando diferentes de “a” e p<0,001 para “b”; t=120s,
p<0,0001 para “c”; e “d” para p<0,05 para se comparar t=0s com t=120s). O teste de Tukey foi aplicado

nestas situagoes.
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Comparando-se t=0s com t=120s, tem-se que nao ha diferenca estatistica para
100PLA.PV. Para as demais fibras, o tempo influenciou significativamente a
molhabilidades (p<0,0001).

Observa-se também que o aumento da hidrofilicidade foi proporcional a
concentracdo de PEG nas mantas para t=120s. Portanto, como esperado, o PLA
apresentou hidrofobicidade intrinseca e o PEG, por ser soluvel em agua, melhorou
consideravelmente a hidrofilicidade das mantas, cuja caracteristica ¢ interessante para

aplicacdo em células vivas por elevar sua adesao e proliferagao celular [84,232,233].

5.2.7 Adsorg¢do na superficie e eficiéncia de encapsulagio

Dependendo das interagdes  polimeros-solvente-farmaco devido ao
emaranhamento entre as cadeias carbdnicas e seus limites de solubilidade [197], o
principio ativo pode estar uniformemente distribuido nas fibras [234]; totalmente dentro
e/ou fora das fibras, quando ha fia¢do por core-shell [235]; ou adsorvido/cristalizado na
superficie das fibras devido a baixa solubilidade do farmaco em relagdao aos polimeros e
solventes [70]. Desta forma, para quantificar a adsorcao/cristalizagdo e incorporagdo de
ativos, utilizam-se solventes a fins com o fAirmaco, mas que nao solubilizem o polimero.

A Tabela 5-8 descreve o quanto de propolis vermelha estd adsorvida na fibra de
PLA/PEG, assim como sua eficiéncia de encapsulacdo nas fibras. Observa-se que o
aumento da concentracdo de PEG faz com que haja aumento de PV adsorvido na

superficie das fibras e, consequente, diminui¢do de extrato incorporado na fibra.

Tabela 5-8. Concentragao de PV adsorvido na superficie (AS) da fibra e a eficiéncia de

encapsulacao (EE)

AS, % EE, %
100PLA 0,03 +0,01? 99,8 +0,1¢
90PLA 1,98 +0,18*° 98,0 + 0,2°4
SOPLA 3,47 +0,78° 96,5 +0,8¢
70PLA 6,67+ 1,31 933+1,3

Letras sobrescritas idénticas denotam que ndo hé diferenga significativa entre os grupos (p>0,05) (Teste de
Tukey).
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Este comportamento j& era esperado, uma vez que o PEG aumenta a
molhabilidade de formulagdes, principalmente de compostos hidrofébicos, como ¢ o
caso, para que haja melhor interagdo deste com meios hidrofilicos. Também se verifica
que mesmo com uma por¢ao de PV adsorvida, a maior parte dela ainda esta incorporada
na fibra. Estes parametros sdo importantes para avaliar se o dispositivo ¢ adequado para
uma determinada liberacdo devido a dose terapéutica disponivel [236].

Wang et al. [173] reportam que a curcumina incorporada em fibras de zeina
atingiu incorporagoes entre 96,9-98,7%. Moomand e Lim [236] e Neo ef al. [237] também
obtiveram encapsulagdes superiores a 95% com fibras de zeina incorporando 6leo de
peixe e acido galico. Roussaki et al. [238] desenvolveram nanoparticulas de PLA com
auricedina com encapsulacdo de 68-98%, cujas maiores eficiéncias foram observadas
quando as interagdes entre a matriz e o farmaco se elevaram. Estas comparagdes mostram

que as fibras de PLA/PEG podem ser usadas como encapsulantes eficazes para a PV.

5.2.8 Perfil de liberagdo in vitro

Os perfis de liberagao do extrato de PV nas fibras de PLA-PEG foram avaliados
in vitro em fun¢do do tempo. Na tentativa de ajustar as condi¢des da liberagdo as
condi¢des fisioldgicas, a temperatura (37 °C) e o PBS foram escolhidos para simular o
fluido sanguineo e as trocas das aliquotas de PBS, a entrada e¢ a saida de fluidos do
organismo. O método de quantificagao de flavonoides totais por dissolucao (A =280 nm)
foi a metodologia escolhida para a quantificacdo de PV liberada. Os resultados de 5 dias
de liberagdo sdo mostrados na Figura 5-15.

A Figura 5-16a mostra a quantificagao direta dos flavonoides de PV liberados,
considerando-se a capacidade de a fibra reter/liberar controladamente o principio ativo
através das interacdes polimeros-solvente-farmaco. Através desta visdo, ¢ possivel
sugerir trocas de curativo, em caso de aplicagdes em feridas, quando ocorre o declinio das
concentragdes, ou seja, quando a concentragdao do farmaco deixa de ficar constante.

Neste contexto, as mantas 100, 90 e 80 PLA.PV apresentaram trés etapas de
liberacdo: a primeira em que se atinge liberagao rapida (burst release, do inglés), seguido
de uma concentragdo constante com a variagcdo do tempo e declinio na concentragdo. A
100PLA.PV atinge concentragio méxima de 14,8 pg.mL' em 2 dias, mantendo a
liberacdo estavel até o 5°. Para a 90PLA.PV, o pico atinge o auge em 24h com

concentragdo de 22,0 pg.mL! e a partir do 4° dia se inicia o declinio na liberacdo. A
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80PLA.PV atinge concentragdo maxima de 41,0 pg.mL™!' também em 24h, mas decresce
sua liberagdo no 3° dia. A manta 70PLA.PV possui duas etapas de liberagdo: a primeira
se refere ao 4pice de liberacio com concentragdo de 47,9 pg.mL! em 6h; e a segunda

com declinio de concentracao em menos de 12h.

Figura 5-16. Liberacao controlada da PV nas fibras de PLA em funcao do tempo (a)

por dissolu¢do e (b) cumulativo
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Através destes dados, nota-se que a concentracdo de PEG influencia diretamente
a liberag@o de propolis, ou seja, quanto maior a concentracdo de PEG na manta, mais
extrato ¢ liberado, no que se refere a concentragdo maxima. Isto ocorre porque o PEG,
como agente molhante, ¢ amplamente empregado na industria alimenticia e farmacéutica
com a finalidade de aumentar a afinidade de substancias hidrofobicas em meios
hidrofilicos [103,105], uma vez que cada mondmero de PEG pode estar associada a duas
ou trés moléculas de agua. Estas ligacdes fazem com que substancias apolares que tenham
afinidade com o PEG possuam sua solubilidade aumentada em até 10 vezes em relagao
as proteinas isoladas [104]. Como o extrato de propolis vermelha ¢ parcialmente
hidrofébico, pode-se verificar que o PEG elevou sua solubilidade em mais de 30 vezes,
considerando a liberagdo de 6h, em que a 100PLA.PV liberou 1,4 pg.mL"' e a 70PLA.PV,
47,9 ng.mL!.

Em relacdo a estabilidade da liberagdo, observa-se que o PEG teve efeito
antagdnico, uma vez que o acrescimento de até 20% (m/m) deste oligdmero fez com que
as fibras diminuissem em um dia seu controle de manter a concentracdo fixa em fun¢ao
do tempo. Com 30% (m/m), nem houve uma concentragdo constante.

Provavelmente, isto aconteca devido a distribuicao de PV na fibra. Acredita-se,
através dos dados da liberagdo com os da Tabela 5-5 sobre a propor¢ao de PV adsorvida
na superficie da fibra, que com até 20% (m/m) de PEG. Para 70PLA.PV, observa-se que
ha cerca de 6% (m/m) de PV adsorvida na superficie (Tabela 5-5) e falta de estabilidade
na concentragdo, o que pode indicar que nesta fibra a maior parte do PEG pode estar
concentrada na superficie das fibras junto com os flavonoides da PV através de pontes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilas (OH-) e (=0O) de cetonas e éteres das duas
substancias, enquanto que outros compostos da propolis se encontram mais proximos do
nucleo com o PLA.

A tendéncia a migragdo do PEG foi reportado por Oliveira et al. [59]. Neste artigo,
PLA/PEO foram fiados em diferentes propor¢des no SBS. Foi visto pela microscopia
eletronica de transmissao, que o PEO ficou na superficie das fibras quando a concentragao
deste superou 50% em relacdo ao PLA. Provavelmente, este comportamento pode ser
justificado por esses polimeros possuirem comportamentos imisciveis [59,163] devido
aos seus parametros de solubilidade parciais serem relativamente distantes [239-241], ou
seja, diminuindo a afinidade entre os polimeros.

O solvente também pode estar relacionado a adsorcao de farmacos proximo a

superficie das fibras, como relatada por Seif ez al. [70]. O acido cafeico (soluvel em agua)
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foi completamente liberado em PBS por estar adsorvido sobre fibras a ponto de ser
distinguido no MEV por formar fase na superficie da manta. Alteracdes nos parametros
de fiacao foram feitas, contudo a heterogeneidade foi repetida/mantida. Misturas de 2,2,2-
trifluoroetanol e dimetilformamida fez com que seu farmaco fosse incorporado nas fibras
e sua liberagao mantida estavel em fungao do tempo.

Entdo, supondo do ponto de vista do solvente, ainda na solu¢do polimérica, o
DMC por ter mais afinidade quimica com o PLA, faz com que este se emaranhe até certo
ponto com o PEG (até 20%). Porém, devido a forca de interagdo entre PLA-DMC ser
mais forte, o PEG tende a ir para a periferia com o aumento de sua concentragao, levando
consigo os flavonoides da PV. Apos a fiacdo, o PEG da manta por ter afinidade com agua
foi solubilizado pelo PBS, promovendo a saida da PV da manta para o meio.

A Figura 5-16b mostra o saldo cumulativo de PV liberado das mantas em que se
ratifica a proporcionalidade de liberacao entre PEG e PV e se observa que nenhuma fibra
atingiu liberacdo de 100%, provavelmente devido ao carater hidrofobico dos
componentes da propolis impedindo sua solubilizagdo completa no PBS [18]. Observa-
se ainda, ao aplicar a ANOVA em cada tempo, que em 6h todas as liberagdes sdo
significativamente diferentes (p<0,0001). As mantas 100 ¢ 90PLA.PV perdem a
significancia estatistica (p>0,05) no 5° dia de liberag@o. Ja as mantas 80 e 70PLA.PV se
tornam significativamente parecidas (p>0,05) a partir do 2° dia. As demais comparagdes
sdo estatisticamente diferentes com p<0,001, no minimo.

Portanto, nota-se que em termos de liberacdo as mantas 100, 90 e 8OPLA.PV
possuem a capacidade de manter as concentragdes constantes até certo periodo de tempo;
que o PEG eleva a quantidade de PV no meio de forma proporcional e que as fibras 100
e 90PLA.PV sao estatisticamente similares a partir do 5° dia de liberagdo e que as 80 e

70PLA.PV possuem concentragdes proximas a partir do 2° dia.

5.2.9 Cinética de inibicao de Staplylococcus aureus

O S. aureus ¢ uma bactéria do grupo dos cocos gram-positivos que se encontra
naturalmente nos seres humanos, principalmente na pele e nas fossas nasais. Contudo,
pode promover uma infec¢do simples, como espinhas e furiinculos, até as mais graves,
como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e septicemia
quando em feridas. Este micro-organismo possui alta capacidade de adaptacdao e

resisténcia, sendo de grande importancia entre as infecgoes hospitalares [242-244].
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A Figura 5-17 revela que a manta 70PLA.PV em 12h j4 inibe completamente o
crescimento da S. aureus. Observa-se também que as mantas 8OPLA.PV e 90PLA.PV
inibiram por completo a partir da 24* e 48 hora, respectivamente. Enquanto a 100PLA.PV
teve baixa inibicao durante os trés dias de incubagao. Estes resultados estdo diretamente
ligados e corroborados ao tipo de liberacdo que cada fibra possui, uma vez que a
70PLA.PV libera mais rapidamente do que a de 100PLA.PV devido a sua afinidade com
meio de cultura que ¢ aquoso. As imagens das unidades formadoras de colonias estdo
expostas no Apéndice (Figura A0-5).

O indculo e a propolis vermelha foram utilizados como controle positivo e
negativo de crescimento da S. aureus. As mantas de PLA/PEG puras também foram
ensaiadas sem inibir o crescimento destes micro-organismos, mostrando que os polimeros

nao possuem acao antimicrobiana (resultados nao mostrados).

Figura 5-17. Cinética de inibi¢ao do S. aureus no extrato de PV e nas mantas de
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A cinética de crescimento de micro-organismos ¢ um método interessante para
avaliar a resposta de determinado farmaco ou dispositivo em relagdo a taxa de

proliferagdao do fungo/bactéria no meio e ¢ bem explorado na literatura. Estudo com
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mantas de poli(acido acrilico) e poli(alcool vinilico) observaram a inibi¢do de coldnias
de Escherichia coli e S. aureus [245]. S. aureus e Listeria monocytogenes apresentaram
inibi¢do gradual, durante 24h com fibras de zeina contendo 6leo essencial de eucalipto e
ciclodextrina [246]. Pedagos de bife inoculados com Bacillus cereus e cobertos de manta
de PEO com oleo essencial de canela e beta-ciclodextrina proteolipossomos foram
incubadas por 4 dias, em que se verificou que mesmo a 37°C houve diminui¢do da

populacao deste micro-organismo de forma controlada [247].
5.2.10 Citotoxicidade

De acordo com a Organizagdo Internacional de Normalizacdo (/nternational
Organization for Standardization, ISO, em inglés), através da ISO 10993-5:2009, o
ensaio de citoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de
qualquer material ou dispositivo biomédico, podendo realizar outros ensaios in vitro ou
in vivo desde que comprovada que, no minimo, 75% das células permanegam vivas no

teste [248,249].

Figura 5-18. Viabilidade celular de PBMC em diferentes concentra¢des de PV
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Os valores estdo expressos em média + desvio-padrdo (n=7 para cada fibra). Significativamente diferente

do controle: **p<0,01 e ****p<0,0001 (Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn post hoc)
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A viabilidade celular foi realizada pela incubagao por 24 h do extrato de propolis
vermelha com as PBMC com a finalidade de determinar a capacidade metabdlica das
células em reduzirem o indicador resazurina para resorufina. Percebe-se que o extrato de
propolis vermelha ¢ dependente da dose no que se refere ao aumento da citotoxicidade a
partir da concentracdo 1,92 ng.mL™! (p<0,0001) (Figura 5-18), sendo as concentracdes
abaixo de 0,96 ug.mL"! biocompativeis.

A Figura 5-19 apresenta os dados das fibras de PLA/PEG com 0%, 0,25%, 0,50%,
1,0% e 16% de PV. Estas concentragdes foram escolhidas para avaliar quais mantas

seriam viaveis quando em contato com PBMC.

Figura 5-19. Viabilidade celular de PBMC em mantas de PLA/PEG contendo

diferentes porcentagens de PV (m/m) em relagao a massa dos polimeros
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Os valores estdo expressos em média + desvio-padrao de 5-7 repeti¢des. Significativamente diferente do
controle: * p<0,05 e ** p<0,01 (Teste de Krustal-Wallis com teste de Dunn post hoc).

Observa-se que para as fibras puras, o PEG tende a aumentar a viabilidade celular
em compara¢ao com 100PLA, a 70PLA foi a mais vidvel nesta condigdo. Estes resultados
podem ser ratificados com os encontrados por Escudero-Castellanos et al. [250], em que
independente da massa de PEG as células continuam viaveis (nao hd dependéncia de
dose). He, Wang e Ding [248] reportam que 4cidos laticos acima de 40 mmol.L! ja se

tornam citotoxicos para células humanas, provavelmente por diminuir o pH do meio e
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poderem induzir reacdes inflamatorias assépticas, como descrito por Bergsma et al. [251]
ao acompanhar depois de 5 anos parafusos e chapas de PLA implantados em o0ssos,
confirmando a tendéncia de o PLA se tornar viavel dependendo da concentragdo.

Comparando as fibras contendo propolis, (secdo 5.12 sobre cinética de inibigao
de S. aureus) as mantas continham 16% m/m de PV em relacdo a massa dos polimeros.
Contudo, como mostrado na Figura 5-18, estas fibras apresentaram a menor viabilidade
celular (<30%), fazendo com que outras concentragdes de PV fossem estudadas para esta
finalidade. Logo, com 1% (m/m) PV, somente as mantas com 90 e 100PLA se revelaram
viaveis. Ja com 0,25% (m/m) PV, todas as fibras mantiveram mais de 80% de células
vivas. Este fato pode ser justificado devido a quantidade de propolis a ser liberada no
meio celular durante o periodo de incubagao e corrobora o resultado da Figura 5-18 sobre
sua dependéncia em relagiio a concentracio, em que acima de 1,92 pg.mL! se tem apenas
20% de células viaveis. Logo, observou-se que quanto menor a concentragdo de PV nas
mantas, maior a viabilidade celular.

Observa-se no trabalho desenvolvido por Bachiega et al. [252] para propolis
incubadas as citocinas IL-1pB, IL-6 e IL-10 provenientes de macrofagos peritoneais de
ratos que geralmente os extratos com 25 pg/pogo foram os que mais elevaram os valores
das citocinas (sem adicdo de LPS). Acredita-se que dependendo da concentragdo de
propolis haja acdo pro- ou anti-inflamatéria modulando a resposta imune/inflamatoria

ocorrendo de forma sinérgica com &cido coumarico e cinamico.

5.2.11 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao moléculas altamente reativas
parcialmente reduzidas ou excitadas (H202, 'Oz, 02*, *OH, *OOH) que atuam na sintese
da prostaglandina, na defesa imunologica, em varias reagdes enzimaticas € em processos
de sinalizacdo celular [23,253,254]. Entretanto, o desequilibrio entre as EROs e os
compostos antioxidantes de defesa promove o estresse oxidativo levando a danos
estruturais nos lipideos, proteinas e DNA celulares [23]. A produgdo das EROs ocorre
apos a fagocitose como consequéncia da morte de fungos e bactérias, seja pelo sequestro
ou formacgao excessiva do fosfato de dinucleotideo de adenina ¢ nicotinamida reduzida
(NADPH, do inglés de Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Reduced) oxidase
[255].
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Mediante as concentragdes de PV avaliadas na citoxicidade (Figura 5-18),
determinou-se realizar este ensaio na concentragdo de 0,5 pg.mL!. Para as mantas, as
condi¢des de 80 PLA e 0,25% (m/m) de prépolis vermelha foram as escolhidas para o
ensaio de EROs por apresentar propriedades interessantes e equilibradas em termos de
molhabilidade (Figura 5-15); estatisticamente possuir eficiéncia de encapsulacao
similares tanto a 100PLA.PV quanto a 70PLA.PV; liberagdo controlada, por manter
estavel a concentragcdo do principio ativo por até 2 dias (Figura 5-16a), assim como ter
um 4apice de liberagdo elevado; além de sua viabilidade celular ter sido superior a 80%
com 0,25% (m/m) de propolis (Figura 5-19). A fotografia macroscopica das mantas com
0,25% de PV se encontra no Apéndice (Figura A0-5).

A Figura 5-20a mostra que as amostras sem estimulo apresentaram producao de
EROs estaveis em funcao do tempo com baixos niveis de radicais livres presentes. Ja com
a adicao do zimosan, os primeiros cinco minutos possuem as maiores intensidades de
EROs, o que sugerem a agdo dos neutrofilos que sdo células responsaveis pela fagocitose
de micro-organismos, sendo a primeira linhagem de defesa do hospedeiro [256,257].

Logo, observa-se que com o zimosan o extrato de propolis manteve o nivel de
EROs produzidas pelo controle, que ¢ a referéncia na concentracao dos radicais livres
sem tratamento quando o organismo estd sob alguma ameaca. Ou seja, o extrato de PV
nfo apresentou atividade antioxidante. Provavelmente, a concentragio de 0,5 pg.mL! de
extrato de PV ainda seja elevada para equilibrar a formagao de EROS e estimular os
compostos antioxidantes de defesa no meio celular devido a esta amostra ser dependente
da dose como mostrado na viabilidade celular (Figura 5-18). Portanto, ha necessidade de
se realizar este ensaio com diferentes concentragdes de PV para se verificar sua atividade
na diminui¢ao da produgao de EROs.

Ainda com estimulo de zimosan, a manta 8OPLA apresentou uma tendéncia a
inibir a producdo de EROs em comparagdo ao controle, possivelmente devido aos elétrons
livres nos oxigénios dos grupamentos -O-C=0O de acido carboxilico dos monomeros
laticos e C=0 de éter dos etilenos glicdis atrairem eletrostaticamente os radicais livres do
meio, promovendo hidrolise dos polimeros e, consequente, estabilizacdo dos EROs
formando H2O com H»0,, *OH e *OOH, desativacio do oxigénio singlete ('O>) pela
transferéncia fisica de energia, além de outros produtos de massa molar maiores [258—

260].
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Figura 5-20. a) Avaliacao de EROs em fun¢ao do tempo e b) geracdo de EROs
estimulados com zimosan opsonizado
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Os valores estdo expressos em média + desvio-padrao (n=9). Significativamente diferente do controle
com zimosan: **p<0,01 e **** p<(0,0001 (Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn post hoc).

Quanto a manta de 80PLA.0,25PV, pode-se observar que esta foi a condi¢do que
mais inibiu a formagdo dos radicais livres quando o zimosan estava presente, inclusive
nos primeiros 5 minutos em que ha maior formagao de EROs. Esta agao ¢ devido a baixa

concentracdo de propolis vermelha liberada da manta para o meio, confirmando a
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dependéncia da dosagem este extrato, além de os flavonoides serem compostos
antioxidantes que sequestram oxigénio singlete e sdo também potentes inativadores de
radicais livres por seus grupos -OH de fendis doarem facilmente este hidrogénio para o
meio, formando dgua e moléculas estaveis [261,262]. Acredita-se também que a propolis
vermelha nesta concentracdo atuou sinergicamente com o PLA e o PEG das fibras,
diminuindo a promoc¢ao de EROs.

A Figura 5-20b revela que as condi¢des sem zimosan entre si ndo possuem
significancia estatistica (p>0,05), ou seja, as células em contato com as amostras se
comparam ao controle, apesar a manta SOPLA.0,25PV ter a tendéncia de ndo induzirem
EROs. Em rela¢do ao controle com zimosan, todas sdo estatisticamente significativas
(p<0,0001). Quanto as amostras contendo zimosan, observa-se que somente a manta
80PLA.0,25PV (p<0,01) se diferencia do controle com zimosan, sendo a que menos induz
a producgdo de EROs.

A opsonizacdo do zimosan faz com que o sistema inume induza o processo
fagocitico através da via metabdlica para produzir as EROs e, consequente, ativagdo da
NADPH-oxidase [178,263]. A condigdo de estresse oxidativo esta associada a
inflamacdes e infec¢des, como feridas e sepse, assim como em doengas neuroldgicas,
como Parkinson.

Mantas de PCL-gelatina contendo nanoparticulas de 6xido de cério também
reduziram significativamente a quantidade de H>O> em embriofibroblastos 3T3-L1 de
ratos [151]. Fibras de seda incorporadas com extrato de sementes de uva e vitamina E
mantiveram as células L.929 vivas em meio a estresse oxidativo com peréxido de butilo
terciario (z-BHP, tertiary butil peroxide, do inglés) [264,265].

Desta forma, conclui-se que apesar de o extrato de PV nao ter sido eficaz em
modular radicais livres por EROs pela via de estimulacdao por zimosan, esta apresentou
acdo antibacteriana frente a S. aureus, corroborando com a literatura seu potencial como
principio ativo para ser utilizado em mantas poliméricas como dispositivo transdérmico
no tratamento de feridas. As fibras de PLA com PEG com diferentes molhabilidades
apresentaram também diferentes quantidades de incorporagdo da PV nas mantas, assim
como diferentes liberagdes de propolis em PBS, velocidades de inibi¢do de S. aureus e
viabilidades celulares, cujas modificagdes foram mediantes ao aumento da concentragao
de PEG. A condicdo 80PLA.PV foi a mais equilibrada nos termos descritos, sendo
provavelmente a melhor formulagdo para aplicagdo como dispositivo transdérmico no

tratamento de feridas.
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5.2.12 Modulacdo de citocinas

Citocinas sdo pequenas proteinas liberadas pelas células possuindo um efeito
especifico na interacdo e comunicagao entre outras células. Elas podem atuar nas células
que as secretam (a¢do autocrina), em suas proximidades (acdo pardcrina) ou em locais
mais distantes (acdo enddcrina). Comumente, diferentes tipos de células secretam a
mesma citocina ou uma Unica citocina interage com diferentes tipos de células
(pleiotropia). Elas podem ser classificadas em citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias, havendo evidéncia significativa que algumas delas estdo envolvidas na
iniciacdo e persisténcia de dores e inflamagdes [266,267].

A Figura 5-21 mostra agdo das citocinas pelo método de ELISA sanduiche em
células PBMC em contato com as amostras por 24h. As dosagens foram realizadas com
a interleucina (IL) IL-4 que ¢ anti-inflamatéria; proé-inflamatoéria, utilizou-se o fator de
necrose tumoral (do inglés, Tumor Necrosis Factor Alfa, TNF-0); anti- ou pro-
inflamatéria dependendo das circunstancias, avaliou -se a IL-6 e o fator de transformagao
de crescimento beta (do inglés, Transforming Growth Factor Beta, TGF-B); e
imunorregulatoria, IL-10. As amostras estudadas foram a PV (0,5 pg.mL') e as mantas
(80PLA e 80PLA com 0,25% m/m PV, 8O0PLA.PV).

Ao se comparar as amostras com o meio de cultura sem PHA (controle), observa-
se que IL-4 e IL-6 ndo possuem diferenga significativa em nenhuma condi¢ao. Contudo,
para IL-10 ha diminui¢do para a PV (p<0,05) e aumento para 80PLA (p<0,0001) e
80PLA.PV (p<0,05); e aumento de concentragdo de TNF-a ¢ TGF-f} para a manta S0PLA
(p<0,05).

Na presen¢a do meio com PHA, a PV e as mantas ndao modulam a acdo de TNF-
o, TGF-B e IL-6. Porém, a PV e as mantas diminuem a concentracao de IL-4 (p<0,05); e
para IL-10, tanto PV quanto 80PLA.PV modulam sua agdo. A acdo destas citocinas foram
similares aos encontrados por Bachiega et al. e Bueno-Silva et al. [268,269] para propolis.

Em termos de aplicagdo das mantas, acredita-se que a manta com PV pode ser
utilizado no tratamento de queimaduras visando a diminui¢do de IL-10. No trabalho
desenvolvido por Dehne et al. [270] com marcadores de citocinas em pacientes que
possuiam mais de 30% de seu corpo queimado, € possivel analisar altas concentragdes de
IL-6, IL-8, IL-10, IL-13 em comparacdo a pacientes sadios, sendo a IL-10 a citocina de

maior concentragao encontrada nas fases iniciais do trauma. De acordo com Sherry et al.
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[271] e Lyons et al. [272], elevadas concentracdes de IL-10 podem contribuir para elevada

incidéncia de infeccdo e sepsis neste tipo de paciente.

Figura 5-21. Liberacao de citocinas por células de PBMC incubadas com PV e as fibras

de 8OPLA e 8OPLA.PV. Titulagdo de a) IL-4, b) IL-6, c) TNF-a, d) TGF-B e e) IL-10.
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Os valores estdo expressos em média = desvio-padrdo (n=4). Significativamente diferente do controle sem
ou com PHA: *p<0,05 e ****p<0,0001 (Teste de Holm-Sidak).

Hé também a possibilidade de se utilizar a PV e as mantas para acelerar a fase de
proliferagdo celular e consequente influxo de queratinocitos em feridas atopicas agudas,
uma vez que elevados niveis de IL-4 fazem com que haja retardo no fechamento de suas

beiradas devido a baixa producao de fibronectina [273-275].
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Em ambas sugestdes, estudos in vivo devem ser realizados para comprovar a
eficacia da PV e mantas na cicatrizagdo destes tipos de feridas.

Mediante estes resultados, tem-se como sugestdo a aplicacdo da manta de SOPLA
como band-aid em feridas de doengas autoimunes como a psoriase e para a SOPLA.PV,

em infecgdes de bactérias intracelulares, como a leishmania.
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53 CONCLUSOES

A propolis vermelha encontrada na regido de mangue do litoral nordestino do
Brasil possui concentracoes de flavonoides e fendis superiores as descritas pelo
Ministério da Agricultura e estao associados aos marcadores formononetina, bolosontol
e biochanina A, por serem seus compostos majoritarios, como retratados pelo CLAE.
Desta forma, consequente atividade antioxidante também pode ser observada. Este
extrato tem potencial para atividade antimicrobiana na concentracdo de 125 pg.mL! em
relacdo ao S. aureus, além de ser viavel em células humanas em concentragdes abaixo de
0,96 pg.mL"!.

Fibras de 12% (m/v) de PLA/PEG em DMC incorporadas com 16% (m/m) de
extrato etanolico seco de propolis vermelha foram desenvolvidas com sucesso. A adigao
de PEG fez com que houvesse aumento na concentragdo de PV na superficie das mantas
e aumento de suas molhabilidades. Mudangas na morfologia das fibras ndo foram
observadas devido a adi¢do de PV ou PEG, que apresentaram fibras lisas e emaranhadas.
Observou-se que a PV diminuiu a estabilidade térmica das mantas em comparagdo as sem
esta substancia. Em termos de libera¢dao controlada, tem-se que o equilibrio ideal entre
concentracgdo liberada e estabilizagdo das concentragdes de PV em funcdo foram obtidas
com até 20% de PEG, uma vez que a manta 70PLA.PV apds chegar a sua concentragdo
maxima de PV liberada, cai aceleradamente. Este comportamento pode ser justificado
pela diminuicao da compatibilidade quimica entre PLA e PEG, fazendo com que o PEG
e os flavonoides da PV fiquem preferencialmente mais proximos da superficie das fibras.
As mantas apresentaram velocidade de inibi¢ao contra S. aureus de forma proporcional a
concentracdo de PEG presente.

As fibras com até 1% (m/m) de PV se tornaram vidveis para aplicacdo em células
periféricas sanguineas mononucleares (PBMC), cujo mecanismo de producdo de EROs
para a manta SOPLA com 0,25% de PV mostra baixa producdo destas espécies. Observou-
se que a PV e as mantas com PV promoveram a¢ao modulatoria com IL-4 e IL-10. Desta
forma, acredita-se que as fibras desenvolvidas neste trabalho possuam potencial aplicagao
para cicatrizagao de feridas agudas ou queimaduras. Estudos sobre mecanismos de agao
em citocinas e teste in vivo ainda precisam ser realizados para comprovar eficacia do

dispositivo quando em contato com a pele.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como desdobramento da presente pesquisa, pode-se ainda destacar como sugestoes
para trabalhos futuros:

» Investigar as interagdes polimero-PV-meio através dos pardmetros de
solubilidade durante a liberagdo controlada;

= Avaliar a cinética de liberagao da PV em PBS;

= Simular a liberagdo da PV em BHI caldo e RPMI para estudar o perfil de
dissolug¢do da PV em meios de crescimento bacteriano e celular, respectivamente;

* Analisar o perfil de inibi¢ao microbioldgico de micro-organismos que colonizam
feridas, como Staphylococcus, Anaerococcus, Corynebacterium, Porphyromonas e
Streptococcus sp.;

= Estudar estimulos das mantas em relacdo a citocinas pro- e anti-inflamatorias
com a finalidade de se definir os mecanismos de agao das fibras;

= Verificar a a¢do cicatrizante in vivo das mantas em relacao a doencas infecciosas,

autoimunes ou queimaduras cutaneas.
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APENDICE

Secao 1. Curva analitica de teor de fendis totais

A curva foi obtida através do método Folin-Ciaocalteau no comprimento de onda de 760 nm

(Figura A0O-1). Cada concentracao foi realizada em triplicata.

Figura A0-1. Curva analitica dos fenois totais
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Secao 2. Curva analitica de teor de flavonoides totais
A curva analitica para determinagdo de flavonoides totais foi obtida através do marcador

quercetina (Figura A0-2) no comprimento de onda 425 nm. Cada concentragao foi realizada em

triplicata.

Figura A0-2. Curva analitica dos flavonoides totais
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Secdo 3. Curva analitica da atividade antioxidante por FRAP

A Figura A0-3 mostra a curva analitica da atividade antioxidante pela redu¢ao do FRAP. Cada

concentracao foi realizada em triplicata.

Figura A0-3. Curva analitica dos flavonoides totais
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Secao 4. Curva analitica de flavonoides totais por dissolucao

A curva analitica dos flavonoides totais por dissolucdo foi realizada no comprimento de onda

de 280 nm, cujas aplicagdes foram para determinac¢ao de PV adsorvida na superficie da fibra,

na eficiéncia de encapsulamento e na liberagdo controlada da PV (Figura A4). Cada

concentracao foi realizada em triplicata.

Figura A0-4. Curva analitica dos flavonoides totais por dissolugdo
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Secdo 5. Certificado de Apresentagdo para Apreciagdo Etica do Comité de Etica em Pesquisa

da UFPB
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Secdo 5. Imagens macroscopicas das fibras
Figura A0-5. Fotografias das mantas de PLA/PEG sem e com PV
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Secdo 6. Plaqueamento da cinética de inibicao de S. aureus
A Figura A0-6 mostra o resultado do plaqueamento das aliquotasa de indculo em contato com
PV e as mantas incorporadas com 16% m/m PV. A partir da contagem destas coldnias que

foram calculadas o logio das UFC.mL! seguido da porcentagem de inibigio.

Figura A0-6. Unidades de colonias formadas pelo S. aureus em contato com as fibras
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