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RESUMO

Desde os tempos antigos, a utilizacdo de biomateriais vem evoluindo junto com a civilizacao,
através de diversas melhorias tecnoldgicas ao longo dos anos. O destaque esta sendo dado a
combinagdo de duas ou mais substancias para formar um novo material, devido a suas
propriedades sinérgicas, resultando na melhora de suas propriedades. O extrato de propolis
vermelha pode aumentar a bioatividade quando incorporado a um material. J& a cera de
prépolis vermelha, em especial, é descartada e ndo tem valor comercial. Portanto, este estudo
objetiva produzir mantas a partir de policaprolactona (PCL) incorporada com cera ou extrato
hidroalcélico de prépolis vermelha de Alagoas, utilizando a técnica de eletrofiacdo para
garantir a formacdo de estruturas fibrosas. As concentracdes de cera e extrato de propolis
vermelha variaram de 1% a 15%. As mantas foram avaliadas por suas propriedades fisicas,
quimicas, estruturais, vibracionais, térmicas, mecanicas e bioldgicas. O resultado da
cromatografia liquida de alta eficiéncia mostrou que o extrato contém mais flavondides do
qgue a cera. A morfologia das mantas, revelada pela microscopia eletrénica de varredura,
apresentou didmetro médio abaixo de 1,2 pm e uma porosidade média de aproximadamente
52%. O espectro vibracional indica que as interagdes sdo estritamente fisicas, sem formacéo
de novas ligagdes quimicas. Foi verificado um decréscimo na cristalinidade & medida que a
cera/extrato de propolis é adicionada a matriz polimérica, confirmado pela difracdo de raios
X. A molhabilidade indica que as amostras com extrato de prépolis apresentam maior
intumescimento, com angulo de contato menor que 90° sendo molhaveis quando a
concentracdo é igual ou superior a 5%. A manta com 10% de propolis apresentou 0os melhores
valores de tensdo méaxima, elongacao na ruptura e madulo elastico. Além disso, essas mantas
ndo apresentaram qualquer efeito toxico as células. Assim, foi obtido um biomaterial fibroso

com potencial para ser utilizado na como curativos bioativos.

Palavras chave: Prépolis Vermelha; Policaprolactona; Eletrofiacdo; Curativo; Fibra.



ABSTRACT

Since ancient times, the use of biomaterials has evolved along with civilization through
various technological improvements over the years. In recent times, there has been a growing
interest in combining two or more substances to form a new material, due to their synergistic
properties resulting in improved properties. The red propolis extract is a promising additive
that can increase bioactivity when incorporated into a material. Red propolis wax, on the other
hand, is discarded as waste and has no commercial value. Therefore, this study aims to
produce mats from polycaprolactone (PCL) incorporated with red propolis wax or
hydroalcoholic extract from Alagoas red propolis, using the electrospinning technique to
ensure the formation of fibrous structures. The concentrations of wax and red propolis extract
ranged from 1% to 15%. The mats were evaluated for their physical, chemical, structural,
vibrational, thermal, mechanical, and biological properties. High-performance liquid
chromatography was employed to determine the flavonoid content of the red propolis extract,
which was found to be higher than that of the wax. The morphology of the mats was analyzed
by scanning electron microscopy, revealing an average diameter below 1.2 um and an average
porosity of approximately 52%. The vibrational spectrum was used to investigate the nature
of the interactions, which were found to be strictly physical without the formation of new
chemical bonds. X-ray diffraction was employed to investigate the crystallinity of the mats,
and a decrease in crystallinity was observed as the wax/red propolis extract was added to the
polymeric matrix. The wetting behavior of the mats was analyzed using the contact angle
method, and it was found that samples with propolis extract presented greater swelling, with a
contact angle of less than 90°, being wettable when the concentration is equal to or greater
than 5%. Mechanical testing showed that the mat with 10% propolis exhibited the best values
for maximum stress, elongation at break, and elastic modulus. Furthermore, these mats did
not exhibit any toxic effects on cells. These results suggest that it was possible to form a

fibrous biomaterial with potential for use in tissue engineering, such as bioactive dressings.

Keyword: Red Propolis; Polycaprolactone; Electrospinning; Dressing; Fiber.
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1 INTRODUCAO

Os avangos tecnologicos na area da salde tém aumentado significativamente a
expectativa de vida humana. Isso € devido ao desenvolvimento de novos materiais
biocompativeis de baixo custo de producdo, alta eficiéncia e propriedades especificas para
aplicacdes biomédicas. A engenharia de tecidos é uma abordagem inovadora na medicina
regenerativa que tem como objetivo desenvolver novas técnicas para a regeneracdo de tecidos
ou 6rgdos danificados (ANSARI; ESHGHANMALEK, 2019).

Biomateriais sdo materiais utilizados em aplicacbes médicas, como na fabricagdo de
préteses, implantes, dispositivos médicos e outros equipamentos (FADAIE et al., 2018). Eles
sdo desenvolvidos para serem biocompativeis com o corpo humano e ndo causar reacdes
adversas. A porosidade é uma caracteristica importante dos biomateriais, pois afeta a sua
interacdo com o tecido bioldgico (LIN et al., 2018).

A dimensdo dos poros precisa ser apropriada para o desenvolvimento celular no
interior do biomaterial, onde o tamanho do poro deve fornecer acesso a nutrientes e oxigénio
para que a proliferacdo celular aconteca efetivamente (LIN et al., 2018). Dessa maneira,
estruturas porosas compostas por redes poliméricas sintéticas e/ou naturais processadas pela
técnica de eletrofiacdo sdo amplamente empregadas para produzir mantas com fibras de
didametro na escala micro e nanométrica (YOON et al., 2019).

Existem muitos tipos de fibras poliméricas descritos na literatura, mas o polimero
sintético poli(e-caprolactona) ou policaprolactona (PCL) tem se destacado por sua habilidade
em formar fibras e pela sua natureza sintética de baixo custo, atoxica, biocompativel,
biodegradavel, bioreabsorvivel e aprovada pela agéncia reguladora de alimentos e
medicamentos (ANDRIOLO et al.,, 2018). Devido as suas propriedades viscoelasticas,
reoldgicas e mecanicas notaveis, esse polimero pode ser facilmente transformado em estrutura
fibrosa e pode ser combinado com outros polimeros (CIPITRIA et al., 2011; HUTMACHER,;
COOL, 2007), bem como com substancias naturais, como a prépolis (DURAN et al., 2007).

Nessas estruturas fibrosas, é possivel adicionar substancias bioativas, como a
encontrada na prépolis. A préopolis vermelha de Alagoas é especialmente notavel devido a
elevada concentracdo de flavonoides em seu extrato, o que lhe confere uma ampla variedade
de aplicagfes no campo da saude (BANZATO et al.,, 2020; REGUEIRA et al., 2017,
RUFATTO et al., 2017). Algumas de suas propriedades sdo amplamente conhecidas,

incluindo a atividade citotdxica contra varios tipos de células cancerigenas, além de
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propriedades antibacterianas, antifngicas, anti-cariogénicas, antioxidantes, anti-inflamatorias
e cicatrizantes (DE MENDONCGCA et al., 2015; SILVA et al., 2018b). Dessa forma, a propolis
vermelha é uma 6tima opcdo para o tratamento de lesdes na pele.

Ademais, ao processar o extrato etandlico da propolis vermelha, é gerado um
subproduto que frequentemente é descartado por ndo ter valor comercial agregado. Nesse
subproduto é viavel extrair a cera da prépolis vermelha, que contém compostos quimicos
como acidos graxos livres, ésteres, entre outros hidrocarbonetos (NEGRI et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2021). Essa cera também pode ser incorporada em estruturas fibrosas de
polaridade semelhante, possibilitando uma sinergia em suas propriedades adesivas,
adstringentes e hidrofobicas (RESHMI et al., 2017).

Neste estudo, a técnica de eletrofiacdo foi empregada para fabricar mantas porosas de
PCL, que incluem extrato ou cera de propolis vermelha, com o objetivo de aproveitar suas
propriedades complementares. Além disso, estas mantas sdo pretendidas como substitutos

dérmicos para tratar ferimentos superficiais e como suportes para engenharia de tecidos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Nanotecnologia e nanomateriais

A érea da nanociéncia e nanotecnologia, esses avangos sdo notaveis e tém
impulsionado o desenvolvimento de novos materiais, enfatizando a investigacdo de suas
propriedades elétricas, Opticas, magnéticas ou mecanicas, propondo diferentes campos de
aplicacdo.

A nanotecnologia é uma forma de aplicacdo tecnoldgica, comercial ou industrial que
se baseia nos conhecimentos adquiridos pela nanociéncia sobre nanomateriais. Estes materiais
s&o caracterizados por terem particulas com didmetro variando de 1 a 100 nandmetros. E bem
estabelecido que muitas de suas propriedades mudam drasticamente quando comparadas a sua
forma macroscopica devido ao seu pequeno tamanho (RODUNER, 2006; ZARBIN, 2007).

Devido ao grande impacto cientifico, social, tecnolégico e econdmico, a
nanotecnologia é um ponto de discussdo e investimento em todo o mundo. Assim, paises
estdo investindo cada vez mais em conhecimento nanotecnoldégico (GOLUBEYV et al., 2018).
No Brasil, a insercdo de definicGes e pesquisas ligadas a nanociéncia e nanotecnologia
comegou em 2000. E, entre 2000 e 2007, o governo brasileiro ja havia investido cerca de 160
milhGes de reais em pesquisas no campo da nanotecnologia, no entanto outros paises ja
tinham obtido um cenario mais precoce no desenvolvimento cientifico nesta area
(ENGELMANN; VON HOHENDORFF, 2016).

A nanotecnologia teve seu marco inicial divulgado pelo fisico norte-americano
Richard Feynman na década de 1950, durante uma de suas famosas palestras intitulada
"There's Plenty of Room at the Bottom", apresentada na Sociedade Americana de Fisica
(FEYNMAN, 1960). O termo comecou a ganhar forca e a ser consolidado com base na
manipulagdo atdmica, molecular e supramolecular para a fabricacdo de materiais em escala
nanométrica, sendo posteriormente conhecido como nanomateriais.

Desde tempos antigos, ha relatos do uso de nanomateriais, como documentado pelos
romanos antigos, com o famoso Calice de Licurgo, datado do século 1V. Este artefato possui
propriedades notaveis devido a presenca de nanoparticulas de prata e ouro dispersas na
estrutura vitrea, que causam uma mudanca de cor, passando da reflexdo verde para a
transmissdo vermelha da luz (Figura 1). Este fendmeno é resultado do didmetro das

nanoparticulas, cerca de 50 nandmetros, que tém a capacidade de absorver e espalhar a luz em
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comprimentos de onda diferentes daqueles apresentados em sua forma macroscépica (IAN
FREESTONE, NIGEL MEEKS, MARGARET SAX, 2007).

Figura 1. Calice de Licurgo, verde quando aluz é incidida pela frente e vermelho quando aluz é transmitida (de
dentro para fora).

Fonte: (IAN FREESTONE, NIGEL MEEKS, MARGARET SAX, 2007)

A literatura cientifica apresenta diversas defini¢bes de nanomateriais (BOHOLM,;
ARVIDSSON, 2016), porém a mais amplamente aceita é aquela que considera um
nanomaterial como tendo pelo menos uma de suas trés dimensées com tamanho menor ou
igual a 1000 nanémetros (BOWMAN, 2017). Esse tamanho nanométrico resulta em
mudancas nas propriedades dos materiais e maximiza suas potencialidades de aplicacdo. Uma
das formas de utilizar esses nanomateriais tém sido em sistemas bioldgicos como particulas
carreadoras de medicamentos ou como molde para regeneracdo de tecidos, por exemplo
(PARK; LAKES, 2010a).

2.2 Biomateriais e nanofibras

A utilizacdo de materiais alternativos para tratar lesdes e substituir tecidos biol6gicos
¢ uma pratica antiga que acompanha a humanidade desde os tempos mais remotos. O
conhecimento sobre esses materiais evoluiu ao longo dos anos e o primeiro registro historico
de incorporacdo de objetos estranhos ao corpo humano data de cerca de 9000 a.C.
Arquedlogos descobriram gue o fossil conhecido como "homem de Kennewick" tinha a ponta
de uma lanca incrustada em seu quadril, o que ndo o impediu de realizar suas atividades
diarias. Isso mostra a capacidade do corpo de aceitar materiais estranhos (RATNER et al.,
2004a, 2013a; VENKATESAN; KIM; WONG, 2015).
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A historia da utilizacdo de materiais alternativos como implante intencional para
tratar lesdes e/ou substituir tecidos bioldgicos remonta a tempos antigos. A implementagéo
eficaz desses materiais pode ser vista a partir de exemplos como o uso de ferro forjado como
implante dentéario na Roma antiga (200 d.C.) (CRUBEZY et al., 1998) e 0 uso de conchas do
mar como substituto de dentes pelo povo Maia (600 d.C.), que resultou na técnica de
osseointegracdo (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001) que conhecemos hoje. Embora néo
houvesse conhecimento cientifico adequado por tras desses procedimentos, eles sdo prova da
capacidade do ser humano de utilizar materiais alternativos para resolver questfes
relacionadas as suas funces fisioldgicas e anatdmicas.

Na evolugdo da medicina e da ciéncia dos materiais, 0 homem moderno tem buscado
materiais que possam ser bem aceitos pelo corpo humano e possam ser utilizados como
tratamento de lesdes ou substituicdo de tecidos bioldgicos. Esses materiais sdo conhecidos
como biomateriais. A expressdo biomaterial comecou a ser difundida na década de 60 e, no
final da década, ocorreu o primeiro simpdsio sobre o assunto (RATNER et al., 2013b).
Embora existam varias definicbes para o termo, para fins deste estudo, considera-se
biomaterial como um material sintético e farmacologicamente inerte que foi projetado para
ser incorporado ou substituir tecidos vivos e interagir com o organismo de maneira bioldgica
(PARK; LAKES, 2010b).

O avanco no campo dos biomateriais € resultado da combinagdo de conhecimentos
multidisciplinares, tornando a colaboracdo entre diferentes areas do saber fundamental para o
seu sucesso (RATNER et al., 2004b, 2013b). Com o crescente interesse na salde e a inovagdo
em cirurgias, a unido de profissionais como quimicos, fisicos, bidlogos, médicos, engenheiros
e outros é imprescindivel para o desenvolvimento de biomateriais eficazes e seguros (FONG
etal., 2012).

O desenvolvimento de novos biomateriais busca preencher lacunas no setor da salde,
promovendo solucdes para diferentes aplicacOes, tais como biosensores (RODRIGUES et al.,
2021), implantes (KIRAN et al., 2018), curativos (AHMED et al., 2019), lentes intraoculares
(STANOIJCIC; HULL; O’BRART, 2020) e liberagdo controlada de farmacos (DENG et al.,
2019). Inicialmente, o objetivo principal era sintetizar materiais com alta biocompatibilidade,
isto é, materiais inertes e seguros para o corpo humano. No entanto, com o passar do tempo, a
énfase mudou para a producdo de biomateriais bioativos, biodegradaveis e biomiméticos,
tornando-se um dos focos da engenharia de tecidos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).
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A engenharia de tecidos € uma &rea que combina a tecnologia e as ciéncias da vida
com o objetivo de restaurar, proteger ou melhorar as fungdes bioldgicas através da medicina
regenerativa (GAUT; SUGAYA, 2015; JIN et al., 2021). Os avancos na ciéncia dos materiais
permitiram a elaboracdo de biomateriais diversos, tais como hidrogéis (SAMADIAN et al.,
2020), filmes (SULTANKULOQV et al., 2019), esponjas (SONG et al., 2020), componentes
nanoestruturados (ARBADE et al., 2019) e nanoparticulas (RODRIGUES et al., 2013), que
sdo amplamente estudados na engenharia de tecidos. Esses materiais sdo uma fonte
importante para o desenvolvimento de novos biomateriais (JIN et al., 2021).

As nanofibras poliméricos nanoestruturados sdo biomateriais de destaque devido a
sua estrutura tridimensional com elevada porosidade, que os torna aptos para atuar como
suporte para a fixacdo e crescimento celular. Além disso, esta estrutura permite a circulacéo
de fatores bioquimicos, como a troca gasosa, essenciais para a nutri¢cdo celular, contribuindo
para a formacdo de novos tecidos. O uso desse tipo de material em engenharia de tecidos é
fundamental na busca por solugdes regenerativas na medicina (LIN et al., 2018; ROSA et al.,
2012; XU et al., 2001).

Para que a regeneracdo de tecidos seja possivel, dois componentes cruciais sdo
necessarios: as células e o substrato (biomaterial). As células sdo uma parte vital no processo,
pois sdo responsaveis por crescer e se multiplicar sobre a superficie do substrato. Ja o
substrato proporciona um ambiente adequado para o contato intercelular, o que permite que as
células desempenhem suas funcbes adequadamente e estabelecam uma interface efetiva com
0s sistemas bioldgicos.

Assim, um biomaterial poroso é um suporte crucial para a engenharia de tecidos,
oferecendo as condigdes ideais para a adesdo, diferenciacdo e proliferacdo celular. Além
disso, deve possuir uma estrutura tridimensional que copie as propriedades e estrutura de um
tecido bioldgico. Para seu uso efetivo na engenharia de tecidos, esse biomaterial precisa
apresentar uma elevada porosidade, um tamanho de poros apropriado, conectividade
interporos, area superficial adequada e boas propriedades mecénicas, para garantir a
regeneracdo rapida e eficiente dos tecidos (LIU; XIA; CZERNUSZKA, 2007; MA, 2008).

A sintese de materiais porosos € um desafio que tem sido abordado por diversas
técnicas, como a impressdo 3D (KOWALCZYK et al., 2019), lixiviacdo (SOLA et al., 2019),
inversdo de fase por scCO2 (SALERNO; SAURINA; DOMINGO, 2015) e eletrofiacdo
(ALTUN et al., 2019). Embora cada técnica tenha suas préprias vantagens, ainda ndo ha uma

técnica que ofereca o controle total sobre todos os pardmetros geomeétricos relevantes, como
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tamanho do poro, tamanho de interligacdo e nimero de poros. No entanto, a técnica de
eletrofiacdo tem se destacado como uma alternativa promissora, pois é capaz de produzir

materiais porosos em nanoescala de forma simples e rapida.

2.3 Eletrofiacdo

Eletrofiagdo é uma técnica antiga que tem contribuido com muitas pesquisas
cientificas, utilizando conceitos fisicos que foram descobertos ao longo dos anos (TUCKER
etal., 2012). A primeira tentativa de desenvolver um equipamento de eletrofiacdo foi proposta
por Formhals, que criou varios prototipos para aprimorar o equipamento e produzir fibras
poliméricas através de uma diferenca de potencial de alta intensidade. Em 1934, Formhals
finalmente publicou sua primeira patente relacionada a eletrofiacdo para a fabricacdo de fios
téxteis de acetato de celulose usando acetona e éter monometilico de etileno-glicol como
solventes, aplicando uma diferenca de potencial de 57 kV(BHARDWAJ; KUNDU, 2010)..

Mais tarde, no final da década de 1960, cientistas na area buscavam identificar
modelos matematicos que explicassem a formacdo de fibras usando a técnica de eletrofiacao,
aproximando o comportamento fisico desses materiais eletrofiados. Taylor usou Vvarios
parametros e equacdes para descrever a formagéo de fibras e, com base em diversas teorias,
ele conseguiu estimar esse comportamento, que hoje conhecemos como o cone de Taylor
(TAYLOR, 1964).

Com essas descobertas, a eletrofiacdo gradualmente ganhou destaque mundial, com
muitos trabalhos publicados que usavam uma série de polimeros com aplicacdes em varios
campos, tornando-se uma grande aliada no processamento e na criagcdo de novos materiais.
Podemos definir a eletrofiacdo como um processo usado para obter fibras através de forcas
eletrostaticas em escalas nano e micrométricas a partir de uma solucdo polimérica ou de um
polimero fundido (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; TUCKER et al., 2012).

O processo de formacao de fibras a partir de um liquido (solugdo polimérica) ou de
um polimero fundido é completamente fisico, seja pela evaporacdo do solvente ou pelo
resfriamento do polimero apds aquecimento prévio (TUCKER et al., 2012). A estrutura basica
da eletrofiacdo pode ser vista na Figura 2, que ilustra a formacéo de fibras. Na eletrofiacdo, o
eletrodo € conectado a uma fonte de alta tenséo e em seguida a solucdo polimérica é colocada
em um tubo capilar e submetida a uma diferenca de potencial. A goticula formada esta sujeita
aos efeitos causados pelo cone de Taylor e, em seguida, a fibra é depositada no coletor
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; TAYLOR, 1964; TUCKER et al., 2012).
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Figura 2. Configuracdo da montagem usual do equipamento de eletrofiacdo, juntamente com a formacéo do
cone de Taylor ampliada
Fonte: Adaptado (GHOSAL et al., 2018)

A formacdo do cone de Taylor ocorre devido a variacdo de potencial elétrico na
extremidade do coletor e na ponta da agulha. Quando a tensdo elétrica aumenta, a superficie
da gota se alonga e forma um cone (ampliacdo Figura 2). Quando as forcas eletrostaticas
ultrapassam a tensdo superficial da gota, o cone "estoura" formando um jato que segue um
trajeto reto e desorientado até ser depositado no coletor. Nesse trajeto, o0 jato esta sujeito a
diversas forcas, como forcas elétricas, Coulomb, viscoelasticas, gravitacionais e tensao
superficial (CHEM; DI; YU, 2011; LI; XIA, 2004).

Dessa forma, enquanto essas forcas atuam, a solucdo sofre um estiramento e ao
mesmo tempo o solvente é evaporado, formando fibras com didmetro na escala de nanémetros
e micrdmetros na superficie do coletor. As mantas poliméricas compostas por fibras
eletrofiadas apresentam uma rede tridimensional e sdo orientadas ou distribuidas de maneira
aleatéria (CHEM; DI; YU, 2011). Além disso, essas fibras possuem caracteristicas
interessantes, como uma estrutura porosa e uma area superficial 10% vezes maior em
comparagdo a uma peca bulk, além de possuirem flexibilidade e desempenho mecanico
significativos em relacdo a materiais de tamanhos convencionais (MARIA et al., 2010).

A vantagem da utilizacdo da eletrofiagdo para a fabricacdo de novos materiais € que
é possivel obter fibras a partir de solugdes poliméricas e se aplica a uma ampla variedade de

polimeros, incluindo tanto polimeros sintéticos como naturais, além de permitir a producéo de
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copolimeros ou blendas, através da mistura de polimeros ou adi¢do de outros materiais
soluveis ou dispersos, como farmacos, nanoparticulas, resinas, enzimas, entre outros. Isso é
possivel devido a facilidade de manipulacdo do equipamento e ao controle da arquitetura
fibrilar, como diametro, morfologia, topografia da superficie e porosidade (HE et al., 2005;
PAPENBURG et al., 2009).

Na eletrofiacdo, é possivel utilizar uma grande variedade de polimeros, mas para
isso, é necessario preparar a solucdo polimérica de forma apropriada, com uma composi¢do
refinada de solventes e solutos, considerando a distribuicdo do peso molecular entre as
cadeias macromoleculares para garantir uma viscosidade adequada e, a0 mesmo tempo, uma
elasticidade elevada. No entanto, devido as vérias variaveis envolvidas no processo, as
propriedades das fibras podem ser alteradas, tornando crucial estabelecer uma rota de
processamento adequada (PISANI et al., 2018).

A eletrofiacdo é influenciada por diversos parametros, que podem ser categorizados
em trés grupos distintos: os parametros da solucéo, os parametros do processo e 0s parametros
ambientais. Cada uma dessas varidveis exerce um impacto significativo na morfologia e
diametro das fibras produzidas, sendo crucial otimizar e equilibrar esses parametros para
alcancar um produto de alta qualidade(YOON et al., 2018).

O equilibrio entre todos esses parametros é fundamental para se obter fibras com as
caracteristicas desejadas. Ajustes precisos devem ser realizados para atingir a morfologia e
diametro almejados, bem como para controlar a porosidade, a distribuicdo das fibras na
superficie e outras propriedades importantes. Por isso, é formidavel realizar experimentos
para determinar a combinacdo ideal de parametros que resultem nas fibras de melhor
desempenho. Além disso, é interessante levar em consideracdo que as condi¢cdes ambientais,
como temperatura e umidade, também afetam o resultado final. Por isso, recomenda-se
realizar a eletrofiacdo em ambientes controlados para garantir resultados consistentes e

precisos.

2.3.1 Parametros da Solucéo (Polimero-Solvente)

Os parametros da solugdo, como concentracdo e massa molecular do polimero,
podem ter uma grande influéncia na morfologia, geometria e qualidade da fibra produzida.
Por exemplo, uma concentracdo elevada de polimero pode resultar em uma viscosidade mais
alta da solucdo, o que pode afetar a uniformidade da deposicédo da fibra durante o processo de

fabricacdo. Além disso, a tensdo superficial da solugdo e a condutividade elétrica também
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podem ser influenciadas pelos parametros da solucdo, o que pode ter um impacto na formacéo
de gotas (beads) na superficie da fiora (RAMAKRISHNA et al., 2005; SONG et al., 2001)..
Além disso, as interacbes polimero-solvente também sdo importantes na
determinacéo dessas propriedades da solucdo. Por exemplo, as interaces polimero-solvente
podem afetar a solubilidade do polimero no solvente e, consequentemente, a viscosidade da
solucdo. Portanto, € importante compreender essas interacfes para ajustar os parametros da

solucéo e produzir fibras com as propriedades desejadas (KEUN et al., 2004).

e Viscosidade

A viscoelasticidade estd totalmente relacionada a concentracdo da solucédo
polimérica, distribuicdo da massa molecular e arquitetura das moléculas. Para obter fibras
uniformes sem a formacdo de defeitos do tipo gota, € necessario um grau de entrelacamento
das cadeias poliméricas, 0 que corresponde a concentragdo minima do polimero na solucéo.
Desta forma, dependendo da concentracdo, alguns efeitos podem ser observados
(RAMAKRISHNA et al., 2005).

Com a viscosidade aumentando, h4 uma tendéncia de aumento no didmetro médio da
fibra, o que resulta em dificuldade na expulsao do jato e no seu estiramento. Isso significa que
ndo ha formacéo de jatos secundarios, o que leva a uma deposicdo menor no coletor, pois nao
ha dispersdo dos feixes que saem da ponta da agulha. Por outro lado, a viscosidade muito
baixa pode resultar em menor grau de emaranhamento, tornando o jato instavel e causando a
eletropulverizacdo (electrospraying), o que pode contribuir para a formagdo de gotas como
tipo de defeito (FONG; CHUN; RENEKER, 1999; RAMAKRISHNA et al., 2005).

e Tensédo Superficial

A tensdo superficial é uma forca que atua na superficie de um géas ou liquido, medida
em N/m. Ela tem como efeito reduzir a area da superficie por unidade de massa, fazendo com
que o fluido adquira uma forma especifica. Esta forma é determinada por trés forcas distintas:
a forca gravitacional, a forca de coesdo entre as moléculas e a forca de adesdo entre as
moléculas na superficie solida. Liquidos polares, como a &gua, apresentam interacdes
intermoleculares intensas, resultando em alta tensdo superficial (BHARDWAJ; KUNDU,
2010).

Na eletrofiacdo, o campo elétrico aplicado pode superar a tensdo superficial da gota

formada na ponta da agulha, gerando um jato fibroso por meio do cone de Taylor. As cadeias
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poliméricas se orientam ao longo da formacdo do jato. Além disso, o tipo de solvente
utilizado também influencia a tensdo superficial da solugdo. Em geral, solu¢des com tenséo
superficial elevada dificultam a eletrofiacdo devido a instabilidade dos jatos e formacédo de
goticulas pulverizadas, enquanto solugdes com tensao superficial baixa favorecem a formacéo
de fibras utilizando campos elétricos de menor intensidade. Portanto, a escolha adequada do
polimero e do solvente é fundamental para modificar a morfologia das fibras produzidas por
eletrofiacdo (RAMAKRISHNA et al., 2005).

e Condutividade

A condutividade elétrica de uma solucdo é determinada pela capacidade dos ions se
moverem livremente na solucdo, facilitando a conducdo de corrente elétrica. A mobilidade
dos ions afeta diretamente o estiramento das fibras produzidas por eletrofiacdo. Solugdes com
valores elevados de condutividade tendem a resultar em fibras com diametro reduzido e maior
area de deposicdo no coletor (YALCINKAYA; YALCINKAYA; JIRSAK, 2015).

A condutividade da solucdo pode ser ajustada por meio de diversas técnicas,
incluindo a mudanca do tipo de solvente, adigdo de sais, uso de surfactantes idnicos, entre
outras. No entanto, é importante lembrar que essas modificacfes excessivas podem impactar
negativamente outros parametros importantes, como a tensdo superficial e a viscosidade da
solucdo. Portanto, é importante equilibrar as modificacdes para obter os melhores resultados
no processo de eletrofiagdo (FONG; CHUN; RENEKER, 1999; YALCINKAYA;
YALCINKAYA,; JIRSAK, 2015).

2.3.2 Parametros do Processo

Os parametros do processo desempenham um papel fundamental na formacédo das
fibras, pois, juntamente com os parametros da solucdo mencionados anteriormente,
influenciam a morfologia final das mantas. Neste ponto, serdo apresentados a tensdo elétrica,
a distancia entre a agulha e o coletor, o fluxo de vazéo e o tipo de coletor.

e Tensdo elétrica

Assim como outros fatores, a tensdo elétrica também desempenha um papel
importante na formac&o da fibra. O intenso campo elétrico gerado pela diferenca de potencial
entre a ponta da agulha e o coletor resulta na formagdo do cone de Taylor, que da origem a
formagédo da fibra que é atraida para a superficie do coletor. A tensdo elétrica aplicada
normalmente varia entre 0 a 30 kV, mas pode ser superior (RAMAKRISHNA et al., 2005).
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Além disso, existe uma relagdo direta entre a variagdo da tensdo elétrica e a
morfologia da fibra, uma vez que o campo elétrico tem influéncia na aceleracdo e no
estiramento das fibras. Para que ocorra o estiramento da cadeia polimérica devido a repulsdo
das cargas elétricas, a tensdo elétrica aplicada deve ultrapassar a tensdo de limiar da solucéo,
formando assim o jato fibroso que é direcionado ao coletor. No entanto, se a tensdo aplicada
ndo for suficiente para ultrapassar a tensdo superficial da solugdo, ocorrerd o gotejamento
vertical da solucdo. Mas, se a tensdo aplicada for superior ao valor critico, ocorrera a
formacdo do Cone de Taylor dentro da agulha, devido a alta velocidade de estiramento e
evaporacao rapida do solvente, resultando em defeitos de gota (BHARDWAJ; KUNDU,
2010).

e Distancia entre a agulha e coletor

A distancia de trabalho, ou seja, a separagéo entre a agulha e o coletor, precisa atingir
um valor ideal para garantir uma evaporacao eficiente do solvente e um campo elétrico
adequado para formacdo do Cone de Taylor. Se a distancia for muito ampla, o campo elétrico
pode ndo ser suficiente, ocasionando problemas na estrutura da fibra. Por outro lado, se a
distancia for muito curta, ndo havera tempo suficiente para a evaporagdo completa do
solvente, resultando em solubilizacdo das fibras, aumento de seu diametro e aparicdo de
defeitos na forma de gotas (RAMAKRISHNA et al., 2005).

e Fluxo de vazéo

A vazdo é a medida da quantidade de material (solucdo) que €é dispensada por
unidade de tempo (ks/s) ou area por tempo (m3/s). Ela pode ser controlada através de uma
bomba de infuséo ou pela forca da gravidade (no caso de a agulha estar posicionada de forma
vertical). Para uma determinada tensdo elétrica, ha uma vazao especifica que manterd o Cone
de Taylor estavel, evitando a solidificacdo da solucdo na ponta da agulha ou o gotejamento
excessivo devido a uma quantidade excessiva de solucdo (BHARDWAJ; KUNDU, 2010;
LURAGHI; PERI; MORONI, 2021).

Quando o fluxo é mais elevado, o diametro das fibras aumenta. No entanto, ha um
limite para esse aumento, uma vez que ele depende da taxa na qual o jato é formado, que por
sua vez, depende da elevacdo da carga. Além disso, o acréscimo do fluxo pode tornar a
evaporacdo do solvente mais dificil, favorecendo a formacgéo de falhas e tornando as fibras
coalescidas. Em geral, é desejavel um fluxo mais baixo para que a evaporagdo do solvente
seja mais eficiente (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; RENEKER; YARIN, 2008).

e Tipo de coletor
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O coletor deve ser feito de um material condutor, comumente folha de aluminio ou
cobre, pois esses materiais sdo mais eficientes na criagcdo de um campo elétrico entre a ponta
da seringa e o coletor para produzir o efeito eletrostatico. Quando sdo utilizados materiais
ndo-condutores, as cargas rapidamente se acumulam no coletor, resultando em menos fibras
depositadas na sua superficie. Além disso, o coletor deve ser aterrado para manter a
estabilidade da diferenca de potencial (HE et al., 2005).

A posicdo vertical ou horizontal do coletor é utilizada para fins de producao da fibra,
e pode variar dependendo da posicao da agulha. O movimento do coletor pode ser estatico ou
rotativo. Quando o coletor é rotativo, ha evidéncias de que a rotacdo influencia na linearidade
das fibras (BECKER et al., 2015).

2.3.3 Parametros Ambientais

Além dos parametros de solucdo e processo, fatores ambientais como umidade,
temperatura e composi¢do do ar também tendem a influenciar o processo de eletrofiagéo.
Embora poucos estudos tenham se concentrado nas modificacbes causadas por esses
parametros na formacéo da fibra, muitas vezes eles s&o omitidos ou ignorados. No entanto, as
pesquisas relacionadas a variacdo de temperatura e umidade estdo se tornando cada vez mais
frequentes (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Geralmente, 0 aumento da temperatura resulta em uma maior taxa de evaporacdo do
solvente, o que aumenta a viscosidade da solucdo e influencia o tamanho médio das fibras,
que tende a diminuir devido ao maior estiramento do jato fibroso (DE VRIEZE et al., 2009).
Por outro lado, o aumento da umidade pode dificultar a evaporacdo do solvente, promovendo
a fusdo das fibras e aumentando o didmetro médio da fibra. Também pode contribuir para a
condensacdo da agua na superficie da fibra, resultando na formacdo de poros circulares na
manta eletrofiada (RAMAKRISHNA et al., 2005).

Portanto, é crucial ajustar todos esses parametros para garantir a producao de fibras
de alta qualidade. A importancia do polimero é uma decisdo necessaria, pois suas
caracteristicas afetardo o resultado quando se considera a futura utilizacdo da manta eletrofia.

Entre as opcOes de polimeros disponiveis, podemos destacar a policaprolactona.

2.4 Poli(e-caprolactona) ou policaprolactona (PCL)

A policaprolactona (PCL) é sintetizada por meio da polimerizacdo da abertura do
anel da e-caprolactona e é um poliéster alifatico, com cadeia linear (Figura 3)e alta
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ductilidade. O PCL apresenta elevada hidrofobicidade, baixa taxa de degradacdo e é
semicristalino, com a tendéncia de diminui¢cdo da cristalinidade a medida que o peso
molecular aumenta (HOSKINS; GRAYSON, 2009; PERSENAIRE; DEGE, 2001). Em
termos de propriedades térmicas, este polimero é estavel termicamente, decompondo-se a
temperaturas proximas a 350°C, com uma temperatura de transicdo vitrea entre -65 e -60°C e
uma temperatura de fuséo (Tr) entre 58 e 63°C (PERSENAIRE; DEGE, 2001). Estas
caracteristicas tornam o PCL um material adequado para trabalho, ja que nao apresenta uma
Tr tdo alta quanto o poli(tereftalato de etileno) (PET), que é de aproximadamente 260°C
(GIRIA; SAILAJA; MADRAS, 2005).
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Figura 3. Reacdo para a formacg&o do polimero policaprolactona

Fonte: Elaborag&o propria

Devido a essas caracteristicas, a PCL tem sido amplamente considerada para
aplicacdes, especialmente na area biomédica, gracas a sua elevada miscibilidade com outros
polimeros e facilidade na formacdo de blendas poliméricas. Além disso, a PCL é atdxica,
biocompativel e biodegradavel. Por esta razdo, o uso da PCL tem sido cada vez mais
incentivado na engenharia de tecidos, e a FDA (Food and Drug Administration) classifica a
PCL como um dos polimeros que causam menos efeitos adversos quando em contato com
estruturas e células humanas (HOSKINS; GRAYSON, 2009; HUANG et al., 2004).

Com o objetivo de aplicar a PCL na engenharia de tecidos, Carter, Rahman e
Bhattarai (2016) desenvolveram uma manta composta de PCL, polimero natural e aloe vera.
Eles descobriram que as nanofibras produzidas apresentaram uma boa uniformidade na
morfologia das fibras, propriedades mecanicas satisfatorias e mantiveram sua estrutura fibrosa
intacta em solugdes aquosas. Além disso, a manta mostrou ser viavel para células de
fibroblastos 3T3.

30



Nessa perspectiva, Jin et al. (2013) encontraram que a nanofibra formada por
Memecylon edule apresentou menor citotoxicidade e maior proliferagéo e viabilidade celular
em comparagao com as outras amostras, 0 que a torna um potencial candidato para aplicacdes
na engenharia de tecidos. De acordo com Ravichandran et al. (2019a), o efeito antimicrobiano
dessas nanofibras é proveniente dos extratos vegetais, ja& que eles contém metabdlitos
secundarios que promovem essa acao.

Além disso, varios estudos tém destacado o potencial da combinagdo de PCL com
outros materiais, incluindo polimeros naturais, extratos vegetais, nanoparticulas, entre outros,
para aplicaces biomédicas. Essas combina¢fes tém mostrado uma série de propriedades
benéficas, incluindo hidrofilicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, efeitos
antimicrobianos, entre outras. A incorporacdo de extratos vegetais tem sido especialmente
destacada como uma estratégia promissora para desenvolver novos curativos e produtos para
a engenharia de tecidos, j& que muitos extratos vegetais possuem propriedades
antimicrobianas e estimuladoras da proliferacédo celular. Ao continuar a investigar o potencial
da PCL como material para aplicacdes biomédicas, é provavel gue sejam descobertos ainda
mais usos para esse polimero em solugbes inovadoras na area da saude (AL-KAABI et al.,
2021; SALLES et al., 2020; SHARIFI et al., 2020).

Dessa forma, é possivel notar que, ao unir as vantagens da técnica de eletrofiacéo
com as propriedades do PCL, extratos vegetais podem ser utilizados na formacéo de mantas
fibrosas para atuar como substrato para a protecdo de lesdes sobre a superficie da pele. Entre
estas opcOes, a propolis vermelha é especialmente destacada, devido ao elevado indice de

metabolitos secundarios presentes em sua constituicdo (REGUEIRA et al., 2017).

2.5 Prépolis vermelha

A palavra prépolis tem sua origem no grego, sendo "pro" significando "defesa" e
"polis” significando "cidade”. Assim, podemos entender a propolis como um produto que
protege a colmeia. Ela é formada pela mistura de secre¢des salivares das abelhas e resinas
coletadas de diferentes partes das plantas, como polen, flores, cascas e ramos. Além de
proteger a colmeia, a propolis tem diversas fun¢Ges importantes, tais como reparar danos e
prevenir a entrada de insetos; atuar como antisséptico, impedindo a proliferacdo de
microrganismos; mumificar insetos mortos, evitando a contaminagdo da colmeia; e fornecer
propriedades mecanicas para a construcdo e sustentacdo da colmeia (ROJCZYK; KLAMA-
BARY; WOJCIECH, 2020; TORETI et al., 2013).
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A utilizacdo da propolis data de tempos antigos, sendo mencionada em
representacdes de abelhas e seu produto em vasos originarios do Egito Antigo. Os egipcios
utilizavam a propolis para embalsar corpos e associavam as abelhas aos deuses. Ja 0s gregos,
chamavam a propolis de "cola de abelha” e reconheciam suas propriedades medicinais,
utilizando-a em ferimentos devido sua acdo cicatrizante e antisséptica. Os romanos também
utilizavam frequentemente a propolis em suas guerras como medicamento de emergéncia para
lesbes. Durante a Segunda Guerra Mundial, médicos tentaram usar a propolis para
regeneracdo de tecidos, cicatrizacdo de feridas, tratamento de tuberculose, inflamacéo
pulmonar e desnutricdo. Atualmente, a lista de aplicacbes da propolis € quase infinita, gracas
ao seu gradual processo de difusdo (ROJCZYK; KLAMA-BARY; WOJCIECH, 2020;
TORETI et al., 2013).

A cor e a fonte botanica da propolis variam dependendo da regido geografica,
podendo apresentar tons de amarelo, verde, vermelho e marrom. J& a composi¢do quimica €
influenciada pelas fontes vegetais, espécie de abelha, iluminacgdo, altitude, temperatura e
disponibilidade de alimentos (DO NASCIMENTO et al., 2019; REGUEIRA et al., 2017). No
entanto, a composicao geral da propolis é semelhante, com cerca de 50% de resina, 30% de
cera, 10% de Oleos essenciais e 5% de pdlen. Além disso, a prépolis tem amplo espectro
terapéutico e contém mais de 300 componentes diferentes (ANJUM et al., 2019; ROJCZYK;
KLAMA-BARY; WOJCIECH, 2020).

A grande diversidade da flora brasileira levou Park, Alencar e Aguiar (PARK;
ALENCAR; AGUIAR, 2002) a classificar a propolis brasileira em 12 grupos distintos. A
classificacdo foi baseada na localidade, caracteristicas fisicas e quimicas e cor. Destes, 5
grupos estdo na regido Sul, 1 na regido Sudeste e 6 no Nordeste. A Tabela 1 apresenta
informacBes resumidas sobre as caracteristicas da propolis encontrada no Brasil, incluindo a
area de ocorréncia e as atividades biologicas ja identificadas.

Um tipo de prdpolis, originario dos mangues do Nordeste brasileiro, especialmente
de Alagoas, possui caracteristicas Unicas, uma delas é a coloracdo avermelhada. Sua cor
proveniente da resina encontrada na espécie Dalbergia ecastophyllum L., conhecida
popularmente como rabo-de-bugio, presente nos manguezais. Tal particularidade classifica a
propolis vermelha como o 13° tipo de propolis brasileira (CABRAL et al., 2009). A prépolis
vermelha tem similaridade com outros tipos de propolis encontrados em Cuba e Veneza,
porém com origem boténica distinta, garantindo, assim, a certificagdo do Instituto Nacional de

Propriedade Industrial (INPI), reconhecido internacionalmente e que da direito a propriedade
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intelectual autbnoma, indicando a origem de um determinado produto ou servico (VIDAL,
2021).

Entre a diversidade de componentes fitoquimicos existentes na propolis vermelha
brasileira, os flavonoides se destacam, pois representam mais de 60% da composic¢do dos
metabdlitos secundarios existentes no extrato. Muitas das acGes terapéuticas sdo atribuidas a
esses compostos (REGUEIRA et al., 2017), garantindo interessantes atividades bioldgicas,
como mostrado na Tabela 1.

Os flavonoides sdo uma classe de compostos polifendlicos amplamente distribuidos
em plantas e substancias de origem vegetal. Eles sdo caracterizados por sua estrutura quimica
complexa, composta por anéis fenolicos interconectados. Os flavonoides apresentam uma
variedade de propriedades bioativas e sdo reconhecidos por sua capacidade antioxidante, que
envolve a neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e a protecdo contra danos oxidativos
(REGUEIRA et al., 2017).

Além de suas propriedades antioxidantes, os flavonoides também demonstraram
atividades anti-inflamatdrias, anticancerigenas, antimicrobianas e neuroprotetoras. Assim,
essas caracteristicas endossam a aplicabilidade da propolis vermelha para fins biomédicos e,

juntamente com outros materiais, proporcionam sinergia quanto a sua utilidade.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos tipos de propolis brasileira
Fonte: Adaptado de Vidal (2021)

Tipo Area de Ocorréncia Origem Botanica Atividade Biol6gica
Antibacteriano, anticancer,
. . N i - antiflngico, anti-
Verde Minas Gerais e Sao Baccharl_sdracuncullfolla inflamatério, antioxidante,
Paulo (alecrim-do campo) A L
inibicdo da angiogénese,
imunomodulador e antiviral
Antibacteriano, anticancer,
Litoral de Alagoas, Dalbergiaecastophyllum, | anticariogénico, antiflngico,
Vermelha | Paraiba,Pernambuco, | (rabo-de-bugio) espécie anti-inflamatério,
Sergipe eBahia de manguezais antioxidante, antiproliferativo
e imunomodulador
Marrom Sul e Sudeste Copalferalangsdo,rf.fu - Antlge_notoxwld_adg,
(copaiba), Araucéaria antimicrobiano e antioxidante
Preta Semiarido brasileiro '\"".“053 AL Antioxidante e antibacteriano
(jurema-preta)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Desenvolver mantas eletrofiadas com uma base polimérica PCL, contendo cera ou

extrato de propolis vermelha de Alagoas.

3.2 Objetivos Especificos

o Preparar mantas com estruturas fibrosas;

o Concentrar os componentes bioativos da prépolis vermelha;

o Purificar a cera de propolis vermelha;

o Analisar o perfil quimico dos componentes existentes no extrato e cera de propolis
vermelha;

o Incorporar cera ou extrato de prépolis vermelha na estrutura da manta;

o Caracterizar as mantas nanoestruturadas bioativas, pelas técnicas de FTIR, MEV,

andlises térmica, DRX, molhabilidade, propriedades mecénicas e citotoxicidade.

34



4 METODOLOGIA

4.1 Processo de obtencdo do extrato concentrado de propolis vermelha

A amostra bruta de propolis vermelha foi obtida por meio do apiario de Paripueira
(Maceid, Brasil), cujo a localizacdo geografica esta localizada latitude sul: 9° 26.448", latitude
oeste: 35° 31.710" e altura de 4,7 metros. Para a obtencdo do extrato concentrado de prépolis
vermelha foi utilizado como liquido extrato etanol 70% na proporcao de 400 mL para 100 g
da amostra bruta de prépolis vermelha. A suspencdo foi deixada em repouso por 48 h, a
temperatura ambiente (27 °C), posteriormente o sobrenadante foi retirado e o procedimento
repetido por trés vezes. O extrato hidroalcdolico obtido foi filtrado em papel filtro comum e
rotaevaporado (IKA® RV10, Alemanha) a 50 °C, em seguida, o extrato foi armazenado a 10
°C (DO NASCIMENTO et al., 2016).

Realizado no Laboratério de Tecnologia de Nanosistemas Carreadores de

Substancias Ativas (Tecnano), Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, UFAL.

4.2 Processo de extracdo da cera do residuo de prépolis vermelha

O residuo insoluvel resultante da obtencdo do extrato etanélico da propolis vermelha
de Alagoas ¢ uma massa solida insolivel na solucdo hidroalcodlica e foi armazenado em
recipiente de vidro no laboratério do 1QB/ICF da Universidade Federal de Alagoas, campus
Simdes, Maceid/AL, no qual possuem grupos de pesquisa que descartam esse material.

O residuo foi previamente seco em estufa a 50 °C por 24 h para total evaporagdo de
possiveis solventes. Posteriormente o material sélido resinoso foi aquecido (100 °C) pelo
método de decoccdo modificada (RODRIGUES et al., 2021), utilizando 4gua deionizada para

extracdo da cera. O processo foi repetido diversas vezes até a agua ficar translucida. O

material foi resfriado e armazenado a temperatura ambiente (Figura 4).
&
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Figura 4. Fluxograma processo de extracdo da cera

Fonte: Elaboragdo propria
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Realizado no Laboratdrio de Polimeros Condutores Eletrocrémicos e Fluorescentes
(LPCEIF), Centro de Tecnologia, UFAL.

4.3 Formacéao das mantas PCL/Propolis Vermelha

As amostras foram preparadas com porcentagens de cera ou extrato de: 1,5, 10 e
15% em relacédo ao peso total (1,8 g) de PCL presente na solugéo (

Tabela 2). Uma solucéo de referéncia intitulada como branca foi feita usando apenas
policaprolactona. As outras solugdes com cera ou extrato foram feitas com base nas
porcentagens mencionadas anteriormente. Os materiais foram solubilizados em uma solugéo
padronizada de cloroférmio/metanol (20 mL) na proporcdo 4/1 v/v, conforme o estudo
proposto por Ruckh et al. (2010). A solucdo foi agitada a 27 °C por 5 horas para garantir a
homogeneizagao dos reagentes.

As amostras foram identificadas por siglas para tornar a organizacdo mais fécil. A
sigla PCL se refere a policaprolactona. J& a sigla PCL-E representa a amostra que contém
extrato de propolis vermelha e policaprolactona. E a sigla PCL-C indica a presenca de cera e
policaprolactona. As numeragdes apos as letras informam a porcentagem de extrato ou cera de
propolis vermelha adicionada as solugdes.

Tabela 2. Proporcao da solucdo polimérica para formagdo das mantas

Amostra PCL (9) Extrato (g) Cera (0)
PCL 1,8 - -
PCL-E1 1,782 0,018 =
PCL-E5 1,71 0,09 -
PCL-E10 1,62 0,18 -
PCL-E15 1,53 0,27 -
PCL-C1 1,782 - 0,018
PCL-C5 1,71 - 0,09
PCL-C10 1,62 - 0,18
PCL-C15 1,53 - 0,27

As mantas foram produzidas pela técnica de eletrofiagdo aplicando uma tenséo de 18

kV. Foi utilizado uma seringa de vidro de 10 mL com agulha de 0,8 mm, onde sera colocada a
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solucdo polimérica para a formagdo das mantas. A distancia do coletor rotativo e a agulha foi
de 12 cm. A taxa de fluxo obedeceu a forca gravitacional.

Realizado no Laboratorio de Polimeros Condutores Eletrocromicos e Fluorescentes
(LPCEIF), Centro de Tecnologia, UFAL.

Na Figura 5, podem ser visualizadas as mantas produzidas.

:
|
|

: PCL-ES PCL-E10 PCL-E15

Figura 5. Fotos das Mantas eletrofiadas contendo PCL, PCL-E e PCL-C.

4.4 Caracterizacdo do Extrato e Cera de Prépolis
4.4.1 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

A andlise de teor de isoflavondides do extrato e cera de propolis vermelha foi
determinado por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado com detector de arranjo de
diodos (UPLC-DAD), modelo Shimadzu. Foi utilizado uma coluna Cig (150 x 4,6 mm; 5 pum);
a fase movel consistiu de &gua (Ultrapura) e acetonitrila (Merk), cujo o volume de injecdo
correspondeu a 2 puL com sistema de autoinjecdo; o modo de gradiente foi composto de 30%
de agua e 70% de acetonitrila no tempo de 0 minutos e 100% de acetonitrila em 40 minutos.

A identificacdo dos flavonoides foram realizadas pela comparacdo dos espectros
ultravioletas obtidos pelo fotodiodo em comprimento de onda de 249, 266, 275, 280, 289, 291
e 366 nm, e dos tempos de retencdo obtidos para os padrfes e para as amostras. Para o
preparo das amostras foi utilizado 1 mg do extrato e cera de propolis vermelha, no qual foi
diluido com metanol para baldo volumétrico de 10 mL (solucdo estoque), em seguida uma

segunda diluicdo foi realizada tomando-se 500uL da solucdo estoque e transferindo-se para
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outro baldo volumétrico de 10mL e completando o volume com metanol, para ser injetada no
UPLC-DAD. Outros detalhes utilizados para essa determinagdo estdo expostos no estudo de
Nascimento et al. (2016). Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Farmacia, do
Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da UFAL, sob coordenacdo do Prof. Dr. Ticiano
Nascimento.

4.5 Caracterizacio das mantas eletrofiadas
4.5.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens da morfologia das amostras foram obtidas por meio do Microscopio
Eletrénico de Varredura, modelo VEGA3 (Tescan, Republica Tcheca), utilizando detector de
elétrons secundarios (SE) em alto vacuo, temperatura constante sob tesdo de 20 kV. As
amostras foram fixadas em porta amostra utilizando fita de carbono e posteriormente
metalizadas com uma fina camada de ouro utilizando o equipamento Quorum Q150R ES com
uma corrente de 45 mA por um tempo de 200 s.

As porosidades superficiais das amostras foram estimadas a partir das suas imagens
obtidas por MEV utilizando o software OriginLab 2020b, por meio do método proposto por
Abdullah e Khairurrijal (2009). A porosidade foi calculada aplicando a Equagéo (1):

Porosidade = 1 — Zsctide (1)
Viotal

Onde 0 Vita € 0 volume total do material poroso relacionada a superficie e suas
coordenadas. Ja, 0 Vsiido € 0 volume abaixo da superficie, no qual é integrada, em que a
profundidade € estimada em pixels. A porosidade é analisada pela vacancia do material com o
volume fracionado que € observado pela micrografia. Para cada manta foi processado cinco
imagens.

Anélises realizada no Laborat6rio de Microscopia, Bloco de Quimica, IFAL.

4.5.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por Refletancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR-ATR foram obtidos no equipamento Espectrdmetro no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR IR-Prestige-21, Shimadzu) em modulo de
ATR. O intervalo investigado compreendeu 4000 a 500 cm™, 32 varreduras, cuja resolucéo
foi de 4 cm® utilizando detector do tipo InGaAs.

Realizado no Laboratério de Estruturas e de Materiais (LEMA), Centro de
Tecnologia, UFAL.
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4.5.3 Difracdo de Raios X (DRX)

Analises por difracdo de raios-X das mantas foram realizadas em um difratdmetro de
Raios X Shimadzu7000, no qual apresenta geometria Bragg-Brentano (0:0), fonte de radiagao
Cu Ka (A = 1,5418 A). As condigdes de andlise seguiram com um intervalo angular (20) de
18° a 40°, voltagem de 40 kV, corrente de 30 mA, tempo de contagem de 0,60 s, taxa de
varredura de 2°/min. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente (27 °C).

A cristalinidade dos materiais foram calculadas pelo método de separagédo simples de
areas, no qual consiste em separar as intensidade integradas da fase cristalina e amorfa em um
intervalo 20 (RABIEJ, 1991), apds a separacdo, a fracdo cristalina é estimada pela seguinte
Equacdo (2):

Ac
Ac+Aa

Fracao Cristalina = ( ) * 100 2
Onde, Ac e Aa representam a area cristalina e amorfa, respectivamente.
Realizado no Laboratério de Tecnologia de Nanosistemas Carreadores de

Substéncias Ativas (Tecnano), Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, UFAL.

45.4 Andlises Térmicas

Para medidas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria
(TG) foi utilizado o analisador térmico simultdneo modelo SDT (da TA instruments), com
aproximadamente 1,0 mg de amostra, sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 100 mL/min,
razdo de aquecimento de 10 °C/min, utilizando cadinho de aluminio. A faixa de temperatura
foi ajustada para 30 a 120 °C para a medida de DSC e entre 30 a 500 para a analise de TG.

Para o célculo (AMASH; ZUGENMAIER, 1997) da cristalinidade, foi utilizado os

resultados obtidos pela analise de DSC, no qual seguiu a seguinte Equacéo (3):

AHE

Cristalinidade = ( ) * 100 3

o*l'w
Onde, AHr é a entalpia de fusdo das mantas; AHr € a entalpia de fusdo para o
polimero (PCL) 100% cristalino, no qual o valor € 136 J/g (QIU et al., 2005); e, Fw é a fracao
do polimero presente na manta.
As analises foram realizadas junto ao Grupo de Catalise e Reatividade Quimica
(GCaR) - 1QB, UFAL.

39



455 Molhabilidade

O grau de intumescimento das fibras foram avaliados pela imersdo das amostras em
agua destilada (pH 6,4), utilizando o método proposto por Cay, Miraftab e Kumbasar (2014).
As fibras foram recortadas em formato circular com diametro de 10 mm e logo em seguida
pesadas para determinacdo da massa inicial. Apds a pesagem, as amostras foram imersas em
50 mL de agua destilada, no qual permaneceram imersas por diferentes periodos, variando
entre 1-60 min. Antes de medir o peso das amostras intumescidas, 0 excesso de agua
superficial foi removido utilizando papel absorvente. Todos os ensaios de intumescimento
foram realizados em triplicata. Para avaliar o grau de intumescimento foi aplicada a Equagéo
4.

Grau de Intumescimento = (W) * 100 4

Onde, Mumida € @ massa da amostra intumescida. J&, Minicia € @ massa da amostra
seca, isto é, antes de imersa na agua destilada. O grau de intumescimento foi obtido em
porcentagem.

As medidas de angulo de contato foram realizadas utilizando &gua destilada como
solvente em um sistema que consiste basicamente de um porta amostra, cuja a dimensao é de
10x10 mm, um microscopio digital (Magnificacdo 1600x) acoplado a um notebook, uma
lampada de LED, uma superficie de alinhamento ajustavel e uma seringa de 5 mL com agulha
inoxidavel de 25x0,6 mm.

As amostras foram recortadas de acordo com a dimensdo da porta a mostra, em
seguida o sistema foi ligado e gotejado o solvente sobre a superficie da amostra. O angulo de
contato da gota foi analisado pela variacdo do tempo. As fotografias foram avaliadas
utilizando o software ImageJ, seguindo a metodologia proposta por Stalder et al. (2006).

Andlises realizadas no Laboratério de Polimeros Condutores Eletrocrémicos e
Fluorescentes (LPCEIF), Centro de Tecnologia, UFAL.

45.6 Ensaios Mecanicos

Os ensaios de tragdo foram realizado sem uma maquina universal de ensaios
mecanicos da Shimadzu, modelo AG-X, com uma célula de carga de 100 kN. Para este
experimento foi utilizado as especificagdes da norma ASTM D882-10. Foram utilizados 5
corpos de prova para obtencdo do grafico Tensdo x Deformacdo, cujo as dimensdes dos
corpos de prova equivaliam a 7 mm de largura, 48 mm de altura e 0,2 mm de espessura. Foi

utilizada a taxa de deslocamento de 500 mm/min.
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As andlises foram realizadas no Laboratério de Estrutura e Materiais (LEMA) —
CTEC, UFAL.

4.5.7 Avaliacdo da Citotoxicidade

4.5.7.1 Cultura de células L929 na superficie do biomaterial

As células L929 semelhantes a fibroblastos foram cultivadas em um meio
modificado de Eagle por Dulbecco (DMEM com 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina fornecido pela Gibco, de Grand Island, NY, EUA)
complementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB, fornecido pela Gibco).
4.5.7.2 Ensaio Alamar Blue

A anélise da viabilidade celular foi realizada com o uso do ensaio Alamar Blue®
(Life Technologies, Carsbad, CA, EUA). Este método se baseia na reducdo do composto ativo
Resazurina pelas células viaveis, resultando na producdo de Resorufina. Ap6s 24 horas de
incubacdo, os biomateriais foram lavados com 1 mL de PBS e, em seguida, foram adicionados
450 uL de DMEM sem SFB e 50 pL de solu¢do Alamar Blue®. Os biomateriais foram
incubados por mais 4 horas a 37 °C e 5% de CO2. Duas aliquotas de 100 uL foram retiradas
dos pocos e transferidas para uma placa de 96 pocos, e a absorbancia de cada uma foi medida
com um leitor de fluorescéncia (excitacdo a 560 nm e emissdo a 590 nm) (Synergy H1,;
BioTek, Winooski, VT, USA). O grupo controle negativo (DMEM suplementado com 1% de
SFB) foi considerado como 100% de viabilidade celular, e os dados foram submetidos a testes
estatisticos com nivel de significancia de 5% (a<5%).

As andlises foram realizadas pelo grupo de pesquisa em Biomateriais do Instituto de

Quimica da UNESP no campus em Araraquara, SP.

45.8 Andalise Estatistica

Todos os resultados quantitativos foram relatados como médios e considerando o
desvio padrdo. A andlise estatistica foi obtida utilizando a analise de variancia unidirecional

(ANOVA), com p=.05 considerado como sendo estatisticamente significativo.
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5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

A técnica de cromatografia € amplamente utilizada na identificagdo e quantificacdo

de metabdlitos secundarios em diferentes produtos. O principio da técnica envolve a analise

de substancias por meio de seu tempo de retencédo, que depende da interacdo dos componentes

com a fase movel ou estacionaria. E crucial conhecer a composicdo do extrato e cera de

propolis vermelha para estabelecer padrBes para futuras aplicagdes. As Figuras Figura 6 e

Figura 7 mostram o perfil cromatogréfico dos flavonoides identificados, enquanto a Tabela 3

apresenta uma sintese dos compostos quimicos detectados. As estruturas quimicas das

substancias podem ser verificadas no ANEXO 1.
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Figura 6. Cromatograma do extrato de propolis vermelha no comprimento de onda de 280 nm. Identificagcdo de
1) Liquiritigenina; 2) Daidzeina; 3) Pinobanksina; 4) Isoliquiritigenina; 5) Formononetina; 6) Biochanina A; e

7) Pinocembrina
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Figura 7. Cromatograma da cera da propolis vermelha no comprimento de onda de 280 nm. Identificacéo de 1)
Liquiritigenina; 2) Daidzeina; 3) Pinobanksina; 4) Isoliquiritigenina; 5) Formononetina; 6) Biochanina A; e,7)
Pinocembrina

Os picos identificados na cromatografia correspondem aos flavonoides presentes nas
amostras de extrato e cera de propolis vermelha, incluindo Liquiritigenina (12,48 min),
Daidzeina (12,72 min), Pinobanksina (16,04 min), Isoliquiritigenina (17,20 min),
Formononetina (18,08 min), Biochanina A (22,55 min) e Pinocembrina (23,55 min), com
tempos de retencdo comparaveis aos padrbes analiticos utilizados durante a otimizacdo do
método cromatografico. Este método se mostrou eficaz na determinacdo da concentracdo
desses compostos no extrato e cera de propolis vermelha, com variacdo entre 0,05 e 7,5
pg/mL.

Os resultados apontam que os metabdlitos secundarios de maior concentracdo nas
amostras de extrato em comparagdo com a amostra de cera de propolis vermelha sdo:
Liquiritigenina, Daidzeina, Pinobanksina, Isoliquiritigenina, Formononetina, Biochanina A e
Pinocembrina, conforme ilustrado na Tabela 3. Esses compostos também foram descritos em
estudos de Nascimento et al. (2016) e Oliveira et al. (2020) ao investigarem o extrato de
propolis vermelha.

E esperado encontrar uma concentragdo menor dos metabdlitos secundarios na
amostra de cera em comparagdo com o extrato, ja que o extrato concentrado de propolis € rico

em tais substancias. Além disso, o processo de purificacdo da cera pode levar a perda ainda
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maior desses metabolitos. E importante ressaltar que a presenca desses compostos € o que
induzem a resposta bioativa, isto €, a existéncia dessas moléculas em uma matriz porosa pode

intensificar uma resposta antimicrobiana.

Tabela 3. Determinacéo de alguns flavonoides identificados no extrato e cera de propolis vermelha

Concentacéo (ug/mL)

A Tem
Flavonoide Amax. Reteengeg: (?r?in) = trato cora
(1)Liquiritigenina 275 12.48 5.050 0.922
(2)Daidzeina 249 12.72 2574 0.692
(3)Pinobanksina 289 16.04 0.955 0.091
(4)Isoliquiritigenina 366 17.20 5.317 1.658
(5)Formononetina 249 18.08 7.532 4.070
(6)Biochanina A 249 22.55 0.578 0.084*
(7)Pinocembrina 291 23.55 0.606 0.050*

Amax. = Comprimento de onda maximo (nm); *média e desvio padréo de trés determinagdes.

5.2 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR-ATR)

A técnica de analise FTIR-ATR foi empregada para investigar as interacdes quimicas
entre o PCL combinado com o extrato e o PCL combinado com a cera de préopolis vermelha.
Além disso, a analise FTIR-ATR permitiu identificar as vibragdes dos grupos funcionais
presentes nos materiais de partida. A Figura 8 apresenta os espectros FTIR-ATR das mantas e
seus compostos de origem, revelando as principais vibracGes presentes nestes compostos. Por
sua vez, a Tabela 4 descreve as atribui¢des das vibracdes observadas no espectro FTIR-ATR.

Ao analisar 0 espectro do PCL sdo observados duas absor¢des em 2944 cm’,
atribuida ao estiramento assimétrico do grupo metileno-oxigénio (vasCH2-0),ja outra em 2862
cm™ relacionada ao estiramento simétrico do grupo CH2 (HERNANDEZ et al., 2013;
JANARTHANAN et al., 2019). Uma intensa absor¢do é observada em aproximadamente
1724 cm, tal vibragdo é pertencente ao estiramento da carbonila (C=0) (LYU; LEE; HAN,
2019). O sinal em ~1365 cm™ pode estar atrelado a deformagéo dos grupos metilenos (CH.)
(HERNANDEZ et al., 2013). A banda associada a fase cristalina do polimero é evidenciada a
1294 cm’, no qual se refere aos estiramentos do tipo vCO e vCC (ELZEIN et al., 2004;
RESHMI et al., 2017). Outro estiramento assimétrico esta posicionado em ~1240 cm?,
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pertencente a ligagdo C-O-C (ELZEIN et al., 2004), referente ao grupamento éster desse
polimero. J&, as bandas situadas em aproximadamente 1187 e 1166 cm™ sdo estiramentos
simétricos referentes a fase amorfa do polimero (COLEMAN; ZARIAN; SECTION, 1979;
RESHMI et al., 2017). As outras duas bandas pontuadas em 1045 e 959 cmestfo associadas
a deformacao angular da ligagéo do tipo CH, (HERNANDEZ et al., 2013).
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Figura 8. Espectros FTIR das mantas contendo PCL/Extrato (a) e PCL/Cera (b) de prépolis vermelha

O espectro do extrato da prépolis vermelha exibe uma forte absorcao no intervalo de
3600-3000 cm™, cujo a absorgdo maxima é em aproximadamente 3356 cm, tal vibrag&o esta
relacionada ao estiramento OH dos grupos fendlicos presentes no extrato (DO
NASCIMENTO et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2019). Outras duas bandas de baixa
intensidade foram percebidas em 2971 e 2932 cm™ atribuidas aos estiramentos simétricos e
assimétricos dos grupos CH2 e CHg, respectivamente (GOMES et al., 2021; NASCIMENTO
et al., 2019). Tais vibragdes podem ser associadas a fragmentos de cera ou terpenos existentes
no extrato. Os sinais percebidos em 1619, 1507 e 1457 cm™ condizem com os estiramentos do
tipo CC relativo ao anel aromético dos flavonoides (DO NASCIMENTO et al., 2016;
NASCIMENTO et al.,, 2019), como foi verificado na medida de UPLC. Sabe-se que
compostos fendlico se flavonoides podem originar estiramentos e deformacdes angulares em
uma estreita faixa (1300-1000 cm™) de absorcéo (SILVA et al., 2018a), tal qual verificado nas
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vibrages 1157 cm? (vC-O) e 1109 cm? (5C-OH). A banda em 1033 cm? condiz ao
estiramento C-O pertencente ao grupo éter do anel aromatico, bem como a vibragdo apontada
em 840 cm™ esta associada a deformagdo angular fora do plano (yCH) (DO NASCIMENTO
etal., 2016; NASCIMENTO et al., 2019).

No espectro de FTIR-ATR da cera de propolis vermelha, todos os sinais estdo
relacionados as cadeias alifaticas presentes na estrutura da cera, onde esse produto é
geralmente composto por diferentes tipos de eésteres, hidrocarbonetos e acidos graxos
(BAGLIONI et al., 2018; SVECNJAK et al., 2015). Fortes vibracdes séo percebidas em 2916
cm? (vasCH2) e 2846 cm? (vsCH) pertencentes as absorcdes dos hidrocarbonetos
(SVECNJAK et al., 2015).

Tabela 4. Atribuic6es das vibraces dos compostos de partida

Numero (_jle onda Vibracdes Referéncias
(cm™)
2014 vCH, (HERNANDEZ et al., 2%?9 )JANARTHANAN etal.,
2862 w.CH, (HERNANDEZ et al., 2013; JANARTHANAN et al.,
2019)
1724 vC=0 (LYU; LEE; HAN, 2019)
1365 5CH; (HERNANDEZ et al., 2013)
o 1294 vCO e vCC (ELZEIN et al., 2004; RESHMI et al., 2017)
& 1240 vasCOC (ELZEIN et al., 2004)
1187 V(CCC(;? (COLEMAN; ZARIAN; SECTION, 1979; RESHMI et
vs{L-U) e al., 2017
1166 WCC )
1045 )
950 5CH; (HERNANDEZ et al., 2013)
3356 JOH (DO NASCIMENTO et al., 2016; NASCIMENTO et
al., 2019)
2971
— vCH,eVvCH; | (GOMES et al., 2021; NASCIMENTO et al., 2019)
S 1619
O .
2 1507 V(C=C) (DO NASCIMENTO et al., 2016; NASCIMENTO et
S al., 2019)
IS 1457
& 1157 vC-0
(SILVA et al., 2018a)
1109 8C-OH
1033 vC-O (DO NASCIMENTO et al., 2016; NASCIMENTO et
840 yCH al., 2019)
- 2916 vasCH> .
8 (SVECNIJAK et al., 2015)
2846 vsCH
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1733 vC=0 .

(RESHMI et al., 2017; SVECNJAK et al., 2015)
1464 6asCH2
1374 0asCHs3 (RESHMI et al., 2017)
1176 vC=0 e 6CH (BAGLIONI et al., 2018; SVECNJAK et al., 2015)
730 pCH> (RESHMI et al., 2017; SVECNJAK et al., 2015)

Nomenclatura:v = estiramento;5 = deformac&o angular no plano ou scissoring; y — deformacdo angular
fora do plano; p — rocking

A impressdo digital (fingerprint) da cera de abelha s&o comumente verificadas na
faixa entre aproximadamente 1800 a 800 cm™, no qual se encontram as absorcdes lipidicas.
Em 1733 cm™ é condizente com o estiramento C=0 de éster colesterol, bem como as
vibragBes em 1464 cm™ (5asCH2), 1374 cm™ (82sCH3) e 1176 cm™ (vC=0 e 5CH) podem ser
atribuidas estiramentos e deformacdes existentes nos grupos carboxilicos de &cidos graxos e
ésteres (BAGLIONI et al., 2018; RESHMI et al., 2017; SVECNJAK et al., 2015). J& o sinal
observado em uma regido de mais baixa absorgdo em 730 cm™ é atrelada a vibracéo do tipo
rocking pertencente aos hidrocarbonetos (RESHMI et al., 2017; SVECNJAK et al., 2015). O
ndo aparecimento de bandas relacionadas aos compostos fenolicos, como verificado na
analise de UPLC pode estar associada a baixa concentracdo dessas moléculas na composicao
da cera.

Os espectros de FTIR-ATR para o PCL incorporado com extrato e cera de propolis
vermelha mostram as mesmas intensidades e trechos caracteristicos do PCL, no qual em todas
as composi¢cdes das mantas nao é evidenciado vibragdes correlacionadas ao extrato e cera de
prépolis. Tais indicios podem ser interpretadas devido a baixa concentracdo do extrato e cera
de propolis, bem como a possibilidade de ocorrer a sobreposi¢do de bandas, sugerindo uma
boa homogeneidade das mantas. Outro ponto ndo detectado foi o aparecimento de novas
bandas o que sugere a inexisténcia da formacdo de novas ligacBes quimicas, no qual a
interacdo fisica é predominante entre os componentes que compdem as mantas (TRAN;
HOCKING; O’CONNOR, 2015). Um estudo realizado por Azevedo et al. (2018) demonstrou
0 mesmo comportamento verificado nesta pesquisa, porém encapsulando o extrato da prépolis

vermelha em formato semelhante a uma esfera.
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5.3 Analise Morfoldgica
5.3.1 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

As morfologias das mantas eletrofiadas podem ser visualizadas nas Figuras Figura 9
e Figura 10, incluindo seus histogramas correspondentes, permitindo uma avaliagdo dos
possiveis desvios e a distribuicdo das fibras. A média dos diametros das mantas podem ser
encontradas na Tabela 5.

A Figura 9a mostra a morfologia e a distribuicdo de tamanho das fibras de PCL. E
possivel observar que as fibras estdo entrelacadas sem qualquer padrdo de alinhamento, como
indicado pelo histograma, cujo didmetro médio ¢ aproximadamente 0,89 + 0,44 um. Nao ha
presenca de defeitos do tipo gota na estrutura das mantas, porém algumas imperfeicGes
rugosas sdo perceptiveis. Essas irregularidades podem estar relacionadas a interacdo entre o
polimero e o solvente, afetando a qualidade da fibra, ja que a tensdo superficial e a velocidade
de evaporacdo do solvente influenciam diretamente em formacdo (GONCALVES et al.,
2015).

O uso de diferentes solventes pode afetar significativamente a espessura e a
qualidade das fibras, pois quando o solvente ndo evapora antes da deposicdo das fibras, os
jatos podem se aglutinar formando mantas com aparéncias diferentes. Essas variacdes
resultam em diferentes morfologias de superficie (GONCALVES et al., 2015), como
comprovado por estudos realizados por Qin e Wu (2012), Lowery et al. (2010) e verificado

nesta pesquisa ao se utilizar uma mistura de cloroférmio/metanol.
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Figura 9. Micrografias MEV das mantas PCL (a), PCL-E1 (b), PCL-E5 (c), PCL-E10 (d) e PCL-E15 (e) e seus
respectivos histogramas de distribui¢do de tamanhos

As Figura 9b-e apresentam as morfologias e distribuicdes de tamanhos para mantas
gue contém uma mistura de extrato de propolis vermelha e PCL. Observe-se que a morfologia
das amostras é semelhante a da amostra contendo apenas PCL (Figura 9a), onde as fibras
estdo distribuidas de forma aleatdria e sem apresentar defeitos do tipo gota. A rugosidade das
fibras aumenta quando a concentracdo do extrato de prépolis é adicionada a estrutura do
polimero. Esse aumento pode ser devido a um menor estiramento sofrida pelas fibras que
contém o extrato de propolis ou por outras alteracbes ocorridas na solugcdo ou durante o
processamento.

Pode-se identificar trés possiveis maneiras pelas quais a adicdo de extrato de prépolis
a solucdo pode afetar a sua composicdo: (1) mudancgas na condutividade e viscosidade da
solucgéo; (2) impactos na taxa de evaporacao; e (3) variacdes na velocidade de cristalizacdo do
polimero. Quanto a manta PCL-E15 (Figura 9e), observa-se que as fibras apresentam
didmetros mais largos (cerca de 1,20 + 0,42 pum), o que pode ser atribuido a uma maior
quantidade de extrato de prépolis adicionada ao polimero. Esta constatagdo estid de acordo
com estudos anteriores realizados por Suryamathi et al. (2019) e Ferreira et al. (2022), que
também concluiram que a adicdo de extrato de propolis pode modificar parametros de
processamento e da solugdo, como descrito acima.

Ao avaliar os diametros das fibras que contém extrato de propolis e levando em
consideracdo o erro de analise, verifica-se que todos os valores se encontram dentro do
mesmo intervalo de tamanho. Isso sugere que a adicdo de extrato de propolis ndo tem impacto
significativo na morfologia das fibras eletrofiadas (FERREIRA et al., 2022). Este resultado
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difere dos estudos de Salles et al.(2020) e Ravichandran et al.(2019a), que utilizaram extratos
das folhas de Arrabidaea chica e Clerodendrum phlomidis, respectivamente, e observaram
uma reducdo de cerca de 50% nos diametros das fibras com a adi¢ao dos extratos.

A morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras contendo cera de propolis
vermelha sdo apresentadas nas Figura 10a-d. As amostras apresentam fibras individuais,
assimétricas e organizadas aleatoriamente, sem quaisquer defeitos tipo gota. A superficie das
fibras exibe uma estrutura parcialmente rugosa, como discutido anteriormente, possivelmente
devido ao menor estiramento das fibras causado pela presenca da cera.

De acordo com os histogramas (Figura 10a-d), é possivel verificar a variagdo no
diametro médio das fibras em funcdo da concentracio da cera de propolis. E evidente uma
tendéncia de reducdo no didametro médio das fibras com o aumento da concentracao da cera,
tendo uma variagédo de didmetro médio entre 0,72 a 0,82 um. Esta varia¢ao pode ser explicada
pois ceras sdo mais viscoelasticas, podendo assim sofrer mais movimentos durante a distancia
de trabalho e assim se solidificar com uma espessura maior.

Como demonstrado na literatura a diminui¢do do diametro médio das fibras também
pode ser atribuida a varia¢do da viscosidade da solucdo, que tende a diminuir com o aumento
da concentracdo de cera (RESHMI et al., 2017). Isso ocorre porque a cera tem um peso
molecular menor que o PCL, e, em solu¢fes com viscosidade reduzida, as cadeias poliméricas
sdo suficientemente isoladas e ndo se sobrepdem, resultando em fibras de diametro reduzido.
Além disso, as fibras contendo cera apresentam pouca variacdo em seus diametros, com
margem de erro relativamente baixa, o que indica que as amostras tendem a apresentar fibras

com tamanhos semelhantes.

EJprcL-c1

1,0 15 20 22
Diametro (um)

) A VAL >
SEM HV: 20.0 kV WD: 13.18 mm

View field: 81.6 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.54 kx Date(m/dly): 06/01/21 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

51



PCL-C5

AN NN

02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
Diametro (um)

SEM HV: 20.0 kV
View field: 65.6 ym
SEM MAG: 3.16 kx Date(m/dly): 06/01/21 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

PCL-C10

NN
NN

Frequéncia
8

\ \\
20 VAN
NN
N \ N
NN
10- LTRLNE
\ N\ \‘\j N \‘
o= A NN AN AN N AN s
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

Diametro (um)

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.36 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 95.2 pm Det: SE 20 ym
SEM MAG: 2.18 kx Date(m/dly): 06/01/21 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

PCL-C15

N
N

0:2 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
Diametro (um)

SEM HV: 20.0 kV WD: 13.31 mm VEGA3 TESCAN

View field: 108 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 1.92 kx _ Date(m/dly): 06/01/21 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Figura 10. Micrografias MEV das mantas PCL-C1 (a), PCL-C5 (b), PCL-C10 (c) e PCL-C15 (d) e seus
respectivos histogramas de distribui¢do de tamanhos
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Tabela 5. Diametro médio das mantas

Amostra Didmetro médio (pm)
PCL 0,89+0,44
PCL-E1 0,84 £ 0,45
PCL-E5 0,69 0,25
PCL-E10 0,76 £ 0,48
PCL-E15 1,20 £ 0,42
PCL-C1 0,72 £0,40
PCL-C5 0,71+0,28
PCL-C10 0,80 0,25
PCL-C15 0,82+0,35

5.3.2 Porosidade

A porosidade é um fator crucial para se obter uma ades&o eficiente de células em
aplicacdes biomeédicas. O método proposto por Abdullah e Khairurrijal (2009) permitiu
estimar a porcentagem de porosidade das mantas através da analise de suas micrografias. As
imagens de contorno (Figuras Figura 11-Figura 13) mostram a morfologia das micrografias
observadas no MEV, onde as variac6es de cor indicam a profundidade da amostra em relacéo
ao substrato. Valores mais proximos ao vermelho indicam que a superficie da amostra esta
mais elevada em relacdo ao substrato, enquanto valores préximos ao azul indicam o contrario
(ABDULLAH; SCIENCES, 2009). Com base nessas informagdes, foi possivel calcular os
valores de porosidade (Figura 14).

("e-n) apepisuaju|

Figura 11.Porosidade estimada por meio da morfologia da manta de PCL
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Os resultados apontam que as mantas eletrofiadas de PCL apresentam uma
porosidade relativa de 52,6% + 2,3, coerente com o0s dados encontrados na literatura
(SURYAMATHI et al., 2019). Observou-se que a adicdo de extrato ou cera de propolis
resulta em uma reducdo na porcentagem de porosidade quando a concentracdo € de 5%, com
valores sdo de aproximadamente 44% de porosidade.

No entanto, concentragcdes maiores do que 5% de extrato e cera de propolis levam a
um aumento na porosidade, alcancando valores aproximados a 52%. Este efeito pode ser
atribuido a repulsdo eletrostatica das fibras durante seu processamento, bem como a presenca
de substancias na superficie das fibras ou a pequena variacdo no didmetro das fibras.

Adicionalmente, a andlise estatistica dos resultados permite concluir que todas as mantas
apresentam valores de porosidade similares.
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Figura 14. Porosidade das mantas contendo extrato (a) e cera (b) de prdpolis vermelha

5.4 Anélises Térmicas

As curvas DSC (Figura 15) e TG/DTG (Figura 16) fornecem informacdes sobre o
comportamento térmico das mantas eletrofiadas. A Tabela 6 apresenta os dados resumidos

dos resultados obtidos pelo ensaio DSC, que indicam o0 comportamento térmico das mantas.
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Figura 16. Curvas TG e DTG (interior dos gréaficos de TG) das mantas contendo extrato (a) e cera (b) de
prépolis vermelha

A andlise da curva DSC do polimero revelou apenas um pico endotérmico,
correspondente ao ponto de fusdo. A adicdo dos compostos de propolis ndo afetou a
temperatura de fusdo, que variou entre 59,4 e 60,7 °C, indicando que ndo houve alteragdes no
tamanho dos cristais do polimero.

No entanto, foi observada uma reducgéo na cristalinidade do polimero a medida que
se adicionou o0s compostos de propolis vermelha. A maior diminuicdo foi de
aproximadamente 7%. 1Sso sugere que o extrato e a cera de propolis atuam como inibidores
de cristalizagao, impedindo que as cadeias moleculares do PCL se reorganizem e cristalizem.
Além disso, a répida evaporacdo do solvente e a organizacao das fibras também podem ter

contribuido para a reducéo na cristalinidade (WANG et al., 2013).
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A andlise térmica por meio de curvas de TG revelou que o inicio da degradagdo
térmica das mantas contendo PCL, PCL-E e PCL-C ocorreu em torno de 300 °C. A perda
percentual de massa na marca de 50% foi registrada aproximadamente a 400 °C. Este
comportamento sugere que as mantas de PCL/Extrato e PCL/Cera podem ser misturas
homogéneas. Esta observacdo coincide com o estudo de Ravichandran et al. (2019b), que
incorporou extrato de Clerodendrum phlomidis as fibras de PCL e obteve fibras homogéneas
sem modificacdes drasticas.

Além disso, foi identificada a formacdo de residuos nas amostras PCL-C10 e PCL-
C15 devido a maior presenca de cera nessas amostras. Uma pequena mudanca foi notada nas
amostras que contém 1% de extrato e cera de propolis vermelha no inicio da degradacéo,
devido a essas substancias agirem como impurezas na composi¢cdo da manta, ndo tendo
uniformidade apds sua producdo. Essas caracteristicas também podem ser verificadas em

outros testes como DRX, MEV e propriedades mecénicas.

Tabela 6. Perfil térmico e estrutural das mantas obtidas por DSC

Amostra Temperatura de fuséo Entalpia de fusao _ G rau de
(°C) (J/g9) cristalinidade (%0)
PCL 59,7 64,4 47,7
PCL-E1 60,7 64,4 47,0
PCL-E5 59,4 65,1 459
PCL-E10 59,6 64,6 42,8
PCL-E15 59,5 63,8 40,2
PCL-C1 60,3 65,1 47,6
PCL-C5 59,9 63,3 44,4
PCL-C10 59,8 64,5 42,8
PCL-C15 59,9 63,8 40,1

5.5 Difragéo de Raios X (DRX)

A técnica de analise de DRX foi usada para verificar a estrutura das mantas
eletrofiadas. As Figuras Figura 17 e Figura 18 mostram o resultado da difragédo de raios X para
as mantas que contém extrato e cera de prépolis vermelha. A imagem ampliada entre 20 a 26
°(20) permite verificar os picos mais importantes relacionados ao polimero. A Figura
19mostra a porcentagem cristalina das mantas, calculada a partir dos resultados da anélise de
DRX.
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Figura 18. Padrdo de Difracdo de Raios X das mantas contendo cera de propolis e sua faixa maximizada no
intervalo de 20-26 °(26)

A andlise de difracdo de raios X (DRX) revelou a presenca de dois picos estreitos no
perfil do PCL puro, situados em torno de 21,5 e 23,8 ° (20), que se referem aos planos (110) e
(200), respectivamente. Esses resultados confirmam a natureza semicristalina desse polimero,
que geralmente cristaliza no sistema ortorrdmbico, tendo um grupo espacial (P21212:-D3) que
suporta duas cadeias poliméricas por célula unitaria (CHATANI et al., 1970). Ao adicionar
extrato ou cera de propolis vermelha na estrutura do PCL, foi observado um pequeno

deslocamento dos picos (110) e (200) para angulos mais baixos, sugerindo uma leve expansao
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do espacamento interplanar na célula unitaria. Essas modificacbes podem ser causadas por
interacOes originadas de ligacGes quimicas secundérias, fazendo com que a estrutura do
polimero se ajuste a essas influéncias. Além disso, ndo foi constatada a surgimento de novos
picos, indicando que o sistema cristalino permanece inalterado (FLORES-CEDILLO et al.,
2016; RAVICHANDRAN et al., 2019a).

De acordo com a porcentagem de cristalinidade (Figura 19), as mantas eletrofiadas
apresentam uma diminuicdo conforme a quantidade de extrato ou cera de propolis é
adicionada na composicdo de PCL. Esta reducdo na porcentagem de cristalinidade corrobora
com os resultados obtidos nas analises térmicas, que também mostraram uma queda na
cristalinidade com o aumento dos compostos de propolis. Tal como mencionado
anteriormente, as substancias da propolis podem influenciar na diminuicdo da nucleacdo da
fase cristalina do PCL (KARLA et al., 2018).

Em geral, as mantas eletrofiadas tendem a apresentar uma cristalinidade menor em
comparacdo aos filmes fundidos (RAMDHANIE et al., 2006). Essa cristalinidade pode ser
afetada por diversos fatores, incluindo a taxa de evaporacdo dos solventes utilizados. A
cristalinidade dos polimeros pode ter implicacdes significativas em varias propriedades, tais
como propriedades mecanicas (PERUMAL et al., 2017), liberacdo de farmacos incorporados
na matriz polimérica (LU; LIN, 2002) e adesdo e proliferacdo celular quando utilizados na
engenharia de tecidos (PERUMAL et al., 2017).
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5.6 Molhabilidade
5.6.1 Grau de Intumescimento

A anélise do grau de intumescimento (GI) foi realizada para avaliar a capacidade de
absorcdo de agua por cada manta eletrofiada. A Figura 20apresenta o grau de intumescimento
de cada amostra ao longo do tempo de imersédo em agua destilada.

Analisando o gréafico (Figura 20), é evidente que as mantas eletrofiadas que contém
cera e as amostras PCL-E1 e PCL apresentam um GI menor, isto é, valores inferiores a 35%.
Isso é devido a natureza hidrofébica da cera e do PCL, que ndo favorecem uma elevada
absorcdo de agua por periodos prolongados. Ainda, a amostra PCL-E1 apresenta
comportamento diferente das demais de seu grupo, devido a baixa concentracdo de extrato de
propolis em sua composicdo, ndo mantendo o padrdo observado nas mantas com elevadas
concentragdes de extrato.

a) 450 b) 40
400 rs A e A 'y
7 S A A 4 v v
g ¥ g
< 3504 <
2 .l | 2
2 300 q{m ———e . . 2
© 250 o
2 | 2
E 200+ A = PCL £
E 150 Pl e PCL-E1 b=
s 1“ 4— PCL-E5 s
s 100d || v— PCL-E10 S
o o
= Il +— PCL-E15 =
© s | o
0] gm———8 3 9
T T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T T T T ¥ T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 20. Grau de intumescimento para as mantas de PCL-Extrato (a) e PCL-Cera (b) em funcdo do tempo de
imersdo em agua

Contrariamente as amostras de cera, as amostras contendo extrato de propolis com
concentracdo igual ou superior a 5% apresentam valores interessantes de capacidade de
absorcdo de agua. A amostra PCL-E10 e PCL-E15 alcangam a saturacdo em
aproximadamente 5 minutos, com GI de 392 + 6% e 289 + 13%, respectivamente. A amostra
PCL-E5 foi a que apresentou 0 maior grau de intumescimento, com 416 + 7% e estabilidade
de absorcdo de agua em cerca de 10 minutos. O motivo principal para essas amostras

apresentarem elevados Gl estd relacionado a presenca de grupos hidrofilicos, como
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Liquiritigenina, Isoliquiritigenina e Formononetina, presentes de forma majoritaria no extrato
de prépolis, o que facilita as interacbes polares com a agua.

Além disso, a amostra contendo 5% de extrato de prépolis foi a que apresentou o
menor diametro de fibras em comparagdo com as amostras de 10 e 15%. Isso significa que, ao
reduzir o didmetro das fibras, a superficie de contato aumenta, e com ela, a quantidade de
grupamentos polares na superficie da manta eletrofiada. Dessa maneira, um maior nimero de
grupos polares favorece uma interagdo mais intensa com a agua, resultando em um maior grau
de intumescimento.

Além disso, o elevado teor de extrato de prdépolis nas amostras PCL-E10 e PCL-E15
resulta em uma saturagcdo mais rapida da absorcdo de agua, 0 que provoca o intumescimento
das fibras de forma acelerada. Esse comportamento estd também ligado a porosidade dessas

amostras.

5.6.2 Angulo de Contato

A técnica da gota séssil, que mede o angulo de contato, foi aplicada para avaliar a
molhabilidade das mantas eletrofiadas. O comportamento do angulo de contato com o tempo
pode ser visualizado na Figura 21. J& na Tabela 7, observamos o angulo de contato das

amostras apds 120 segundos, juntamente com suas respectivas imagens neste periodo.
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Figura 21. Angulo de contato em funcéo do tempo das mantas PCL-Extrato (a) e PCL-Cera (b)

O éangulo de contato da manta formada por PCL foi de 126,2 £ 4,5° no inicio da
analise, mantendo-se dentro do intervalo de 127-124° durante todo o periodo, indicando sua
natureza hidrofobica. Da mesma forma, a amostra PCL-E1 e aquelas que continham cera

61



apresentaram angulos de contato entre 100-130° o que estd relacionado as propriedades
hidrofébicas da cera e a baixa concentracdo de extrato na amostra PCL-E1. Essas
caracteristicas indicam que essas fibras sdo predominantemente n&do-molhantes, como
reportado por Yuan e Lee (2013), ja que possuem angulo de contato acima de 90°.

Por outro lado, as amostras com concentracfes de extrato superiores a 5% s&o
classificadas como predominantemente molhaveis, pois possuem angulos de contato abaixo
de 90°, como observado apds 75 segundos (Figura 21), onde os angulos variam de 90 a 21°
durante todo o periodo de analise. Vale destacar que, ap0s esse periodo, a gota foi
completamente absorvida pelas fibras. Em comparagdo com o PCL, o éangulo foi
drasticamente reduzido devido a presenca de extrato de propolis nas mantas, o que demonstra
claramente que a elevada concentracdo dos componentes ativos presentes no extrato de
prépolis aumenta a molhabilidade das amostras, como confirmado pela analise de
intumescimento (RAVICHANDRAN et al., 2019b). Esse comportamento semelhante também
foi observado no estudo de Salles et al. (2020).

Tabela 7. Angulo de contato das mantas eletrofiadas no intervalo de tempo igual a 120 s

Amostra Angulo de Contato (°) Imagem
PCL 1259+55

PCL-E1 1206+ 14

PCL-E5 1145+ 2,8

PCL-E10 56,3+ 3,5

PCL-E15 62521

PCL-C1 1218+ 2,3
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PCL-C5 110,7+4,3

PCL-C10 1298 +£2,7

PCL-C15 1249+ 2,6

Além disso, é importante destacar que a amostra PCL-E5 apresentou uma reducéo
progressiva no angulo de contato, chegando a valores inferiores a 90° em aproximadamente
360 segundos. Isso indica que a amostra se tornou predominantemente molhavel. A lentiddo
na diminuicdo do angulo pode ser explicada pela presenca de porosidade e pela geometria e
area superficial do material, conforme discutido anteriormente (HUANG et al., 2010).

5.7 Propriedades Mecanicas

Os ensaios de tracdo uniaxial foram realizados para determinar as propriedades
mecanicas das mantas, as quais sdo fundamentais para fornecer suporte mecéanico adequado
durante a proliferacdo celular e regeneracdo de tecidos (JOSHI et al., 2015). As curvas de
tensdo versus deformacdo das mantas podem ser visualizadas na Figura 22. Além disso, 0s
dados relativos a resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e modulo de elasticidade podem

ser encontrados na Tabela 8, os quais foram calculados a partir das curvas obtidas nos ensaios

de tracdo.
a) ? b) 451
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Figura 22. Curvas representativas do comportamento tensdo x deformacéo das mantas contendo extrato (a) e
cera (b) de propolis vermelha, juntamente com o PCL puro
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As amostras que contém extrato de prépolis e cera na concentracdo de 1%
apresentam valores de propriedades mecanicas inferiores em comparagdo ao PCL puro, como
menores valores de tensdo maxima, elongacdo na ruptura e modulo elastico. Isso pode ser
atribuido a quantidade insuficiente de aditivos de propolis adicionados na matriz, o que
resulta em pequenos pontos de tensdo ou deformagdes na matriz, inferiores ao seu limite de
percolacdo. Estes pontos de tensdo afetam negativamente as propriedades mecanicas da
amostra em compara¢do com a matriz pura, como ja foi descrito em estudos da literatura
(FERREIRA et al., 2022; RAVICHANDRAN et al., 2019a).

Tabela 8. Propriedades mecanicas das mantas eletrofiadas

Amostra Tensdo Maxima Deformacdo Méaxima Médulo Elastico
(Mpa) (%) (Mpa)
PCL 36+0,9 167 £ 20 38+0,1
PCL-E1 2,5+0,6 105+ 12 34+0,2
PCL-E5 39+£0,7 109+ 19 6,5+0,6
PCL-E10 8,0+£0,7 161 + 14 8,9+£0,3
PCL-E15 55+£04 151+ 29 79104
PCL-C1 1,5+0,5 102 £ 22 23101
PCL-C5 33+£04 72 +22 7,7+0,3
PCL-C10 3,8+£0,3 162 +7 33+0,1
PCL-C15 3,7£0,5 129+ 21 59+0,6

Os resultados indicam que a amostra PCL-E10 apresenta as melhores propriedades
mecanicas, com uma tensao maxima de 8,0 £ 0,7 MPa, elongacéo na ruptura de 161 + 14 % e
modulo elastico de 8,9 £ 0,3 MPa. Por outro lado, a amostra PCL-E5 apresenta valores mais
baixos, com uma tensdo maxima de 3,9 + 0,7 MPa, elongacdo na ruptura de 109 + 19 % e
modulo elastico de 6,5 = 0,6 MPa. Finalmente, a amostra PCL-E15 apresenta uma tensao
méaxima de 5,5 £ 0,4 MPa, elongacdo na ruptura de 151 £+ 29 % e médulo elastico de 7,9 + 0,4
MPa.

Assim, quanto as amostras que contém o extrato de propolis, algumas hipoteses
podem ser levantadas: 1) o menor tamanho médio das fibras permite que as amostras se
alonguem de forma mais eficiente, resultando em maior deformacéo e sendo necessaria uma
tensdo maior para sua ruptura; 2) a adicdo do extrato de propolis pode resultar em menos

defeitos e maior elasticidade; 3) as ligagdes secundarias podem ter melhorado a eficiéncia
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dessas propriedades; 4) a variagdo do grau de cristalinidade e porosidade ndo foi o fator
preponderante para influenciar as propriedades mecanicas dessas amostras, considerando o
erro percentual existente.

As amostras com adicdo de cera apresentam uma reducdo nas suas propriedades
mecanicas em comparagdo com as amostras contendo extrato. Os valores obtidos para PCL-
C10 apresentaram tensdo maxima de 8,0 £ 0,7 MPa, elongacdo na ruptura de 161 + 14% e
modulo elastico de 8,9 £ 0,3 MPa, que sdo mais proximos dos valores do PCL puro. Embora o
PCL e a cera tenham uma boa compatibilidade, os baixos valores para as propriedades
mecéanicas podem estar relacionados a fatores intrinsecos da cera, pois ela contém substancias
que causam uma baixa resisténcia mecanica, como ja foi observado por Robert et al.
(ROBERT et al., 2009).

5.8 Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada para determinar a viabilidade celular das
mantas em organismos Vvivos. A viabilidade celular é proporcionada pelo grau médio de
absorcdo gerado pela presenca de formas produzidas pela reacdo do MTT com as células
viaveis. Duas mantas foram selecionadas para o teste, PCL-E10 e PCL-C10, que contém 10%
de extrato e cera de prépolis vermelha. Os resultados da avaliacdo de citotoxicidade dessas

mantas sdo ilustrados na Figura 23.
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Figura 23. Viabilidade celular das mantas eletrofiadas de PCL, PCL-E10 e PCL-C10 avaliada em células L929,
que sdo semelhantes a fibroblastos.
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O resultado para o controle positivo foi inferior a 10%, como era previsto, devido a
auséncia de células viaveis. Ao examinar o grafico (Figura 23), observou-se 100% de
viabilidade celular para as amostras PCL-E10 e PCL-C10. De acordo com os padrdes 1SO
10.993-5/2009, isso significa que as mantas sdo consideradas inativas, isto é, ndo possuem
nenhuma reatividade, pois as culturas celulares apresentam uma aparéncia discreta de
granulos intracitoplasmaticos, sem sinais de lise celular ou reducéo no crescimento. Em outras

palavras, as mantas ndo apresentam citotoxicidade.
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6 CONCLUSAO

As mantas eletrofiadas incorporadas com cera e extrato de propolis vermelha foram
produzidas com sucesso, tendo didmetro médio de fibras menor ou igual a 1,2 um. A propolis
vermelha é uma fonte rica em metabdlitos secundarios, superando a cera nesta categoria.

A elevada porosidade das mantas, superior a 44%, cria um ambiente propicio para o
crescimento celular. O comportamento vibracional das fibras indica uma interacdo
principalmente fisica, 0 que ajuda a estabilizar as mantas termicamente. No entanto, a adi¢do
de cera e prépolis vermelha resultou na reducdo da cristalinidade das mantas, devido a
natureza amorfa da prépolis.

O aspecto hidrofébico das amostras que contém cera e PCL afetou a molhabilidade
das mantas, caracterizadas como material ndo-molhavel. Por outro lado, as fibras com
concentracdo de extrato de prépolis igual ou superior a 5% apresentaram melhores resultados
em termos de absorcdo de agua, com angulo de contato menor que 90°. A combinacdo dos
valores de modulo de elasticidade, tensdo e deformacdo maxima é otimizada na amostra que
contém 10% de extrato de prépolis.

As mantas que possuem percentual de 10% de Cera e Extrato de prépolis vermelha
sdo atdxicas. Ainda, € evidenciado que a concentracdo maxima de extrato e cera de propolis é
15%, pois acima dessa porcentagem ocorre saturacao da fibra.

Considerando esses aspectos, as mantas eletrofiadas apresentam caracteristicas
notaveis que as tornam uma opcao vidavel como curativo dérmico bioativo. Com base nos
argumentos expostos anteriormente, a amostra que contém 10% de extrato e cera de prépolis

vermelha tem as melhores propriedades para essa aplicagéo.
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ANEXO |

A estrutura quimica dos flavonoides presentes no extrato e na cera de propolis
vermelha pode ser visualizada abaixo.

Estrutura Nome
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of reaction time and thermal treatment in solid state
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Abstract  Although the luminescent properties of
carbon dots (CDs) already have been modulated by
changing different synthetic parameters, the effect
af the reaction time and wemperature s still rarely
explored. In this work, a facile and eco-friendly syn-
thesis of CDs by hydrothermal method using red
propolis wax as a source of carbon was performed
in times of 6 (CD6) and 24 h (CD24) and thermally
treated. The produced CDs exhibit a size around 2-5
nmy, & uniform morphology, and an intense blue light
photoluminescence emission under UV irradiation.
The photoluminescent properties of CDs display both
excitation-dependent/independent emission that are
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affected by the different reaction times tested in the
synthesis. The results showed that the degree of oxi-
dation'defects decreases as the particle size increases
providing an unusual emission behavior independent
of the excitation with the time increase from 6 to 24
h. In addition, the heat treatment makes the CD6 sam-
ple emit independent of the excitation. Moreover, it
is noteworthy that to the best of our knowledge, red
proprolis wax has not been used as a precursor in the
synthesis of CDs and no study has reported changes
in dependentindependent emission of CDs by using
different reaction times and thermal ireatments.
Giraphic Abstract

Keywords Carbon dots - Luminescence - Red
propolis - Wax - Dependentfindependent emission -
Temperature dependence

Introduction

Carbon dots (CDds) are an allotropic class of carbon
nanomaterials that show biocompatibility, solubil-
ity in water, low toxicity, photostability, and low cost
(Chen et al. 2018a; Zhoo et al. 2017). The scarch
for environmentally friendly synthesis methods and
lower cost, abundant, and rencwable carbon precur-
sors has atiracted the interest of the scientific com-
munity o produce carbon dots with efficiency from
a varicty of carbon wastes (Meng et al. 2009; Sharma
etal. 2017; Arumugam and Kim 2018).
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