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RESUMO

A propolis vermelha de Alagoas (PrVA) é reconhecida como um produto exclusivo da biodiversidade brasileira. Diversas
funcdes farmacoldgicas sdo atribuidas a este material, como acfes anti-inflamatéria e cicatrizante. Apds o0 processo
extrativo, cerca de 40% da propolis é descartada. O residuo da propolis vermelha de Alagoas (RPrVA) é um material
pouco explorado e com grandes possibilidades de ainda de conter substancias ativas importantes. Desta forma, o objetivo
deste trabalho é utilizar o RPrVA o desenvolvimento de membranas eletrofiadas para aplicacdo na regeneracao de feridas.
Para esse desenvolvimento, utilizou-se a técnica de eletrofiagdo. A Poli (e-caprolactona) (PCL) foi utilizada para a
processabilidade das membranas eletrofiadas, cujas concentragdes de PCL e RPrVA foram 1%, 5%, 10%, 15% e 25%. O
material utilizado para desenvolvimento das membranas, RPrVA, foi previamente caracterizado através de FTIR, TG e
UV-vis, comprovando que o residuo extrativo também possui caracteristicas farmacoldgicas relevantes que poderiam ser
utilizadas para cicatrizacdo de ferimentos, como queimaduras. As membranas desenvolvidas foram avaliadas por MEV,
porosidade e didmetro médio de nanofibras. Os resultados indicaram que o RPrVA equivaleu-se em 39,5% (m/m) em
relagdo a PrVA. As analises de FTIR e UV-vis confirmaram a presenga de componentes ativos com potencial
farmacol6gico no RPrVA, como compostos flavonoides. A analise de TG revelou que o pico de degradacdo do RPrvA
aconteceu a 389°C, em quanto que na PrVA aconteceu a 415°C, indicando que o residuo é um material mais purificado
e com a presenca de mais materiais inorganicos. As membranas eletrofiadas possuiram didmetros de aproximadamente
620 nm, variando de 450nm a 750nm. Esse diametro variou pela concentracdo de RPrVVA, indicando que ao passo em que
a concentracdo de PCL foi substituida por RPrVVA as nanofibras tornaram-se mais finas. A anélise de porosidade revelou
que ndo houve uma grande diferenca de porosidade entre todas amostras, cujos valores estavam em torno de 82,429% no
limiar 1, 50,643% no limiar 2 e 19,94% no limiar 3 para a amostra contendo 25% de RPrVA e foram medidos os didmetros
médios das nanofibras que comp&em as membranas. Essa porosidade é extremamente importante para 0 ancoramento
celular e remodelacdo do tecido lesionado, além de permitir a troca gasosa para com 0 meio extracorpéreo e a saida de
fluidos corporais dos ferimentos. Como conclusdo do estudo pode-se confirmar a presenca de substancias ativas no
RPrVVA, que seria descartado, como compostos flavonoides que possuem atividade cicatrizante e antioxidante relatada
em literatura. Houve diminui¢do da espessura das nanofibras ao passo em que houve maior incorporacéo de RPrVA e
remoc¢do do PCL nas solucbes poliméricas. A alta porosidade das mantas, biodegradabilidade do polimero e a presenca
de substancias ativas tornam as membranas fortes candidatas para aplicagdes dérmicas, como curativos de pele, para a

regeneracgdo de tecidos lesados.

PALAVRAS-CHAVE: Curativos dérmicos, Eletrofiagdo, Residuo, Prépolis vermelha de Alagoas



ABSTRACT

The red propolis of Alagoas (PrVA) is recognized as an exclusive product of Brazilian biodiversity. Several
pharmacological functions are attributed to this material, such as anti-inflammatory and healing actions. After the
extraction process, about 40% of the propolis is discarded. The residue of red propolis from Alagoas (RPrVA) is a little
explored material and with great possibilities of still containing important active substances. Thus, the objective of this
work is to use RPrVA in the development of electrotrophied membranes for application in wound regeneration. For this
development, the electrospinning technique was used. Poly (g-caprolactone) (PCL) was used for the processability of
electrotrophied membranes, whose concentrations of PCL and RPrVA were 1%, 5%, 10%, 15% and 25%.The material
used to develop the membranes, RPrVVA, was previously characterized through FTIR, TG and UV-vis, proving that the
extractive residue also has relevant pharmacological characteristics that could be used for wound healing, such as burns.
The developed membranes were evaluated by SEM, porosity and mean diameter of nanofibers. The results indicated that
the RPrVA was equivalent to 39.5% (m/m) in relation to PrVA. FTIR and UV-vis analyzes confirmed the presence of
active components with pharmacological potential in RPrVVA, such as flavonoid compounds. The TG analysis revealed
that the RPrVVA degradation peak happened at 389°C, while in PrVA it happened at 415°C, indicating that the residue is
amore purified material and with the presence of more inorganic materials. The electrotrophied membranes had diameters
of approximately 620 nm, ranging from 450nm to 750nm. This diameter varied by the RPrVA concentration, indicating
that as the PCL concentration was replaced by RPrVA, the nanofibers became thinner. Porosity analysis revealed that
there was no great difference in porosity between all samples, whose values were around 82.429% at threshold 1, 50.643%
at threshold 2 and 19.94% at threshold 3 for the sample containing 25% RPrVA and the average diameters of the
nanofibers that make up the membranes were measured. This porosity is extremely important for cell anchoring and
remodeling of the injured tissue, in addition to allowing gas exchange with the extracorporeal environment and the exit
of bodily fluids from wounds. As a conclusion of the study, the presence of active substances in RPrVVA can be confirmed,
which would be discarded, such as flavonoid compounds that have healing and antioxidant activity reported in the
literature. There was a decrease in the thickness of nanofibers while there was greater incorporation of RPrVA and
removal of PCL in polymer solutions. The high porosity of the mats, biodegradability of the polymer and the presence of
active substances make the membranes strong candidates for dermal applications, such as skin dressings, for the

regeneration of damaged tissues.

KEYWORDS: Dermal dressings, Electrospinning, Residue, Red propolis from Alagoas
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1. INTRODUCAO

Queimaduras sdo definidas como lesdes traumaticas ocasionadas por agentes termicos,
quimicos, elétricos ou radioativos que podem levar a destruicdo total ou parcial da estrutura da pele
e anexos. Sendo este um problema de satde publica global, sdo relatados pela Organizacdo Mundial
de Saude 180.000 mortes anuais em decorréncia desta condicdo, ocorrendo em grande nimero nos
paises de baixa ou média renda. De maneira geral, as queimaduras acontecem demasiadamente em
mulheres e criancas em razdo de servicos domésticos, explosdes de foges ou contato direto com
chamas quentes.

A resisténcia bacteriana a antibidticos é um fator predominante para a busca de curativos com
propriedades farmacoldgicas especificas (BHUVANESHWARI et al., 2010). Podemos afirmar que o
intuito final do tratamento de queimaduras consiste na restaura¢do completa do tecido lesionado de
modo a minimizar as infec¢Bes. Nesse sentido, diversos métodos para cicatrizacdo sdo desenvolvidos
a cada dia, com o objetivo de trazer salde e bem-estar ao paciente. Dentre tantas possibilidades, os
substitutos dérmicos artificiais sdo produtos inovadores com grande similaridade ao tecido humano.
A éarea que pesquisa este desenvolvimento é a Engenharia de Tecidos, uma subarea da Medicina
Regenerativa. Para isso, sdo necessarios polimeros biodegradaveis atoxicos, que dao suportes para o
crescimento de células (scaffolds) e possuem a funcdo de biomimetizar a estrutura natural da matriz
extracelular dos tecidos.

A producdo de scaffolds pode ser realizada por meio da técnica de eletrofiacdo, que
corresponde a criacdo de nanofibras com estrutura similar a matriz extracelular do tecido epitelial.
Um fator de real importancia em scaffolds é a necessidade de porosidade em sua estrutura, porque
sdo adequadas para o crescimento celular entre as nanofibras e troca gasosa do tecido, e produzir
espaco para 0 ancoramento das células. Os polimeros biodegradaveis dissolvem-se ao longo do tempo
quando implantados, e por esta razdo sdo excelentes materiais para uso in vivo porque ndo ha
necessidade de cirurgia secundaria para remoc¢do do material ao fim do tratamento, o que reduz 0s
custos e melhora a aceitagdo do paciente na terapia (WU et al., 2020).

Nas ultimas décadas os polimeros biodegradaveis tém atraido atencdo, tanto em razdo das
questdes ambientais, como para a area da saude (PUPPI; CHIELLINI, 2020). Dentre tais polimeros,
destaca-se a Poli (e—caprolactona) (PCL), polimero com excelente biocompatibilidade (ZHANG et
al., 2006), utilizado em scaffolds (LI et al., 2007), regeneracdo 6ssea (AGARWAL; WENDORFF;
GREINER, 2008) e liberacdo controlada de farmacos (QIN; WU, 2012). A biocompatibilidade do
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PCL com outros polimeros (HOSSEINKAZEMI et al., 2015), substancias ativas e suas propriedades
mecanicas sdo caracteristicas importantes que o tornaram comum na area farmacéutica (SIDDIQUI
etal., 2018).

A propolis vermelha de Alagoas (PrVA) é um material opoterapico reconhecido como um
produto exclusivo da biodiversidade brasileira, com indicacdo geogréfica validada
internacionalmente. A prépolis destaca-se no mercado por seus efeitos farmacologicos
potencializados em razdo de seus componentes polifenois do tipo flavonoides. A partir da propolis
bruta é elaborado o extrato hidroalcdolico para comercializagdo e o residuo extrativo é descartado,
equivalendo-se em peso a aproximadamente 40% da massa total. Assim, grande fracdo da prépolis é
descartada e poucas pesquisas foram realizadas para avaliar seu potencial na area farmacoldgica.

Desta forma, foi proposto neste trabalho a utilizacdo do residuo da propolis vermelha como
matéria-prima na produgdo de um biomaterial nanotecnoldgico em formato de membrana. Este
biomaterial possui estrutura biomimética a matriz extracelular da pele, e os principios ativos
encontrados no residuo poderdo auxiliar no processo de cicatrizacao de tecidos epiteliais podendo ser
aplicado como possivel substituto dérmico. Para tanto, utilizou-se o residuo extrativo da prépolis
vermelha de Alagoas e a Poli (e-caprolactona) na producdo de mantas, utilizando a técnica de
eletrofiacdo, para a producdo da morfologia adequada para biomimetizagcdo estrutural da matriz

extracelular da pele.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Eletrofiagéo

Eletrofiacdo ¢ uma técnica simples que utiliza forcas eletrostaticas para produzir fibras.
Utilizada em diversas &reas, € eficaz na obtencdao de fibras continuas com didmetro variando de
centenas de nandmetros a dezenas de micrémetros a partir de uma solucdo polimérica (OPREA,;
FICAI; ANDRONESCU, 2019). As fibras resultantes sdo extremamente finas, e essa
caracteristica possibilita sua incorporacdo em diversos setores de aplicacdo (WU et al., 2020),
como a filtracdo seletiva de liquidos, uso em sensores e engenharia de tecidos (ZHANG et al.,
2020).

Desenvolvida no século XIX por Rayleigh e Zeleny, e patenteada por Formhals em
1934, a técnica ganhou reconhecimento apenas na década de 90, quando houve uma busca
maior por recursos nanotecnologicos e novos materiais (VENTURELLI; GRIPA, 2017).
Vantagens sao atribuidas a eletrofiacdo, como o uso de instrumentos baratos, baixo uso de
materiais reagentes, fabricacdo simples e grande capacidade para produc@es industriais (GAO
et al., 2019). Na Engenharia de Tecidos, a técnica é utilizada para producao de biomateriais
nanoestruturados que vem a formar uma rede tridimensional sobre as lesdes de pele, imitando
a estrutura fibrilar da matriz extracelular e favorecendo o crescimento e recuperagédo do tecido
lesado (NOROUZI et al., 2015; CHAN; LEONG, 2008). Além disso, os produtos resultantes
da técnica podem ser utilizados também para entrega e substitui¢do de genes e incorporacao de
fatores de crescimento (TIWARI, 2012).

O aparelho mais bésico de eletrofiagdo consiste de uma fonte de alta tensdo ou voltagem,
um eletrodo condutor e um aparelho coletor ligado ao fio terra. Nos laboratoérios utiliza-se uma
seringa de vidro, que armazena a solucao polimérica, acoplada a uma agulha metalica (TEO;
INAI; RAMAKRISHNA, 2011). O coletor pode apresentar varios formatos, como chapas lisas
metéalicas ou também cilindros rotativos, mas sempre sera feito de material metalico, gerando
um campo eletromagnético entre a ponta da agulha e o coletor metalico. Baji et al.(2010)
afirmou que é possivel produzir nanofibras orientadas de acordo com o coletor, sendo o rotativo
em alta velocidade o responsavel por fibras retas. Em contrapartida, os coletores do tipo fixo,
como as chapas metalicas, produzem nanofibras com deposicdo aleatéria na manta, ndo tendo
padréo de organizacdo. A figura 1 ilustra o processo de eletrofiacdo utilizado para a realizagéo

deste trabalho.
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Figura 1 - Representagdo esquematica do processo de eletrofiacéo

Solugdo
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universal
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alta tensao

Fonte: AUTOR, 2021.

Normalmente, a gota de solucao polimérica sai da ponta de agulha proferida pela tensédo
superficial da solucdo, que é influenciada pela gravidade. Ramakrishna et al.(2005) afirmaram
que a eletrofiacdo s6 acontece quando a solucdo polimérica ultrapassa o valor da tensdo
superficial, e que uma alta tensdo significa que a interacdo das moléculas do polimero e do
solvente € significativa, entdo quando a solucdo polimérica esta sofrendo acdo do campo
elétrico o solvente difunde-se ao redor do polimero (RAMAKRISHNA; FUJIHARA; TEO;
LIM, 2005). Quando uma corrente de alta voltagem € aplicada na ponta da agulha uma alta
tensdo é aplicada na gota. A alta tensdo que incide sobre a gota a torna eletrificada, e devido a
esse fendbmeno essa gota é modificada para o formato de um cone, sendo conhecida como “Cone
de Taylor” (JON STANGER, 2005). A formacdo do cone é causada pelo equilibrio entre as
cargas elétricas da solucdo polimérica e a tensdo superficial inerente a propria solu¢do. Quando
a tensdo superficial é elevada forma-se um alongamento do cone, projetando um jato que segue
em direcdo a placa coletora. A forma do cone de Taylor é controlada pela tensao superficial,

forca eletrostatica e pela gravidade durante a eletrofiacdo (HE, 2020).

Figura 2 - Cone de Taylor

Fonte: HE, 2020.
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A0 passo que o jato sai da ponta da agulha até o coletor o solvente evapora, as fibras
poliméricas vao sendo formadas e solidificadas (VELEIRINHO, 2008). Além das fibras podem
ser formadas imperfei¢des na membrana, conhecidas como “Beads”, essas imperfeigdes sao
goticulas resultantes da atuacéo da tensdo superficial que ira fornecer formas esféricas no lugar
de nanofibras (HAN; YARIN; RENEKER, 2008). Diversos fatores influenciam no sucesso da
técnica de eletrofiacdo, destacando-se os parametros da solucdo (Condutividade elétrica,
Viscosidade e Concentracdo polimérica), do ambiente (Temperatura e Umidade) e do
processamento (Distancia da agulha ao coletor, Tenséo aplicada no sistema e Taxa de vazéo da
solugcdo) (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

2.1.1. Parametros que influenciam no processo de eletrofiacdo

2.1.1.1.  Parametros da solucéo
I.  Condutividade elétrica

A condutividade de uma solucdo polimérica é determinada pelos componentes da
propria solugdo, podendo variar de acordo com as cargas elétricas presentes. Esta condutancia
especifica influencia diretamente no produto da eletrofiagcdo, visto que as solugbes com alta
condutividade possuem uma capacidade maior de produzir corrente elétrica e ficam expostas a
uma grande tensdo superficial, levando a formacdo de nanofibras deformadas (HAYATI,
BAILEY; TADROS, 1987; SILVA, 2014). Por outro lado, a baixa condutividade provoca um
alongamento insuficiente do jato, levando a uma redugéo significativa no didmetro das fibras e
0 aparecimento de Beads (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Essa aparéncia das nanofibras
resultantes de solu¢Ges com baixa condutividade pode ser explicada pelo maior estiramento da
fibra, em razdo da maior mobilidade de cargas elétricas da solucdo (SILVA, 2014). Ja as

solucbes semicondutoras levam a fibras estaveis (ZHANG et al., 2005).

Il.  Viscosidade e Concentracdo polimérica

A concentracdo minima para a formacdo de nanofibras é conhecida por “concentracdo
critica” e essa tal concentragéo € relacionada a variagdo na viscosidade e tensdo superficial da
solucdo. Acima da Concentragdo critica, a alta viscosidade da solucdo ir4 impedir uma
conformacdo capaz de formas fibras, pois haverd uma quantidade muito elevada de polimero
na solugéo e a formag&o do jato é prejudicada. Em contrapartida, as solu¢Bes que estdo abaixo
da concentracdo critica irdo gerar gotas, pois a tensao superficial aumenta e o jato € dividido
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; PILLAY et al., 2013; QIN; WU, 2012).
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Viscosidade é uma propriedade fisica caracterizada pela resisténcia a um fluido de
escoamento, sendo intimamente relacionada com a concentragdo polimérica. A viscosidade da
solucéo dependera do peso molecular do polimero, da concentracdo do solvente e da solugédo
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; QIN; WU, 2012). Em um estudo feito por Process et al.(1995),
concluiu que as nanofibras sdo formadas em um valor limite de viscosidade, estando este entre
800 a 4000 cp. O mesmo estudo observou que abaixo de 800 cp. houve gotejamento da solugéo,
enguanto que acima de 4000 cp. ndo houve formacéo da fibra porque a solugdo ndo conseguiu

sair da agulha.

2.1.1.2.  Par&metros do ambiente
I.  Temperatura e Umidade

A temperatura e a umidade séo parametros ambientais que influenciam diretamente no
processo de eletrofiagdo. A temperatura influencia na morfologia final das nanofibras porque
altera a viscosidade da solucdo polimérica (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Em altas
temperaturas a viscosidade da solucdo diminui (ALMEIDA, 2014) e a evaporacao do solvente
¢ mais facilitada, gerando nanofibras mais planas. Quando acontece o inverso, com uma
temperatura ambiente mais baixa, obtém-se fibras deformadas (RODOPLU; MUTLU, 2012).

A umidade é um parametro ambiental que corresponde a quantidade de agua presente
na atmosfera. De modo geral, a umidade determina a velocidade de evaporacdo do solvente
guando as nanofibras estdo solidificando-se no caminho da ponta da agulha ao coletor. Quando
baixa, faz o solvente evaporar muito rapidamente, podendo obstruir a ponta da agulha e impedir
que haja o escoamento da solucdo (BAUMGARTEN, 1971). Na medida em que a umidade é
elevada, pode haver condensamento de agua na superficie da fibra alterando sua morfologia,
principalmente quando os polimeros estdo dissolvidos em solventes volateis, como
cloroférmio, acetona e tolueno (MEGELSKI et al., 2002; BOGNITZKI, M; CZADO, W,
FRESE; SCHAPER, 2000).

2.1.1.3.  Parametros do processamento
I.  Distancia da agulha ao coletor
Para que ocorra a solidificacdo das fibras é necessaria uma distancia adequada entre a
agulha e o coletor, para que o solvente seja evaporado (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Essa
distancia influencia diretamente no didametro e na morfologia das nanofibras (SILVA, 2014) e
caso ndo esteja no intervalo adequado pode-se verificar a formacéo de fibras deformadas.

Aumentando a distancia ha uma diminuicdo do campo elétrico e o diametro das fibras é
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reduzido (PILLAY et al., 2013). Esse aumento provoca uma reducdo no estiramento das
nanofibras, aumentando o didmetro. Quando a distancia é diminuida ha um campo elétrico
grande e o jato é esticado rapidamente (SILVA, 2014). Esse encurtamento faz com que o
solvente ndo tenha tempo de evaporar adequadamente e tornam as fibras arredondadas
(PILLAY etal., 2013).

Il.  Tensdo aplicada no sistema

A eletrofiacdo ocorre somente se a solugdo polimérica ultrapassar a tensdo superficial.
Ramakrishna et al. (2005) afirmaram que a alta tensdo superficial é resultado de uma forte
interacdo entre as moléculas poliméricas e de solvente. Para que ocorra a formacdo das fibras
deve existir uma voltagem capaz de induzir as cargas elétricas sobre a gota, iSso é necessario
para que as forcas eletrostaticas de repulsdo superem a tensdo superficial e o jato possa ser
langado (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Quando a tenséo é alta ha um aumento na aceleracéo
do jato e ha um estiramento da solucéo, resultando em uma diminui¢do no didmetro da fibra
(LIN; DENG; JIN, 2012).

I1l.  Taxa de vazdo da solugdo

A taxa de vazdo da solucdo polimérica influencia o diametro, porosidade e a forma das
nanofibras (PILLAY et al., 2013). A vazdo deve permitir um fluxo continuo da solucéo, de
modo que 0 solvente possa evaporar por um maior tempo, sendo mais desejavel uma baixa
tensdo (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Em taxas de vaz&o elevadas obtém-se nanofibras de
grosso calibre (ZONG et al., 2002) e isso é atribuido ao volume da gota de solucdo que esta
escoando da agulha, tornando a trajetoria mais rapida e uma menor secagem de nanofibras,

gerando muitas imperfeicoes.

2.2.  Eletrofiacdo de Biomateriais e Engenharia de tecidos

Biomateriais sdo definidos como insumos inertes aos sistemas bioldgicos utilizados para
estimular o crescimento, tratamento ou substituicdo de estruturas que influenciem no
funcionamento do corpo (NADERI; MATIN; BAHRAMI, 2011). Estes materiais foram
desenvolvidos para serem a base de produtos com finalidades terapéuticas, desde administracao
de medicamentos a produtos reconstrutivos (ASADPOUR; YEGANEH, 2016). De modo geral,
os biomateriais podem ser classificados por diferentes vieses, sendo estes: composi¢ao quimica,
natureza de ocorréncia ou origem, estabilidade dimensional, interacdo com os tecidos do corpo

vivo, propriedade de biodegradabilidade, aspecto estrutural, aplicagéo, sitios de aplicacdo e, por
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fim, o tempo de permanéncia no corpo (BISWAL; BADJENA; PRADHAN, 2020). A tabela 1

demonstra a base de classificacdo e explana os principais topicos de cada classificacao.

Tabela 1 - Base da classificacdo de biomateriais

Base de Classificacdo Biomateriais de diferentes classes

Composi¢do quimica Materiais ceramicos, poliméricos, metalicos e compasitos

Natureza da ocorréncia ou origem  Natural, semissintético, sintético e materiais hibridos

Estabilidade dimensional Forma nano, micro e macro de biomateriais

Interacdo com os tecidos do corpo Reabsorvivel, ndo reabsorvivel, bioativo e bioinerte

Vivo

Propriedade de biodegradabilidade Biodegradavel e bioestavel

Aspecto estrutural Poroso e ndo poroso

Aplicacéo Diagndstico, terapéutica, restauracdo, preventivo
regenerativo

Sitios de aplicacdo Intracorporal e extracorporal

Tempo de permanéncia no corpo  Limitado, prolongado e permanente

e

Fonte: ADAPTADO DE BISWAL, BADJENA E PRADHAN, 2020.

Os biomateriais utilizados em aplicacGes medicas séo classificados em reabsorviveis e
ndo reabsorviveis. Os reabsorviveis sofrem degradacdo lenta e liberam sua massa em formato
micro ou nanométrico para o organismo, sendo absorvido totalmente pelos fluidos corporais
com o passar do tempo (BISWAL; BADJENA; PRADHAN, 2020). Os biomateriais nao
reabsorviveis, por sua vez, ndo sofrem desintegracao e por isso ndo sao reabsorviveis (ZYBUTZ
et al., 2000). Com base em propriedades bioldgicas, ha também a possibilidade de divisdo dos
materiais em biocompativeis, biodegradaveis e bioestaveis. Os biomateriais poliméricos fazem
parte do grupo dos biomateriais inertes e reabsorviveis e como tal, apds a aplicacdo desses
compostos no corpo humano, devem reconstituir as dificuldades ou as danificacGes de tecidos
provocados por doencas de maneira a ndo interferir no metabolismo do corpo (BISWAL,;
BADJENA; PRADHAN, 2020). Esses biomateriais devem ser compativeis com o sangue,
atoxicos, ndo perigosos na administracdo de medicamentos, deve ter natureza ndo inflamatoria,
ndo mutagénica, ndo carcinogénica, ndo alérgica, ndo pirogénica e ndo devem interferir nos
Orgdos de maneira a prejudica-los (SAINI, 2015).

Dentre tantas possibilidades, encontramos a Poli (g-caprolactona) (PCL) como um

material excelente para utilizacdo na area da satde. O PCL € um polimero semi-cristalino linear
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- pertencente ao grupo poliéster — produzido pela polimerizagdo de abertura do anel da 3-
caprolactona e que é caracterizado pela temperatura de transicao vitrea baixa (Tg 60°C). Apesar
de ser um polimero sintético, é altamente biocompativel e biodegradavel, sofrendo clivagem
hidrolitica ou enzimética ao longo de sua cadeia (NEPPALLI et al., 2011) podendo ser utilizado
em sistemas de liberacdo controlada de farmacos ou como filamentos de sutura. Estudos feitos
por Mancipe et al.(2019) afirmaram que o processamento de nanofibras feitas com PCL sofre
influéncia direta do solvente utilizado para formular a solucdo, alterando a morfologia das
nanofibras, sendo possivel obter fibras de diametros homogéneos quando utilizada mistura de
solventes apolares. O mesmo estudo afirmou que a condutividade elétrica influencia

diretamente nas mantas eletrofiadas, tendo em baixas tensdes um menor niimero de defeitos.

Figura 3 - Estrutura da unidade monomérica da Poli (e-caprolactona)

0
|
0

n
Fonte: JUAN, 2010.

A degradacdo do PCL foi estudada por muitos pesquisadores que compreenderam que
esse material passa por dois processos de degradacdo. A primeira etapa do processo € a
clivagem hidrolitica aleatdria do grupamento éster provocando o rompimento da cadeia
polimérica. No segundo caso, o PCL sofre degradacao intracelular, que pode ser observada pela
percepc¢do de pequenos fragmentos dentro das células e sua eliminacéo gradual (WOODWARD
et al., 1985; SUN et al., 2006). Por ter uma cinética de degradacdo muito lenta quando
comparado a outros polimeros (JOSEPH et al., 2019) ha uma sugestdo de que esse material seja
utilizado em cicatrizacdo de feridas extensas onde hd um maior tempo para 0 organismo
estabelecer-se por inteiro. Como material hidrofdébico, esperou-se que o PCL néo tivesse uma
boa biocompatibilidade com o corpo humano, mas isso foi derrubado pelo estudo onde
demonstrou-se que apos a implantagdo da membrana eletrofiada de PCL houve hidrélise de
superficie e colocou em exposicdo grupos funcionais polares que melhoram a proliferacédo
celular e a cicatrizacdo de feridas (JOSEPH et al., 2019).

Por longos anos, buscou-se meios para amenizar o sofrimento de pacientes acometidos

com lesdes provocadas por queimaduras e feridas cronicas. O transplante de 6rgdos e de tecidos



23

surgiu como uma alternativa para suprir essa demanda, mas a relacéo entre a quantidade de
pacientes e os 6rgdos disponibilizados é cada vez mais desproporcional (WESTPHAL et al.,
2016). Assim, a engenharia de tecidos permitiu novas possibilidades para substituicdo de 6rgéos
e tecidos produzidos artificialmente. O principal ramo de trabalho é a criacdo de scaffolds —
suportes nas quais as células podem ser cultivadas e ancoradas. A estrutura dos scaffolds
fornece sustentacdo mecanica ao desenvolvimento celular na medida em que permite o
transporte de nutrientes, metabdlitos e fatores de crescimento (JARDINI, 2018). Dentre as
técnicas utilizadas para a elaboracao de scaffold estdo a evaporacdo do solvente com adicdo de
sal, injecdo de gés, inversdo de fases, deposicao por fusdo, rotofiagdo, métodos de prototipagem
rapida e eletrofiacdo (HOQUE et al., 2005; PATIST et al., 2004; MIKOS et al., 1993; HARRIS;
KIM; MOONEY, 1998; PEZZIN; DUEK, 2002).

Dos diversos métodos de elaboracdo dos scaffolds esta a eletrofiacdo, que traz como
vantagem a harmonia estrutural com os recursos naturais e a matriz extracelular (RAFIEl et al.,
2020). Esses suportes eletrofiados sdo muito eficazes na entrega de medicamentos em virtude
da porosidade e da ampla superficie de contato (DEMOOR et al., 2014; ZONG et al., 2002).
Também conhecidos como Andaimes Poliméricos, os scaffolds formam uma rede
tridimensional altamente porosa que podem servir de suporte para 0 ancoramento de células,
quando estas sdo cultivadas in vitro em meio de cultura, sendo usadas para substituicdo dérmica
de tecidos moles e mais resistentes. Todavida, o uso in vitro é limitado em tecidos duros por ter
propriedades mecanicas desfavoraveis, sendo necessario unides de polimeros ou outros
produtos para melhorar as propriedades do material (OLSSON et al., 2008). Essas redes podem
incorporar substancias ativas e controlar a proliferacdo e diferenciacdo das células, proteinas,
drogas e material genético (AGARWAL; WENDORFF; GREINER, 2008; JIANG et al., 2015;
RAFIEI et al., 2020).

As propriedades mecanicas dos scaffolds sdo determinadas pelo polimero utilizado no
processamento, na geometria da matriz tridimensional e também na incorporacdo de
substancias que reforcem a tracdo das mantas. Em um estudo elaborado por Lopes e Ramos
(2011) foi constatado que as mantas eletrofiadas feitas com o polimero PCL exibiram um
comportamento tipico de estruturas formadas por filamentos desordenados quando exposta a
uma temperatura corporal humana. O mesmo trabalho identificou também que quando
submetida a cultura de células a estrutura da membrana ndo se modificou morfologicamente e

promoveu adesdo, proliferagdo e penetracdo das células nos espagos entre as nanofibras.
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Figura 4 - Microestrutura da membrana eletrofiada de PCL

Fonte: LOPES e RAMOS, 2011.

2.3.  Prépolis

A prépolis é uma substancia pegadica, balsdmica e resinosa produzida por abelhas -
atraveés de flores, secre¢des vegetais e brotos - as quais unem cera e pdlen com suas proprias
secrecOes salivares, sendo esta substancia responsavel pela esterilizacdo e vedacao completa
das colmeias (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000). Durante a historia, o ser humano
aprendeu e adaptou diversos produtos naturais para tratamentos de sadde. Um desses produtos
foi a propolis, administrado sob diversas formas. Os primeiros registros de sua utilizacdo
remontam ao Egito antigo como material utilizado no embalsamamento para mumificacéo de
cadaveres (CASTALDO; CAPASSO, 2002). Os gregos a adotaram como material cicatrizante,
sendo utilizada internamente por meio de solucGes e externamente por via topica (IOIRISH,
1981).

A composi¢do quimica da propolis estd intimamente correlacionada com a estagdo do
ano (SFORCIN et al., 2000), a localizacdo geogréafica, fontes botanicas e também as espécies
de abelhas produtoras (RUFATTO et al., 2018). A tabela 2 retne os diversos tipos de propolis
brasileiras ja relatados em literatura, bem como sua origem geogréfica, origem fitoldgica e a

predominancia de sua composi¢do quimica.
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Tabela 2 — Classificagdo da Propolis encontrada no Brasil

Grupo Origem Coloracéo Origem Fitolégica  Composicdo Quimica Referéncia Bibliografica
Grupo 1 Sul (RS) Amarelo - - (PARK et al., 2002)
Grupo 2 Sul (RS) Castanho Claro - - (PARK et al., 2002; SILVA, 2008)
Grupo 3 Sul (PR) Castanho Escuro ~ Populos alba Ester do acido dimetil (PARK etal., 2002); SILVA, 2008)
dialilcaféico; flavonoides;
crisina e galangina.
Grupo 4 Sul (PR) Castanho Claro - - (PARK et al., 2002); SILVA, 2008)
Grupo 5 Sul (PR) Marrom - - (PARK et al., 2002); SILVA, 2008)
Esverdeado
Grupo 6 Nordeste (BA) Marrom Hyptis divaricata Esteres de &cidos graxos, (CASTROetal., 2007; PARK etal., 2002;
Avermelhado terpenos,  flavonoides e SILVA, 2008)
compostos aromaticos.
Grupo 7 Nordeste (BA) Marrom - - (PARK et al., 2002; SILVA, 2008)
Esverdeado Park 2000
Grupo 8 Nordeste (PE) Castanho Escuro - - (ALENCAR, 2000; SILVA, 2008)
Grupo 9 Nordeste (PE) Amarelo - - (PARK et al., 2002; SILVA, 2008)
Grupo 10  Nordeste (CE) Amarelo Escuro - - (PARK et al., 2002)

Grupo 11

Nordeste (PI)

Amarelo

(PARK et al., 2002)
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Grupo 12 Sudeste (SP, Verde ou Marrom Baccharis

MG) Esverdeado

Grupo 13  Nordeste (AL, Vermelha
BA, PE)

dracunculifolia

Dalbergia

ecastophyllum

Flavondéides, acidos fendlicos,

aldeidos, cetonas,

alcoois,

acidos graxos, aminoacidos,

oligoelementos, vitaminas e

hidrocarbonetos.
Flavonéides

fenélicos

e

acidos

(BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI,
2000;SIQUEIRA, 2008; CASTRO et al.,
2007; FUNARI; FERRO, 2006; PARK et
al., 2002; SOUSA et al., 2007)

(BEATRIZ; SIQUEIRA, 2008;
DAUGSCH et al., 2008; SILVA, 2008)

Fonte: SILVINO, 2014.
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Em um trabalho elaborado no ano de 2015 por Silva-Carvalho e colaboradores foi dito
que a composicao geral da propolis é de 50% resinas, 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais,
5% de pdlen e 5% de demais substéncias ativas e minerais. Analises laboratoriais revelaram
que os principais constituintes da prépolis sdo os compostos fendlicos do tipo flavonoide,
responsavel por diversos efeitos terapéuticos relevantes na medicina (LUSTOSA et al., 2008).

2.4.  Propolis Vermelha de Alagoas

Diversas variedades de prépolis estdo dispersas em escala mundial, sendo uma
importante descoberta encontrada nos mangues do Estado de Alagoas-BR, apresentando uma
coloragdo avermelhada, classificada entdo como propolis de grupo 13 (ALENCAR et al., 2007).
Observou-se que as abelhas da espécie Apis mellifera coletavam os exsudatos da planta
Dalbergia ecastophyllum e os utilizavam como matéria-prima para a producdo da propolis.

Assim, recebeu a indicacdo geografica pelo 1.N.P.I. como um produto exclusivo alagoano.

Figura 5 - Coleta de resina de Dalbergia ecastophyllum para producgéo de prépolis. (A) Resina
saindo do caule de Dalbergia ecastophyllum, (B) Coleta do material por abelhas Apis

mellifera, (C) Deposicao da resina nas patas da abelha
£ % 4 ) v ~ A ‘

-
"

Fonte: DAUGSCH, 2008.

Em comparacdo as demais variedades, a PrVA é destacada por seus efeitos
farmacoldgicos potencializados, atribuindo essa singular qualidade pela composi¢do quimica
muito distinta, rica em polifenois (Quercetina, Pinocembrina, Formononetina, Kaempferol e
Dalbergina) e acidos fendlicos (SIQUEIRA, 2008; DAUGSCH et al., 2008; FREIRES et al.,
2016; SILVA et al., 2008). Em razdo destes compostos, varias propriedades farmacoldgicas sao
atribuidas a este tipo de proépolis, podendo destacar os efeitos anticancerigeno (BEGNINI et
al., 2014; DE MENDONCA et al., 2015; FRANCHI et al., 2012; PINHEIRO et al., 2014; LI et
al., 2008), antibacteriano (CABRAL et al., 2009; DAUGSCH et al., 2008; RUFATTO et al.,
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2018), antiinflamatorio (DAUGSCH et al., 2008), antiulcerativo (BARBOSA BEZERRA et al.,
2017), antioxidante (CABRAL et al., 2009), antifangico (BRUSCHI et al., 2011; PIPPI et al.,
2015), antinociceptivo (LIMA CAVENDISH et al., 2015) e cicatrizante (BATISTA et al.,
2012). O extrato de PrVA, administrado por via oral, foi modulador da resposta inflamatoria
reparando tecidos lesionados, fazendo isto por reduzir a infiltracdo de neutrofilos, a expressao
de agentes inflamatorios e o fator transcricional NFKb, melhorando a cicatrizacdo de feridas
(CORREA et al., 2017; ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018).

Relatada em literatura, a propolis vermelha alagoana possui excelente capacidade de
tratar as lesbes de forma rapida. Em contrapartida, o uso de extratos etanodlicos administrado
diretamente no tecido epitelial ou em mucosas lesionadas pode levar a um grave quadro
alérgico, ulceracdes e também pode dificultar o processo de cicatrizacdo (HAY; GREIG, 1990).
Em associagdo a latex no formato de membranas, o extrato demonstrou atividade
antimicrobiana potente e atoxicidade nas células fibroblasticas, sendo promissor para o
tratamento de pele (ZANCANELA et al., 2019). Ainda por via topica, um filme curativo feito
com colageno e extrato de PrVA diminuiu a inflamacéo do tecido cutaneo e aumentou os niveis
de miofibroblastos, além de induzir a substituicdo precoce do colageno tipo Il pelo tipo | em
lesdes de queimaduras (ALMEIDA, 2008).

Partindo da propolis bruta, é preparado o extrato hidroalcodlico para separagdo de
compostos, sendo uma grande fracdo de residuo descartado — cerca de 30% a 40% do peso
inicial. Esta fragéo, por sua vez, trata-se de um promissor material farmacoldgico e estruturador
(SANTOS et al., 2003; SANTOS et al., 2013; DE TOLEDO et al., 2015). Entdo, pode ser
acreditado que a propolis e seus subprodutos podem ser utilizados para regeneracao de tecidos,
acelerando o processo de cicatrizacdo (BARBOSA et al., 2009; FRANCISCO et al., 2017;
ROSSETO et al., 2017; SILVA-CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA-AGUIAR, 2015). A
utilizacdo do residuo extrativo minimiza o desperdicio de materiais e produtos, livrando a
natureza do constante processo extrativo na medida em que corrobora com os 3 Rs da
sustentabilidade - Reduzir, Reutilizar e Reciclar.

Considerando o residuo extrativo de propolis como um polimero, em comparacao a
sintéticos, por ser natural apresenta menor toxicidade (BHATIA, 2016). Esses polimeros sdo
altamente biocompativeis (XU et al., 2019) e agregam com facilidade a outras substancias,
como é o caso do PCL. Os polimeros naturais, de modo geral, passam por reacdes quebrando
sua estrutura molecular, degradando-se em meio fisiologico, e essa degradacdo acontece

demasiadamente em contato com &gua ou por acdo enzimatica (CASALINI, 2017), o que
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acontece com o PCL. Entdo, a unido desses dois materiais sera um meio favoravel para a

producéo de curativos biodegradaveis e biomiméticos para tratamento de lesdes.

2.5.  LesOes de pele

A pele é uma barreira contra microrganismos patogénicos, possui papel na manutengéo
da homeostase dos fluidos corporais e mantém a termorregulacdo, sendo considerada o maior
orgdo do corpo humano (CHURCH et al., 2006). As infecgdes por microrganismos patoldgicos
e a perda de agua tornam-se problemas significativos quando h4 o comprometimento desta
camada biologica.

Feridas sdo definidas como traumas provocados por meios fisicos, quimicos, mecanicos
ou desencadeados por doencas que levam a interrup¢do da solucdo de continuidade do
tegumento (CONDUTA; ALDUNATE; FERREIRA, 2010). As lesdes de pele podem ser
classificadas de acordo com o0 agente causador, 0 grau de contaminagdo e 0 comprometimento
tecidual (TAZIMA; DE ANDRADE VICENTE; MORIYA, 2008). Dentre as feridas mais
comuns sdo encontradas as queimaduras, que sdo lesdes traumaticas que podem levar a
destruicdo total ou parcial de toda a estrutura da pele e anexos.

Segundo o Ministério da Saude, quanto a profundidade, existem trés classificacBes para
gueimaduras, sendo-as: primeiro, segundo e terceiro grau (Figura 6). As de primeiro grau
atingem camadas superficiais da pele, provocando inchacgo local, vermelhiddo e dor. As de
segundo grau sdo mais graves e apresentam bolhas, rubosidade, dor e inchago. Neste tipo de
queimadura ha risco de desprendimento das camadas da pele com destruicdo de suas
terminacdes nervosas, glandulas sudoriparas e foliculos capilares, tornando-a seca e alopeica.
Por consequéncia, as de terceiro grau sao caracterizadas por alcancar todas as camadas da pele,
as carbonizando e atingindo o tecido 0sseo, sdo indolores, ha presenca de placa esbranquicada

ou enegrecida na pele e a ndo reepitalizacdo, sendo necessario enxertos dérmicos.

Figura 6 - Classificagdo de queimaduras quanto a profundidade. (A) Queimadura de

primeiro grau (B) Queimadura de segundo grau, (C) Queimadura de terceiro grau

Fonte: OLIVEIRA, 2016.
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Diversos sdo os fatores que interferem na cicatrizacdo de feridas, tais como a
profundidade da lesdo, idade, imunodeficiéncia adquirida, imunodepressdo, doencas
periféricas, lesdo tecidual local por radioterapia, uso frequente de medicamentos e técnica
inadequada de curativos (HAN; CEILLEY, 2017). As lesGes de pele cujo tempo de cicatrizagdo
seja maior que 90 dias sdo conhecidas por feridas cronicas, e um exemplo disto séo as grandes
gueimaduras (S. THOMAS, 2000). A grande parte das feridas cronicas fica estagnada no
processo inflamatorio, impedindo a cura total por ndo passar pela fase proliferativa do tecido e
pelo risco de infeccdo ser elevado em razdo dos constantes procedimentos cirurgicos
reparadores (TAYLOR et al., 2005; ZHANG; WEBSTER, 2009). E correto afirmar que o
processo de cicatrizacdo de lesdes provocadas por queimaduras é complexo, envolvendo uma
cascata grande de eventos bioldgicos que sdo divididos em trés grandes etapas: inflamatoria,
proliferativa e de remodelacdo (CARNEIRO, J.; JUNQUEIRA, 2013).

O tratamento de leGes de pele depende da evolugéo das fases de cicatrizacdo e da
etiologia, complexidade e tempo de evolugdo (SMANIOTTO, 2012). Os recursos financeiros
das unidades de satde e do paciente devem ser considerados na escolha do tipo do curativo,
que devem ser adequados a cada situacdo (FRANCO; GONCALVES, 2008). Logo, uma
economia monetéria consideravel seré feita pela reducéo do tempo de recuperacao dos pacientes
em leitos hospitalares e também nos gastos com compra de material para cobertura e limpeza
das lesbes. Dentre essas coberturas estdo a sufadiazina de prata, oxigenoterapia hiperbérica,
coberturas com prata e 0s substitutos para pele (TAVARES, 2015). Os substitutos dérmicos
além de facilitar a cobertura da pele desempenham funcbes do proprio tecido (VYAS;
VASCONEZ, 2014), como a prote¢do contra perda de agua e contra microrganismos invasores

que podem levar a um quadro infeccioso sistémico.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
Desenvolver um novo biomaterial nanoestruturado contendo residuo da prépolis

vermelha de Alagoas visando aplicacGes na area de regeneracdo de tecidos.

3.2.  Objetivos especificos
e Quantificar a porcentagem de residuo extrativo da propolis vermelha de Alagoas bruta.
e Caracterizar estruturalmente a presenca de substancias ativas no residuo de propolis
vermelha de Alagoas e fazer um comparativo entre o extrato e a propolis bruta.
e Produzir membranas eletrofiadas de nanofibras homogéneas composta de residuo do
extrato da propolis vermelha de Alagoas usando a técnica de eletrofiacdo com a
utilizacdo do polimero PCL.

o Caracterizar morfologicamente as membranas eletrofiadas.
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1. Material
e Propolis vermelha de Alagoas — Fornecedor UNIPROPOLIS Alagoas/Brasil
e Alcool Etilico 70° GL — Fornecedor Dinamica
e Alcool Metilico P.A. — Fornecedor Dinadmica
e Cloroférmio P.A. — Fornecedor Labsynth

e Poli (e-caprolactona) Mw= 70000g/mol — Fornecedor Sigma Aldrich

4.2.  Métodos

4.2.1. Quantificacdo de Residuo na PrVA bruta

A propolis foi adquirida com a Associacdo dos Produtores de Prdpolis Vermelha do
Estado de Alagoas/Brasil - UNIPROPOLIS. As amostras foram armazenadas em geladeira
(Consul FrostFree 300 Litros Branco CRB36AB) até serem utilizadas. A propolis bruta foi
pesada inicialmente e realizaram-se trés extracdes a temperatura ambiente, seguindo método de
maceragao, utilizado por Alencar e colaboradores em 2007, em um intervalo de 48h entre cada
extracdo. Foi utilizado etanol 70° GL na proporcédo de 100g de prépolis bruta para 400ml de
solvente. Em seguida, o extrato hidroalcoolico obtido foi filtrado em papel de filtro comum e
rotaevaporado (IKA® RV10, Alemanha) para obtencdo do extrato bruto concentrado e
armazenado em geladeira para possiveis analises comparativas. O residuo do processo
extrativo, por sua vez, foi entdo seco em estufa (NI 15111 — 301 INOX) a uma temperatura de

50°C, pesado e armazenado em uma geladeira até sua utilizagéo.

4.2.2. Caracterizagdo do Residuo de PrVA, Extrato e prépolis Bruta

I. Caracterizagdo por Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrometro Thermo Scientific

(Nicolet ™ iSTM FT-IR, Spectrometer, Madison, EUA), na faixa de 4000-750 cm™. Através

desta analise, pode-se identificar os principais grupos funcionais no residuo. Os resultados

foram tratados no Origin versdo 8.0.

I. Caracterizagdo pela técnica de Espectroscopia UV-visivel
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Inicialmente, estabeleceu-se a concentracdo de 40pug/mL de amostra para a realizagéo
das analises. O residuo de PrVA, extrato e a propolis bruta foram diluidos em uma mistura de
cloroformio e metanol na proporcdo de 4:1 v/v. Logo apés, as amostras foram analisadas em
espectrofotdbmetro UV-Vis (UV-3600, Shimadzu) com varredura entre 200 a 500 nm, utilizando
cubeta de vidro, com a resolucao de 1 nm/s.

I11. Avaliacéo das propriedades Termogravimétricas (TGA)
Um pequeno valor de amostra (cerca de 2mg) de RPrVA, extrato e a PrVA foi aquecido
a uma temperatura de 25 a 350°C com razéo de aquecimento de 10°C/min. A medida de TGA
foi realizada em cadinho de alfa-alumina aberto sob atmosfera de nitrogénio (100mL/min). As

curvas de TGA foram tratadas pelo programa Origin verséo 8.0.

4.2.3. Montagem do sistema para eletrofiacdo

A fonte de eletrofiacdo (Faiscas FA+30kV Analdgica) foi instalada no interior de uma
capela de exaustdo. Foi utilizado um suporte metalico estatico (10 cm por 15¢cm) revestido com
papel aluminio para coletar as nanofibras produzidas, o coletor foi devidamente aterrado. Com
auxilio de um suporte universal e uma garra metalica revestida a seringa de vidro foi acoplada.
A solucdo polimérica foi depositada na seringa contendo uma agulha de didmetro interno de

1,2 mm. Na agulha foi adicionado o eletrodo provindo da fonte de alta tensao.

4.2.4. Producdo das mantas eletrofiadas com residuo de PrVA e PCL

Inicialmente, foi elaborada uma solugdo simples com 1,8g de PCL, 16mL de
cloroformio P.A. e 4mL de metanol P.A. Esta solucdo simples de PCL foi utilizada como
parametro para as demais soluces contendo RPrVA. Assim, 5 concentracBes distintas de
residuo de PrVVA foram escolhidas para a confeccdo das mantas, estando nos valores de 1, 5,
10, 15 e 25% de residuo, junto com o PCL, totalizando 1,89 de componentes sélidos
substituindo o PCL pelo RPrVA. Os calculos foram feitos para que essas proporcdes fossem
respeitadas. Estas amostras foram dissolvidas em uma solucdo contendo cloroférmio P.A.
(16mL) e metanol P.A. (4mL) e em seguida colocadas em placa de agitacdo magnetica para
facilitar a solubilizagdo. Estabeleceu-se 12cm de distancia da agulha ao coletor e 15kV como
requisitos para todas as concentragfes (SUTJARITTANGTHAM et al., 2012,
KHOSHNEVISAN et al., 2019). As mantas eletrofiadas foram coletadas na superficie de uma
placa de aluminio. A temperatura ambiente no momento da eletrofiacdo foi de 25°C e a umidade
média de 50%.
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4.2.5. Avaliagdo das mantas eletrofiadas produzidas
l. Morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Essas mantas eletrofiadas de nanofibras foram avaliadas morfologicamente por
Microscopia Eletronica de Varredura em microscépio eletronico (TESCAN, Séo Paulo, Brasil)
modelo VEGAS situado no Instituto Federal de Alagoas. Anteriormente a analise, as amostras
foram revestidas em uma fina camada de ouro em um metalizador Q150R ES (QUORUM

Technologies Ltd, Laughton, Inglaterra) em corrente de 10 mA por 10 minutos.

. Determinagéo do didmetro das nanofibras
Para a determinacdes dos diametros médios das fibras produzidas, utilizou-se o
programa ImageJ (software gratuito), selecionando ao acaso 100 fibras para realizar as
medic0es, ao final fez-se uma média dos resultados e determinou-se o didmetro médio das fibras

da manta eletrofiada. Repetiu-se para cada membrana produzida.

M. Determinacéo da porosidade
A medida de porosidade das mantas eletrofiadas foi realizada no método de L. Ghasemi-

Mobarakeh et al.(2019). Este método visa o calculo da porosidade por cada camada visualizada
na micrografia. Para esta analise utilizou-se o programa de computador ImageJ, o qual foi
responsavel por produzir histogramas binarios e identificacdo de trés limiares utilizando-se de
trés equacgdes distintas.

Equacdo 1 | Limiar 1: (u + {)/255

Equacdo 2 | Limiar 2: p/ 255

Equacdo 3 | Limiar 3: (i - £)/255

Quanto a porosidade dos scaffolds, esta foi calculada em porcentagem de pixels pretos
que se sobrepuseram em quantidade ao de pixels brancos. A média do desvio padrdo é
representado por p e o desvio padrao da matriz da imagem ¢ {. Apds o tratamento das imagens
a formula abaixo foi utilizada para determinacéo da porosidade. O nimero de pixels brancos é
determinado por n, o total de pixels da imagem binaria é N, e por fim, P é a porcentagem de

porosidade da imagem. Esse calculo foi feito diretamente no programa ImageJ.

P= (1-(n/N)) x 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento quantitativo das fracdes de PrvVA
Ap0s o0 processo extrativo da PrVVA determinou-se a porcentagem de residuo extrativo,
sendo este o valor de 39,5% (m/m), como demonstrado na tabela 3. Este valor est4 de acordo
com o esperado, pois segundo a Instru¢cdo Normativa niumero 3, de 19 de janeiro de 2001, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2001), que
regulamenta a qualidade da prépolis destinada ao comércio nacional ou internacional,

estabelece que o valor maximo permitido para residuo extrativo deve ser de 40% (m/m).

Tabela 3 - Valores de peso inicial e porcentagem de rendimento da PrVA e suas fracdes

Material Peso inicial Peso ap0s extracao Porcentagem de
rendimento apos
extracdo

PrvVA 2009 - -

Extrato de PrvVA - 1219 60,5%

RPrvVA - 799 39,5%

Fonte: AUTOR, 2021.

Figura 7 - FragOes de PrVA. A) PrVA, B) RPrVA, C) Extrato concentrado de PrvVA

A B C

Fonte: AUTOR, 2021.

A figura 7 ilustra as fracGes obtidas ap0s a extragdo, com uma coloracdo vermelha

acentuada no extrato concentrado de PrVA e uma coloragéo enegrecida no residuo.

5.2. Caracterizacdo por Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)
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A andlise de FTIR teve como objetivo primordial identificar grupamentos funcionais
especificos para a prépolis vermelha e seu residuo extrativo. Como relatado por Sforcin em
2016, a prépolis possui uma composi¢do quimica bastante diversificada com mais de 300
substancias, e por essa razdo alguns compostos foram priorizados na analise. A regido que esta
compreendida na faixa de 4000 a 1300 cm-* apresenta vibrag@es caracteristicas dos grupos OH
e C=0 (SILVERSTEIN; ROBERT M.; WEBSTER; FRANCIS X.; KIEMLE; DAVID J.,
1994). A figura 8 ilustra as bandas caracteristicas da PrVA bruta, extrato de PrVA e RPrVA,
em que podemos observar uma banda larga e forte compreendida no intervalo de de 3500 a
3250 cm™. Essa banda ¢ caracteristica de compostos organicos como flavonoides, que s&o
polifendis presentes e grande quantidade na PrVA e em seu extrato, como demonstrado no
trabalho de Scatolini no ano de 2017. Essa banda nao foi fortemente evidenciada para com
RPrVA porque, como é esperado, 0 processo extrativo com uma mistura hidroalcdolica de
etanol 70% foi capaz de extrair grande quantidade desses grupamentos com facilidade em razdo
da polaridade dos componentes.

A absorcéo na regido de 3009 cm™ é caracteristica de ligagdo C-H de grupos aromaticos,
e as vibragdes em 2918 cm™ e 2850cm™ na curva de RPrVA sio caracteristicas da ligagio C-H
alifatica (CHz, CHs), de carbonos secundarios e terciarios (OLIVEIRA et al., 2016). Sendo
assim, ha uma grande possibilidade desta vibracdo ser evidenciada pela maior presenca de
compostos cerosos, indicando que grande parte da cera da propolis ficou contida no RPrVA.

Em 1732cm™ podemos identificar na amostra de RPrVA a vibragio caracterizada pela
ligagdo C-H, o que ndo é visto com clareza nas demais curvas, essa vibragdo é caracteristica de
resinas com tratamento ou extracdo com solvente (1731cm™ a 1738cm™) (MARTIN-RAMOS
et al., 2018). As bandas de PrVA bruta e Extrato em 1630cm™ identificam a vibracdo do
grupamento C=0, especificamente de amidas associadas N,N-substituidas, cujas amidas sdo
derivadas do &cido feralico — constituinte importante na prépolis vermelha alagoana (CABRAL
et al., 2009) - e possuem a atividade antitumoral relatadas em literatura, tendo como exemplo a
3,4-dimetoxibenzilamina  ferulica  ((E)-N-(3,4-dimetoxifenil)-3-(4-hidroxi-3metoxifenil)
acrilamida) (SHAHIDI; ZHONG, 2010). Em 1472 cm™* podemos compreender que se trata de
grupamentos N-H de aminas e amidas secundarias e em 1170 cm™ do grupamento sulféxido.

De acordo com o grafico de FTIR, foi possivel observar que as bandas caracteristicas
apresentadas, tanto da prépolis pura quanto do residuo extrativo apresentam alguns pontos
semelhantes. Assim, as bandas de absorcéo reforcam que as moléculas bioativas da prépolis

vermelha de Alagoas, estdo presentes também em seu residuo.
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Figura 8 - Bandas de absorcéo da PrVA e suas fragdes por FTIR
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Fonte: AUTOR, 2021.

5.3.  Andlise de espectroscopia de ultraviolera-visivel (UV-Vis) das fracfes de PrvVA

A legislacao brasileira que estabelece a identidade e os requisitos de qualidade para
propolis afirma que o espectro de absor¢édo de radiacGes ultravioleta e visivel devem apresentar
picos caracteristicos na faixa de 200 a 400nm, correspondendo as principais classes de
flavonoides. Como pode ser observado, todos o0s espectros apresentam duas bandas
caracteristicas nas regides estabelecidas pelo MAPA, indicando que a PrVA bruta e suas fracdes

possuem componentes fendlicos, como se é esperado.

Figura 9 - Curvas de PrVA e suas frag0es por UV-vis
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Fonte: AUTOR, 2021.
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Foi possivel a identificacdo de regiGes com caracteristicas semelhantes nas curvas de
PrVA bruta e RPrVA na absorbancia de 233nm a 284nm.

Tabela 4 - Absorbéncia das fragfes de PrVVA a 200 e 300nm

Material Absorbancia a 233nm  Absorbancia a 284nm  Absorbancia a 333nm
PrVA bruta 0,4059 0,1882 0,0876
RPrvA 0,3670 0,1688 0,0616
Extrato de PrVA 0,9162 0,5621 0,2434

Fonte: AUTOR, 2021.

Segundo a tabela 4, foi possivel observar que o comprimento de onda comum para todas
as amostras foi de 233nm, o que pode ser demonstrado pelo deslocamento batocromico de
substancias polinucleares (REZENDE, 2010). Assim, 0s maiores picos de absorcdo desses
compostos estdo mostrados na curva de Extrato de PrVA em razdo da concentracdo desses
elementos pelo processo extrativo. No comprimento de onda de 284 nm podemaos correlaciona-
lo com duplas conjugadas presentes em diversas variedades de prépolis. Por fim, em 333nm
esse comprimento de onda é referente ao perfil de absorcdo de flavondides e compostos
fenolicos que estdo situados de 270nm a 335nm (JURD; GEISSMAN, 1956).

Ainda, de acordo com a figura 9 é possivel intensificar a afirmativa que 0os compostos
fenolicos estdo mais presentes/concentrados no extrato da propolis, isto devido a intensa
absorcdo em todas as faixas, quando comparado as demais amostras. No entanto, embora
possuindo pouca absor¢do a amostra RPrVVA ainda apresenta esses compostos fenolicos em sua

constituicdo. Esses dados podem ser enfatizados quando comparados as medidas de FTIR.

5.4. Avaliacdo das propriedades Termogravimétricas (TGA)

De acordo com a figura 10 podemos verificar a diferenca do perfil de degradacéo das
amostras contendo RPrVA e PrVA. Foi possivel determinar o pico de degradacdo para a
amostra RPrVA em 389°C e 415°C para PrVA. A amostra de Residuo, por se tratar de um
material mais purificado, possuiu temperaturas de pico de degrada¢do um pouco inferiores
comparadas com PrVVA. Porém, é interessante observar que ha quantidade significativa de
material inorgédnico - ndo degradavel - quando atingido a temperatura de 900°C, o que
corresponde ao valor de 14,46% da massa da amostra. No entanto, para a amostra de RPrvA
este valor equivale a 3,9%. O que significa que o residuo possuiu menor quantidade de materiais

inorganicos do que a PrVA.
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Figura 10 - Andlise termogravimétrica da PrVA e RPrvA
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Fonte: Autor, 2021.

5.5.  Montagem do sistema de eletrofiacédo

Na figura 11 podem ser visualizadas as fotos da montagem do equipamento de
eletrofiagdo. Compreendendo de um sistema contendo uma fonte de alta tensdo, com saida de
dois fios, onde um € aplicado a tensdo, que esta ligado a agulha de uma seringa e o outro fio
esta conectado a placa metélica devidamente aterrada. No suporte universal foi acoplada a
seringa de vidro na qual é adicionada a solugdo polimérica, que escoa atraves da agulha devido
a forca da gravidade. Também é adicionado ao sistema uma placa metélica recoberta com papel
aluminio onde a manta de nanofibras € coletada. A distancia entre o coletor metalico e a agulha

¢ conhecido como distancia de trabalho.

Figura 11 - Sistema para eletrofiacdo desenvolvido

Fonte: AUTOR, 2021.

Apo6s as solugdes poliméricas contendo PCL e RPrVA serem processadas por
eletrofiacdo as membranas produzidas possuiram o tamanho de 15 por 15¢cm, com espessura de
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1,5mm. Na figura 12 podemos observar a membrana eletrofiada de PCL e RPrVA na
concentracdo de 15%. Podemos perceber a coloracdo rosada na membrana, sendo esta uma
caracteristica comum a todas as amostras. Outro ponto importante que merece ser destacado é
a flexibilidade das membranas. Essa possibilidade de mobilizagéo leva a uma melhor aceitagéo
do paciente ao tratamento (TAVARES, 2015).

Figura 12 — Membrana eletrofiada de PCL e RPrVA a 15%

Fonte: Autor, 2021.

5.6. Resultados da Microscopia Eletronica de Varredura
As fotomicrografias das mantas eletrofiadas de PCL, figura 13, serviram de base para a
determinacédo dos parametros adequados para a confeccdo das mantas com residuo de RPrVA.
Os resultados, aparentemente, mostraram melhor uniformidade na tensao de 15kV (B), por esse

motivo esse padrdo foi o escolhido para o processamento das mantas com Residuo de PrVA.

Figura 13. Fotomicrografias de nanofibras de PCL em diferentes tensdes na ampliacdo de
20pm. A) 12kV, B) 15kV, C) 17kV

20 jiw

Fonte: Autor, 2021.
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Estabelecida a tensdo de 15kV, as mantas eletrofiadas com residuo (RPrvA)
apresentaram uma melhor uniformidade de nanofibras (figura 14). Aparentemente, por meio
das fotomicrografias das nanofibras pode-se compreender que todas as concentragdes
estabelecidas para confeccdo das mantas eletrofiadas foram capazes de formar fibras
nanométricas com o polimero PCL. Porém as amostras D e E, compostas 15% e por 25% de
RPrVA apresentaram alguns defeitos de interconec¢do de fibras e defeitos “tipo gota”. Esses
defeitos estdo intimamente relacionados ao fato de a solucdo polimérica elaborada ter uma
menor concentracdo de PCL em relagdo as demais solugdes. Quando a quantidade de polimero
na solugdo for baixa provocara um baixo grau de emaranhamento nas cadeias poliméricas,
levando a uma instabilidade capilar na superficie do jato, esta instabilidade provocara particulas

esféricas ou nanofibras com defeitos, como ocorreu com estas duas amostras.

Figura 14 - Fotomicrografias de nanofibras contendo residuo de propolis em diferentes
concentragoes na ampllagao de 10 um. A) 1%, B) 5%, C) 10%, D) 15%, E) 25%

Fonte: Autor, 2021.

5.7.  Determinacédo do diametro médio das fibras eletrofiadas

Foi possivel ver que a concentracdo de 1% e 15% de residuo tornou as fibras em um
diametro geral de 600nm, em quanto que na concentracdo de 5% o diametro foi de 750 nm,
resultado semelhante na concentracdo de 10%, onde o valor geral do diametro médio foi de 750
nm. Por outro lado, contatou-se que na concentracao de 25% de residuo de PrVA o didmetro

médio das nanofibras foi de 450 nm. O que significa que houve uma diminuigdo dos diametros
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médios das fibras com a adicdo de maior quantidade de residuo de prépolis vermelha e remocao
do polimero PCL nas formulacdes pré-estabelecidas, indicando que o RPrVA comportou-se

como um polimero, sendo possivel sua eletrofiacdo (Figura 15).
Figura 15 - Distribuicdo de tamanho de nanofibras

N

700 .

750 4

»

<]

=]
1

600 ]

550

Diametro da fibra (nm)

500 ~

450 »

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Concentracio de RPrVA (%)

Fonte: AUTOR, 2021.
Por meio da figura 16 podemos observar as nanofibras eletrofiadas em uma ampliagéo de

20 um e os histogramas referentes a distribui¢do de frequéncia por diametro em nm.

Figura 16 —Fotomicrografias de nanofibras contendo residuo de propolis em diferentes
concentra¢Bes na ampliacdo de 20 pum e histogramas de distribuigdo de frequéncia por didmetro
da fibra em curvas sélidas. A) 1%, B) 5%, C) 10%, D) 15%, E) 25%.

Distribuigdo de frequéncia (%)

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Diametro da fibra (nm)




43

1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200

Didmetro da fibra (nm)
Diametro da fibra (nm)

400 600 800

w
-

1800 2000 2200

800 1000 1200 1400 1800

400 800

Didmtero da fibea (sm)

T T T T
600 1800 2000 2200

1000 1200 1400 1

55 U

800

200 400 600

Didmetro da fibra (nm)

AUTOR, 2021.

Fonte



44

5.8.

Determinacéo da porosidade

Figura 17 - Determinacdo dos limiares no programa Image J
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Fonte: AUTOR, 2021.

Apo6s o célculo de cada limiar das amostras, foram elaboradas imagens binarias das

camadas das mantas eletrofiadas.
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Figura 18 - Fotomicrografias de membrana na concentragdo de 1% RPrVA. A) Imagem de

MEYV original da amostra; B) Amostra binaria construida com limiar 1; C)Amostra binaria

construida com limiar 2; D) Amostra binaria construida com limiar 3.
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Fonte: AUTOR, 2021.

Figura 19 - Fotomicrografias de membrana na concentracéo de 5% RPrVA. A)imagem de
MEYV original da amostra; B) Amostra binaria construida com limiar 1; C)Amostra binaria

construida com limiar 2; D) Amostra binaria construida com limiar 3.

Fonte: AUTOR, 2021.

Figura 20- Fotomicrografias de membrana na concentragdo de 10% RPrVVA. A)imagem de
MEYV original da amostra; B) Amostra binaria construida com limiar 1; C)Amostra binaria

construida com limiar 2; D) Amostra binaria construida com limiar 3.

Fonte: AUTOR, 2021.
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Figura 21 - Fotomicrografias de membrana na concentracdo de 15% RPrVVA. A)lmagem de
MEYV original da amostra; B) Amostra binaria construida com limiar 1; C)Amostra binaria

construida com limiar 2; D) Amostra binaria construida com limiar 3.

Fonte: AUTOR, 2021.

Figura 22 - Fotomicrografias de membrana na concentracdo de 25% RPrVA. A)lmagem de
MEYV original da amostra; B) Amostra binaria construida com limiar 1; C)Amostra binaria

construida com limiar 2; D) Amostra binaria construida com limiar 3.

Fonte: AUTOR, 2021.
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Tabela 5 - Determinacgéo da porosidade das mantas eletrofiadas de acordo com seus limiares.

Concentracéo de Porosidade (%) Porosidade (%) Porosidade (%)
RPrVa na Limiar 1 Limiar 2 Limiar 3
membrana

1% 81,37 49,648 21,015
5% 82,799 49,650 20,572
10% 80,832 51,419 20,475
15% 81,841 51,273 20,931
25% 82,429 50,643 19,940

Fonte: AUTOR, 2021.

Através da analise de porosidade foi possivel observar que embora houvesse variacéo
do didmetro médio das nanofibras estudadas esta variacdo ndo alterou significativamente a
porcentagem de porosidade. Para um curativo dérmico, principalmente para pacientes
acometidos com queimaduras, € interessante que haja uma troca gasosa do tecido lesionado
para com o0 meio ambiente, pois a diminuicdo da oxigenacao dificulta o fechamento da ferida e
0 crescimento de capilares. Nas queimaduras de segundo e terceiro grau, com grande
acometimento epitelial, temos uma imensa quantidade de regiGes necroéticas, passiveis de
desenvolvimento de infecgdes por microrganismos que necessitam de pouca quantidade de
oxigénio para sua proliferacdo (TAVARES, 2015).

E visto que os curativos com porosidade estimulam a drenagem facilitada dos fluidos e
proporcionam um maior conforto ao paciente, visto que ndo ha necessidade de retirada do
curativo. Além disso, € necessario que haja poros para o ancoramento celular e a remodelacao
do tecido. Assim, essa facilidade da terapia além de possibilitar uma economia monetéria, por
ndo necessitar a troca constante de curativos e recobrimento dérmico, e libera a equipe de
enfermagem para atender outras demandas em servigos de salde.

O diametro médio das nanofibras € algo bastante relevante a ser discutido, pois a
degradacdo desse material sera intimamente correlacionada a essa espessura. Assim, quando o
didmetro médio for inferior, como na concentracdo de 25% RPrVA, a taxa de degradacao da
membrana serd mais acelerada, liberando compostos ativos do RPrVVA sobre a lesdo do
paciente, ao passo em que ha a remodelacéo tecidual. E interessante ressaltar que em ferimentos
mais brandos as nanofibras devem ser mais finas, visto que o fechamento da ferida acontecera
de modo mais rapido e as nanofibras devem ser degradadas de maneira mais rapida. Por outro
lado, as les6es mais profundas cujo tempo de cicatrizacdo demande maior tempo devem contar
com membranas com nanofibras mais robustas, visto que o tempo de degradagdo das mesmas

sera maior, e assim, havera maior suporte na recuperacdo do tecido.
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6. CONCLUSAO

Apbs a preparacdo do extrato de prépolis vermelha, o residuo provindo deste processo
é geralmente descartado pelas empresas que produzem o extrato comercial. De acordo com 0s
resultados esta quantidade em relacdo a propolis bruta é de 39,5%, sendo essa porcentagem
correspondente a terceira extracdo do RPrVVA. A preparacdo do extrato de propolis vermelha de
Alagoas, gera um residuo extrativo de relevante aspecto farmacoldgico, o que representa perda
de um material com compostos quimicos relevantes na cicatrizacdo de feridas.

Segundo as analises de FITR e UV-vis podemos aferir que as bandas caracteristicas da
propolis bruta, extrato e do residuo sdo semelhantes em ambas analises, corroborando a ideia
de que no residuo ainda estdo apresentes algumas substancias biologicamente ativas com grande
potencial farmacoldgico, como os flavonoides que estiveram bem evidenciados. As bandas de
compostos metabolicos da PrVVA ainda estavam presentes no RPrVVA, indicando que 0 processo
extrativo ndo foi suficiente para remocdo completa desses compostos. A analise
termogravimentrica, por sua vez, revelou que residuo por ser um material mais purificado que
a propolis, apresentou temperaturas de degradacdo menores e uma maior quantidade de
matérias inorganicos.

Foi possivel utilizar o residuo da prépolis vermelha em conjunto com PCL e desenvolver
membranas eletrofiadas, em que a quantidade maxima incorporada no sistema sem que
houvesse modificagcdo da estrutura fibrilar foi de até 25% de residuo no PCL, e como pode ser
observada pelas fotomicrografias de MEV, sdo altamente porosas. As fibras produzidas
possuiram didmetros médios de aproximadamente 620 nm e pela sua composi¢cdo com RPrvA
de terceira extracdo, possivelmente, temos diversas atividades farmacolégicas, como atividade
cicatrizante, antiviral e antifungica, como relatado em literatura e corroborado com as analises
de FTIR e UV-vis. Houve diminuicdo da espessura das nanofibras ao passo em que houve maior
incorporacdo de residuo de propolis nas solugdes poliméricas e remogéo do PCL.

A analise de porosidade revelou que ndao houve uma grande diferenca de porosidade
entre todas as membranas elaboradas, indicando que a porosidade no limiar superior (1) foi de
81,85%, no limiar mediano (2) foi de 50,52% e no limiar inferior (3) foi de 20,58%. A alta
porosidade nas membranas influencia diretamente no ancoramento celular para remodelacéo
tecidual e facilitagdo da drenagem dos fluidos dos ferimentos sem que haja remocdo do
curativo, o que proporciona maior adesdo terapéutica do paciente ao tratamento. Assim, essa

facilidade da terapia além de possibilitar uma economia monetaria, por ndo necessitar a troca
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constante do recobrimento dérmico, libera a equipe de enfermagem para atender outras
demandas em servicos de saude.

A biodegradabilidade do polimero PCL, segundo a literatura, e a presenca de
substancias ativas no RPrVA tornam as membranas eletrofiadas fortes candidatas para
aplicacbes como curativos dérmicos para regeneragdo de tecidos lesados, como queimaduras.
Deste modo, como perspectiva futura temos a investigacdo desses materiais em unidades de

salide na recuperacdo de pacientes internados.
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