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RESUMO

As nanofibras possuem propriedades que as tornam potencialmente interessantes para
a utilizacdo em varias aplicagdes no campo biomédico. Uma dessas aplicagdes € como
curativo para o tratamento de feridas, em funcdo, principalmente, de permitirem a drenagem
do excesso de exsudado e permeacdo de oxigénio. A técnica de eletrofiacdo utilizada para o
processamento das nanofibras permite a incorporacdo de compostos visando a obtencdo de
propriedades especificas. Neste estudo foi utilizada a propolis, uma substancia natural de
composi¢do quimica complexa que apresenta varios compostos com atividades bioldgicas
benéficas reportadas em diversos estudos, como, por exemplo, a atuacdo no processo de
cicatrizacdo de lesdes cutaneas. Tintura de prépolis de dlamo e extrato de prépolis verde
foram incorporados a uma solucdo de poli(alcool vinilico) (PVOH) 10% m/m nas
concentragdes de 5, 10 e 15% m/m para a producdo de mantas ndo tecidas de nanofibras por
eletrofiacédo para a utilizagdo em curativos. O estudo demonstrou que os parametros utilizados
no processo (tensdo de 20kV, distancia da ponta da agulha ao coletor de 11,5cm e rotacéo de
300rpm) permitiram produzir mantas com nanofibras uniformes e continuas de PVOH com
propolis, com didmetro médio entre (212+21)nm e (314+34)nm. Além da anélise
morfoldgica, as fibras coletadas foram caracterizadas termicamente por DSC e TGA e
quimicamente por FTIR, e os resultados mostraram que a prépolis ndo afeta
significativamente o comportamento térmico e quimico das nanofibras de PVOH. Os extratos
e a tintura adquiridos foram submetidos a ensaio microbioldgico, mas ndo apresentaram efeito

antimicrobiano para os microrganismos estudados.

Palavras-chave: Eletrofiacdo. PVOH. Propolis. Curativos.



ABSTRACT

Nanofibers have properties that make them potentially interesting for use in various
applications in the biomedical field. One such application is as a dressing for the treatment of
wounds, mainly due to the drainage of excess exudate and oxygen permeation. The
electrochemical technique used for the processing of nanofibers allows the incorporation of
compounds in order to obtain specific properties. In this study, propolis was used, a natural
substance with complex chemical composition that presents several compounds with
beneficial biological activities reported in several studies, such as, for example, the action in
the healing process of cutaneous lesions. Tincture of poplar propolis and green propolis
extract were incorporated into a solution of 10% wt of poly(vinyl alcohol) (PVOH) at the
concentrations of 5, 10 and 15% wt for the production of nonwoven nanofiber webs by
electrolysis for use in dressings. The study demonstrated that the parameters used in the
process (tension of 20kV, distance from needle tip to coletor of 11.5cm and rotation of
300rpm) allowed to produce blankets with uniform and continuous nanofibers of PVOH with
propolis, with a mean diameter between (212 + 21)nm and (314 £ 34)nm. In addition, to the
morphological analysis, the collected fibers were thermally characterized by DSC and TGA
and chemically by FTIR, and the results showed that propolis doesn’t significantly affect the
thermal and chemical behavior of PVOH nanofibers. The extracts and the dye acquired were
submitted to microbiological test, but didn’t present antimicrobial effect for the studied

microorganisms.

Keywords: Electrospinning. PVOH. Propolis. Wound dressing.
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1 INTRODUCAO

Dentre as varias nanoestruturas desenvolvidas como materiais de engenharia, as
nanofibras sdo favorecidas por sua alta area superficial, elevada porosidade e desempenho
mecanico, além da facilidade de fabricacdo pela técnica de eletrofiacdo. Em funcdo das
propriedades exibidas pela configuracdo fisica das nanofibras, elas tém sido amplamente
utilizadas no campo biomeédico, na qual entre as aplicacGes destacam-se a geracdo de
scaffolds para a engenharia de tecidos, sistemas de liberacdo controlada de farmacos,
imobilizacdo de enzimas visando modular a taxa de reacdes bioldgicas, curativos e implantes
funcionalizados (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015; LIU et al., 2017).

Como curativo, as nanofibras se apresentam como uma alternativa interessante uma
vez que servem ao proposito de facilitar a cicatrizacdo de feridas por permitirem a drenagem
do exsudado e permeacdo de oxigénio devido a sua estrutura porosa, além de cumprirem a
funcdo bésica exigida para a funcdo: proteger a ferida de uma infeccdo adicional. A técnica de
eletrofiacdo permite ainda a incorporacdo de compostos durante a manufatura das fibras
visando a obtencéo de propriedades diversas (ZAHEDI et al., 2010).

Compostos naturais que exibem papel ativo benéfico na melhora de enfermidades
estdo em evidéncia nos dias atuais, dentre esses, aqueles que possuem capacidade de estimular
a reparacdo tecidual sdo visados para o desenvolvimento de formulagfes ndo toxicas e que
permitam modular o processo inflamatério em um periodo mais curto e com o minimo de
complicacdes para o paciente. Os fitoquimicos podem afetar positivamente varios estagios do
processo de cicatrizacdo de feridas, através de efeitos antimicrobianos, anti-inflamatérios,
antioxidantes, estimulacdo da sintese de colageno, proliferacdo celular e efeitos angiogénicos,
0 que se deve a variedade de constituintes potencialmente capazes de melhorar o processo de
cura (DZIALO et al., 2016).

Segundo Pinto, Prado e Carvalho (2011) a prépolis é uma das misturas mais
heterogéneas de ocorréncia natural. Acredita-se que mais de 300 substancias ja foram
identificadas em amostras de propolis. Sua composicdo quimica é muito variada, pois €
dependente do clima e flora especificos de cada regido, mas apesar disso, 0s compostos
fenolicos representam o seu principal constituinte, que juntamente com os acidos carboxilicos
modificados, formam componentes estratégicos, pois sdo responsaveis pelos seus principais
efeitos bioldgicos. Estudos sugerem, conforme exposto por Pessolato et al. (2011), que a
prépolis possui efeitos antimicrobianos, antiinflamatérios, antioxidades, anestésicos,

imunossupressores, imunoestimulantes e desbridantes.
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Nesse contexo, a estratégia de combinar poli(alcool vinilico) (P\VOH) com prépolis
para o processamento de mantas nanofibrosas por eletrofiagdo considera que o uso de
matrizes de nanofibras auxiliam o processo de regeneracdo tecidual e que a associacdo da
prépolis potencializara os efeitos cicatrizantes, sugerindo a sua utilizacdo como curativo para

o tratamento de feridas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi produzir nanofibras de poli(alcool vinilico)
(PVOH) com prdpolis na forma de extrato e tintura através da técnica de eletrofiacao.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:
e Caracterizar microbiologicamente os extratos e as tinturas adquiridas;
e Preparar a solugdo polimérica com propolis através de mistura simples;
e Caracterizar as mantas nanofibrosas produzidas morfologicamente, termicamente e

quimicamente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Eletrofiacao

Em sintese, a eletrofiacdo € “um processo de conversdo de uma solugdo polimérica ou
polimero fundido, com ou sem aditivos, em nanofibras solidas mediante aplicacdo de forca
elétrica” (THAKKAR; MISRA, 2017, p. 148, traducdo nossa).

Segundo Liu et al. (2017), pode ser considerada como uma das técnicas mais simples,
versateis e econémicas para a fabricagdo de fibras em escalas micro e nanométricas. As fibras
eletrofiadas podem ainda possuir caracteristicas nano-hierarquicas que as tornam
potencialmente interessantes para uma ampla gama de aplicacbes (VASHISTH; PRUTHI,
2016).

A técnica de eletrofiacdo como conhecida atualmente tem suas raizes no final da
década de 1890 com a técnica de eletropulverizacdo, sendo transformada em eletrofiacdo no
ano de 1900 e se constituindo entdo como uma abordagem Unica para a producdo de fibras
poliméricas utilizando forca elétrica. Em 1934 Formhals patenteou o primeiro instrumento de
eletrofiagdo (THENMOZHI et al., 2017; ZAHEDI et al., 2009).

Esse instrumento, no entanto, possuia alguns inconvenientes, como a secagem
incompleta das fibras, o que resultava em uma estrutura de rede menos agregada. Logo, em
patentes subsequentes a abordagem desenvolvida por Formhals foi refinada para proporcionar
um maior tempo de secagem das fibras (PATIL et al., 2017 apud FORMHALS, 1934 e
FORMHALS, 1939). A tabela 1 apresenta o historico de desenvolvimentos da técnica.
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Tabela 1 — Evolugdo da técnica de eletrofiacdo

Ano Natureza dos eventos
1900, 1902  Processo de eletrofiacio patenteado por Cooley e Morton
1914 Ejecdo do jato na ponta do capilar metalico por John Zeleny
1934 Patente da invencdo do instrumento de eletrofiacdo por Formhals: Fabricacdo de acetato de
celulose usando acetona como solvente
1936 Patente para formacéo de fibras de explosdo de ar a partir de massa fundida em vez de solucédo
por Norton
1938, 1940 Outras patentes de Formhals
1950-1959  Producdo em fabrica de nanofibras como filtro para aplicacdo em méscara de gas (apenas na
URSS)
1960 Estudo de formacéo do jato e fibras eletrofiadas como material de filtracdo
1964 Formagcéo do cone de Taylor
1971 Aparelho para girar microfibras acrilicas por Baumgarten
1995 Doshi e Reneker relataram que o diametro das fibras diminui com o aumento da distancia do
coletor para a ponta da agulha e para o cone de Taylor
1996-2001 Publicagdes relacionadas aos parametros de trabalho, tais como solucdo, pardmetros
ambientais e instrumentais
2001-2005  Sintese e caracterizagéo de nanofibras eletrofiadas
Diferentes tipos de instrumentos de eletrofiacdo foram introduzidos por diferentes
pesquisadores de varios paises
2006-hoje  Trabalhos visando aplicacBes das nanofibras eletrofiadas como sensores, materiais para

engenharia de tecidos, prote¢do contra estimulantes de guerra quimica, filtros, scaffolds,

baterias, catalisadores e sistemas de administragdo de farmacos no campo médico

Fonte: adaptado de THENMOZHI et al., 2017.

O aparato para a técnica de eletrofiacdo consiste em trés partes principais: fonte de

energia de alta tensdo, fieira (conjunto seringa e agulha) e coletor. A representagédo

esquematica da configuracdo do aparato pode ser visualizada na figura 1. A solucdo a ser

eletrofiada, alimentada na seringa, possui uma certa tensdo superficial. Ela é carregada

externamente através da fonte de alta tensdo conectada a agulha. O coletor, por sua vez, €

aterrado e colocado a uma certa distancia para coletar as fibras ejetadas (PATIL et al., 2017).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da configuragdo do aparato de eletrofiacédo

Coletor
A Cone de Tavlor

Solicio polimérica y

+ + T

Fonte de alta tenséo

Fonte: adaptado de THENMOZHI et al., 2017.

Durante a aplicacdo da alta tensdo um campo elétrico é gerado. Sob a acdo do campo
elétrico a solucdo de polimero na ponta da agulha fica eletrostaticamente carregada e, a
medida que 0 mesmo aumenta, a superficie hemisférica do liquido se expande, dando origem
a uma forma conica conhecida como cone de Taylor. Um jato de solucdo polimérica é ejetado
na ponta do cone de Taylor quando a forca eletrostatica supera a tenséo superficial da solucéo.
O jato é acelerado pelo campo elétrico e se torna mais fino a medida que se aproxima do
coletor. Durante a aproximacao o solvente evapora e as cadeias de polimero tendem a estirar e
orientar. Finalmente, ao se depositar sobre o coletor, o jato se solidifica em uma nanofibra. O
resultado é uma manta de fibras ndo tecidas, formada de minusculas fibras com o didmetro na
faixa de nanémetros a micrometros (THENMOZHI et al., 2017; THAKKAR; MISRA, 2017;
LIU etal., 2017).

Atualmente estdo disponiveis no mercado diversos tipos de instrumentos para
eletrofiacéo, que se diferem pelo tipo de fieira e coletor, por exemplo. De acordo com Patil et
al. (2017), alguns utilizam material de eletrodo na fieira, enquanto outros utilizam o conjunto
seringa e agulha. Duas classes principais de instrumentos estdo em pratica: horizontal e
vertical, esquematizados na figura 2. No tipo horizontal, a for¢a efetiva é a forga de atragédo

elestrostatica. No tipo vertical, h4 o somatorio da forga eletrostatica e da forga gravitacional.
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Figura 2 — Técnica de eletrofiacéo (a) horizontal e (b) vertical

Coletor : ’ «— Seringa
Seringa Agulha i i
: Solugido i <«— Solugdo !
; R | \ i Agulha

! Fonte de alta tensdo

...............................................................................................

Fonte: adaptado de PATIL et al., 2017.

3.1.1 Parametros do processo de eletrofiacédo

As propriedades da nanofibra obtida por meio da eletrofiacdo sdo afetadas pelos
parametros de processo e pelas propriedades da solucdo, que sdo definidos por Thakkar e
Misra (2017) como parametros criticos de processo (CPP) e atributos criticos de fabricacéo
(CMA), respectivamente. Os efeitos dos parametros do processo nas propriedades das
nanofibras estdo descritos a seguir:

a) Diferenca de potencial: é um parametro critico para iniciar a eletrofiacdo, pois as

forcas eletrostaticas determinadas pela diferenca de potencial, induzem a formacéo
do cone de Taylor, e quando essas forgas superam a forca de tenséo superficial, o
cone de Taylor € distorcido e o jato ejetado. H& uma pequena disputa sobre o
comportamento da diferenca de potencial aplicada no processo de eletrofiacédo,
conforme relatado por Zhang et al. (2005). Liu et al. (2017) relataram que
aumentar a diferenca de potencial implica no aumento das forcas eletroestaticas,
que aumenta a densidade de carga e acelera o jato, resultando no alongamento da
fibra e, em dltima analise, favorecendo a formacdo de fibras mais finas. Por outro
lado, o tempo que o jato leva para percorrer a distancia entre a agulha e o coletor
diminui conforme o aumento da diferenca de potencial, o que resulta no aumento
do didmetro da fibra. Além disso, o aumento da diferenca de potencial pode
aumentar as forcas repulsivas atuantes no jato, podendo separar o jato em

pequenas gotas e culminar na deposicao de gotas no coletor. Na maioria dos casos,



b)

d)
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segundo Bhardwaj e Kundu (2010), maior tenséo provoca maior alongamento da
solucdo devido a acdo das forgcas eletromagnéticas no jato, bem como o campo
elétrico mais forte, e esses efeitos levam a reducdo do diametro da fibra.

Distancia entre a ponta da agulha e o coletor: a estrutura e a morfologia das fibras
sdo altamente afetadas pela distancia entre a ponta da agulha e o coletor conforme
relatado por Subbiah et al. (2005) devido & influéncia do tempo de deposicao, da
taxa de evaporacdo e do intervalo de instabilidade. Quanto menor a distancia entre
a ponta da agulha e o coletor menor serd o tempo de vdo do jato, o que significa
que ndo ha tempo suficiente para o solvente evaporar completamente, podendo
resultar na coleta de fibras Umidas e morfologia de gotas. Portanto, a distancia
entre a ponta da agulha e o coletor deve ser otimizada.

Taxa de alimentacdo: o didametro da fibra e o didmetro do poro, segundo Bhardwaj
e Kundu (2010), aumentam com o aumento da taxa de alimentagao, pois menor é o
tempo de evaporacdo do solvente. A morfologia da fibra também pode sofrer
alteracdes, pois altas taxas de fluxo implicam em tempo insuficiente para secagem
das fibras, resultando em fibras frisadas.

Temperatura de operacdo: a elevagdo da temperatura culmina na expansdo das
moléculas do polimero, levando a uma reducdo do grau de emaranhamentos da
cadeia e, portanto, na reducdo da viscosidade da solucdo. A reducéo da viscosidade
da solucdo, por sua vez, implica na reducdo da forca viscoelastica para contrariar a
forca eletrostatica de estiramento, o que resulta, em Gltima instancia, na reducéo do
diametro da fibra. Além da reducdo dos diametros das fibras, o nimero de fibras
depositadas no coletor aumenta com o0 aumento da temperatura da solugéo. Para
uma massa fixa, a diminuicdo no didmetro médio da fibra implica em um aumento
no comprimento total das fibras. Para um periodo de deposi¢édo fixo, 0 aumento no
comprimento total das fibras resulta em um aumento do numero de fibras
depositadas (MIT-UPPATHAM; NITHITANAKUL; SUPAPHOL, 2004).
Umidade: em acordo com o exposto por Patil (2017) a umidade afeta a morfologia
da fibra. Foi demonstrado por Casper et al. (2004) que a alta umidade faz com que
a agua condense na superficie da fibra, formando poros ao evaporar. Aumentar a
umidade faz com que aumente o nimero de poros, além de aumentar o didmetro e
distribuicdo de didmetro dos mesmos. Em umidades baixas um solvente volatil
evapora mais rapidamente. Em alguns casos, conforme relatado por Bhardwaj e

Kundu (2010), a taxa de evaporacdo pode ser mais rapida que a remocdo do
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solvente da ponta da agulha, o que acarretaria em um problema ao processo de
eletrofiacéo.

Viscosidade da solucdo: Bhardwaj e Kundu (2010) relataram que, para uma
viscosidade muito baixa ndo existe formacdo de fibras continuas e, para uma
viscosidade muito elevada, existe dificuldade na ejecdo do jato de solugéo,
exigindo da solugdo uma viscosidade ideal para eletrofiagdo. I1sso se deve ao fato
do processo de eletrofiacdo se basear no alongamento uniaxial de um jato
carregado eletricamente, conforme exposto por Bhardwaj e Kundu (2010, apud
HAIDER et al.,, 2013). O alongamento do jato carregado € significativamente
afetado pela alteracdo da viscosidade da solucdo polimérica. Se a viscosidade é
baixa, 0 campo elétrico aplicado e a tensdo superficial da solucdo fazem com que
as cadeias poliméricas entrelacadas se quebrem em fragmentos antes de chegar ao
coletor, formando gotas. O aumento da viscosidade da solugdo polimérica, por sua
vez, supera a acdo da tensdo superficial, resultando em nanofibras uniformes.
Além disso, aumentar a viscosidade além de um valor critico, dificulta o fluxo da
solucdo através da ponta da agulha (a solucéo de polimero seca na ponta da agulha
e a bloqueia), o que resulta em nanofibras defeituosas.

Concentracdo da solucdo polimérica: segundo Sukigara et al. (2003), existe uma
concentracdo minima na qual fibras sdo formadas. Em concentra¢cBes menores que
a minima, sdo depositadas gotas, as quais sdo resultado da atuacdo da tensédo
superficial que favorece formas esféricas com menor area superficial por massa.
Para concentracdes superiores a minima, o que se observa é uma mistura de gotas
e fibras. Para uma concentracdo 6tima sdo obtidas fibras continuas e acima dela a
formacdo continua de fibras é impedida devido a incapacidade de manutencéo do
fluxo da solucdo na ponta da agulha. Além disso, quanto maior a concentracao,
observa-se que maior € o didmetro médio da fibra (BHARDWAJ e KUNDU,
2010).

Peso molecular: segundo Tan et al. (2005), o peso molecular afeta a morfologia da
fibra em funcdo do nimero de emaranhamentos da cadeia polimérica na solucéo,
que reflete na sua viscosidade. SolucGes de baixo peso molecular tendem a formar
gotas, devido a acéo significativa da tensdo superficial, enquanto solucées de alto
peso molecular tendem a formar fibras de diametros médios maiores. O peso
molecular desempenha papel importante na determinagdo da concentragdo minima

de polimero para obtencéo de fibras continuas.
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i) Tensdo superficial: desempenha um papel critico no processo de eletrofiacdo uma
vez que a formacdo de gotas ou fibras depende da tensdo superficial da solucéo.
Em geral, a alta tenséo superficial de uma solucéo inibe a eletrofiacdo uma vez que
causa instabilidade ao jato, levando a deposicdo de goticulas no coletor. Uma
menor tenséo superficial contribui para que a eletrofiagcdo ocorra sob a agdo de um
campo elétrico mais baixo, mas ndo necessariamente uma menor tenséo superficial
de um solvente sera sempre mais adequada para o processo. Em resumo, a tensédo
superficial define os limites inferior e superior da janela de eletrofiacdo, mantidas
as demais variaveis constantes (BHARDWAJ e KUNDU, 2010 apud HOMAN et
al., 2001; HAGHI e AKBARI, 2007; FONG et al., 1999; ZHANG et al., 2005;
PHAM et al., 2006).

A tabela 2 apresenta uma sintese dos parametros descritos anteriormente e seus efeitos
na morfologia das fibras.

Tabela 2 — Sintese dos efeitos dos parametros que afetam a morfologia das fibras

Parametros Efeito na morfologia das fibras
Pardmetros da Concentragao do polimero 1 Emaranhamentos 1 Viscosidade 1
solucdo Peso molecular 1 Emaranhamentos 1 Viscosidade 1
Viscosidade da solugdo | Didmetro | Deposicao de gotas | Fibras regulares 1
Tensdo superficial 1 Deposigdo de gotas 1
Parametros do Diferenca de potencial 1 Didmetro | Deposic¢do de gotas 1 Distribui¢do de
processo diametro 1
Distancia entre a fieirae o Diametro 1 Deposicdo de gotas 1 Poros 1
coletor |
Taxa de alimentacdo 1 Didmetro 1 Deposicdo de gotas 1 Poros 1
Condigdes Temperatura 1 Diametro |
ambientais Umidade 1 Poros 1

Legenda: 1 aumento; | redugéo.
Fonte: adaptado de LIU et al., 2017.

3.1.2 Aplicacéo das nanofibras como curativo em tratamento de feridas

Em acordo com o exposto por Haider, Haider e Kang (2015), as pesquisas envolvendo

nanofibras com aplicagdes no campo biomédico centram-se na geracdo de scaffolds para a
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engenharia de tecidos, curativos, sistema de liberacdo de farmacos e imobiliza¢do de enzimas
visando modular a taxa de reagdes bioldgicas.

Em funcdo da sua estrutura porosa, as nanofibras se apresentam adequadas para a
drenagem de exsudado e permeacdo adequada de oxigénio em feridas, além de permitirem a
sua manufatura visando evitar possiveis infec¢des provenientes de ataques microbianos. Essas
caracteristicas fazem com que as mantas de nanofibras se apresentem como excelentes
materiais para curativos, uma vez que servem ao propdsito de facilitar a cicatrizacdo de
feridas, além da funcdo basica de proteger as feridas de uma infeccdo adicional, atendendo
para tal dois requisitos atualmente considerados essenciais para o tratamento de feridas. S&o
eles: a capacidade de alcancar rdpida homeostase e boa propriedade antibacteriana (LIU et al.,
2017; ZAHEDI et al., 2010).

Conforme mencionado por Liu et al. (2017), os curativos originalmente eram
fabricados a partir de matérias primas naturais como fibra vegetal e gordura animal para
simplesmente cobrir as feridas. Essa condi¢do evoluiu até os dias atuais, no qual materiais
artificiais podem ser fabricados por varias tecnologias para criar curativos multifuncionais,
onde em uma condicdo ideal, de acordo com Zhang et al. (2005), devem fornecer um
ambiente para que a cicatrizagdo ocorra na taxa maxima consistente com o reparo tecidual.

Os curativos sdo atualmente desenvolvidos a partir de materiais sintéticos ou naturais,
com diferentes configuracdes fisicas, como esponjas, hidrogéis, hidrocoldides, filmes e
membranas. Cada uma dessas estruturas exibe diferentes propriedades que as tornam
adequadas para o tratamento de tipos particulares de feridas (SIMOES et al., 2018).

Algumas propriedades precisam ser consideradas para que um material seja um
candidato a curativo, segundo Zhang et al. (2005), sdo elas: ser hemostatico; atuar como
barreira bacteriana; absorver o excesso de exsudado; fornecer e manter o ambiente Umido ou a
taxa de transmissdo de vapor d'agua apropriada; promover troca gasosa adequada; ter
capacidade de adaptacdo ao contorno da area da ferida; promover adesdo funcional, ou seja,
aderente a tecido sadio, mas ndo aderente ao tecido da ferida; permitir facil remocdo e; ter
baixo custo.

Ainda conforme relatado por Zhang et al. (2005), os beneficios dos curativos
manufaturados pela técnica de eletrofiagdo incluem:

a) Ser homeostatico: a homeostasia é conferida fisicamente aos curativos pelas fibras em
nanoescala que apresentam pequenos intersticios e elevada area superficial;
b) Capacidade de atuar como barreira antibacteriana: o tamanho dos poros pode ser

controlado para que o curativo efetivamente proteja a ferida do ataque bacteriano;
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Capacidade de absorver o excesso de exsudado: devido a alta razdo entre area
superficial e volume os curativos manufaturados por eletrofiacdo exibem absorcéo de
agua maior gque os curativos tipicos de filmes para os mesmos polimeros;

Capacidade de fornecer e manter o0 ambiente imido ou a taxa de transmissao de vapor
d'dgua apropriada e promover troca gasosa: 0 curativo estruturado em nanofibras é
poroso, o0 que € adequado para a respiracdo celular, além de poderem satisfazer os
requisitos de alta permeacdo de gases e proporcionar controle da perda de fluido,
mantendo um controle adequado do ambiente imido para a ferida;

Capacidade de adaptacéo ao contorno da area da ferida: a técnica de eletrofiacdo pode
fornecer membranas de fibras ultrafinas que exibem excelente conformabilidade e,
assim, resultar em melhor cobertura e protecdo das feridas contra a infec¢éo;
Possibilidade de funcionalizacdo: as membranas de nanofibras podem ser bioativadas,
aumentando sua eficicia em diversas aplicacdes. Os curativos bioativos
multifuncionais sdo alcangdveis devido a facilidade em incorporar compostos
terapéuticos nas nanofibras através do proprio processo de eletrofiacéo.

Estimular regeneracado tecidual: os curativos nanofibrosos podem ser encarados como
scaffolds, que podem fornecer as células da pele um melhor roteiro para a
autoreparacdo, devido aos poros interconectados que garantem a proliferacéo celular.
Do ponto de vista da engenharia de tecidos, a estrutura nanofibrosa biomiméticamente
possui boa condutividade celular e pode melhorar a compatibilidade do sangue e de
outros fluidos, o que facilitaria a cicatrizacdo de feridas e a regeneracdo da pele,
embora seja uma condicdo dificil de alcancar.

As principais desvantagens, segundo Simdes et al. (2018), passam pelos materiais e

solventes utilizados na sua producdo.

3.2 Compostos naturais para o tratamento de feridas

A pele tem muitas funcbes em humanos, especialmente na defesa contra fatores

fisicos, quimicos ou bioldgicos; participa na regulacdo da homeostase da &gua e de eletrolitos
e desempenha papel secretor. Além disso, esta envolvida na percepcéo e resposta imunoldgica
de todo o organismo. Distlurbios ou danos de um drgéo tdo extenso e multifuncional como a
pele podem ser uma séria ameaca a saude do paciente ou até mesmo a vida
(BAHRAMSOLTANI; FARZAEI; RAHIMI, 2014).

Apesar da utilizacdo de produtos fitoterapicos e plantas medicinais no tratamento de
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lesbes cutaneas ser uma pratica muito antiga, nas Ultimas décadas as preparacdes topicas a
partir de fArmacos sintéticos dominaram o mercado no tratamento de feridas, como no caso de
gueimaduras, mas ainda ha uma lacuna nesse contexto uma vez que elas vém apresentando
limitacbes, como, por exemplo, a maioria dos produtos disponiveis tem atividade
antimicrobiana, e ndo cicatrizante, além dos efeitos colaterais associados, o que abriu as
portas para a area de medicina alternativa, resultando em mdaltiplos estudos sobre o uso de
produtos naturais para o reparo tecidual. Apenas cerca de 1 a 3% dos medicamentos modernos
estdo sendo sugeridos como eficazes em peles danificadas; em comparacdo, um terco dos
medicamentos fitoterapicos sdo para tal uso. Por isso, compostos naturais que tenham
capacidade de estimular a reparacdo tecidual sdo atualmente visados para o desenvolvimento
de formulacGes ndo tdxicas, que possibilitem a modulacdo do processo inflamatério em um
periodo mais curto e com o minimo de complicagdes (CORREA et al., 2017; DZIALO et al.,
2016; SEHN et al., 2009).

O processo de cicatrizagdo de feridas consiste em inflamagéo, reepitelizagéo,
granulacdo e neovascularizacao, que resultam na contracdo da ferida. Os fitoquimicos podem
afetar positivamente varios estagios deste processo através de diferentes mecanismos,
incluindo efeitos antimicrobianos, anti-inflamatdrios, antioxidantes, estimulacao da sintese de
colageno, proliferagdo celular e efeitos angiogénicos. Isso se deve a variedade de constituintes
como alcal6ides, 6leos essenciais, flavonoides, taninos, terpendides, saponinas, acidos graxos
e compostos fendlicos, que sdo potencialmente capazes de melhorar o processo de cura de
feridas. Baixo custo, disponibilidade e menos efeitos colaterais sdo outras vantagens dos
remédios a base de compostos naturais (DZIALO et al., 2016).

Muitas pesquisas estdo em andamento com o intuito de identificar e isolar o0s
componentes ativos das plantas responsaveis por suas propriedades cicatrizantes.
Recentemente, muitos relatos sobre a potencial eficacia dos compostos fendlicos, que séo
considerados um dos mais importantes grupos de metabdlitos secundarios de plantas, na
prevencdo ou atenuacao de sintomas de disturbios da pele e redugédo do tempo de cicatrizacao
foram publicados (BAHRAMSOLTANI; FARZAEI; RAHIMI, 2014; DZIALO et al., 2016).

3.3 Extrato de propolis
A prépolis é uma substancia resinosa quimicamente complexa coletadas de diferentes

partes de plantas que cercam a colmeia, por abelhas, especialmente da espécie Apis meliffera.

Embora existam propolis coletadas por outras espécies de abelhas, essa espécie € a mais
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estudada devido a qualidade e ao valor agregado do seu produto no mercado (FRANCHIN et
al., 2018).

Na natureza, segundo Franchin et al. (2018) a propolis € utilizada para revestir a
colmeia, repelir e embalsamar parasitas, matar microorganismos, atuar como isolador térmico,
entre outros fins. Observando a importancia da propolis para as abelhas, a humanidade tem se
beneficiado ao longo dos séculos do alto valor medicinal, funcional, econémico e até cultural
dessa resina coletada em todo o mundo (FREIRES et al., 2016).

A origem botéanica e a composi¢do quimica da propolis podem variar com base no
clima e flora especificos de cada regido. Ao contrério de outros paises, que possuem pouca
variabilidade na composicdo quimica e origem boténica da propolis, o Brasil possui pelo
menos treze tipos diferentes de prépolis identificados até o0 momento. Park, Alencar e Aguiar
(2002), grupo de pesquisa da Universidade de Campinas, foram os primeiros a investigar 0s
perfis quimicos de amostras brasileiras e classifica-las em doze tipos baseados em suas
caracteristicas fisico-quimicas. Um novo tipo foi descrito em 2007 por Silva et al. (2007)
(FRANCHIN et al., 2018).

Acredita-se, segundo Pinto, Prado e Carvalho (2011), que a propolis é uma das
misturas mais heterogéneas de ocorréncia natural e que mais de 300 substancias ja foram
identificadas em amostras de propolis. Apesar da composi¢do variada, 0os compostos fendlicos
representam os principais constituintes bioativos da propolis. De acordo com Fujimoto
(2016), eles sdo metabdlitos secundarios de plantas que compreendem uma classe diversa de
compostos quimicos caracterizados por um anel benzeno ligado a um grupo hidroxila. A
classe mais importante de fendlicos isolados da prépolis sdo os flavonoides. Juntamente com
os acidos carboxilicos modificados, formam componentes estratégicos, pois sdo responsaveis
pelos seus principais efeitos bioldgicos.

A prépolis pode apresentar de maneira geral: hidrocarbonetos superiores, alcoois,
acidos aromaticos, acidos graxos superiores tipicos de ceras e seus ésteres, cetonas, flavonas e
flavonois, flavononas, chalconas e diidrochalconas, terpendides, esterdides, aminoacidos,
acucares, lignanas, vitaminas (A, B1l, B2, B6, C, E e PP) e minerais (sédio, potassio,
magnésio, bario, estrdncio, cddmio, chumbo, cobre, manganés, ferro, célcio, vanadio, silicio,
aluminio, niquel, zinco, cromo, titanio, prata, molibdénio e cobalto) (PINTO; PRADO,;
CARVALHO, 2011).

A prépolis esta disponivel a baixo custo e tem se apresentado eficaz no tratamento de
lesGes graves, incluindo lesbes cutaneas purulentas e ndo-purulentas. Os compostos principais

desse agente apiterapéutico que estdo relacionados com a reparacgdo tecidual sdo os derivados



25

de acidos graxos, terpenos, B-esteroides, flavonoides, vitaminas e sais minerais (SEHN et al.,
2009).

A formacéo de biofilme e infeccdo sdo fatores que atrasam o processo de cicatrizacao
de feridas, sendo o seu controle um passo crucial no processo de cura. A atividade
antimicrobiana e o papel na inibigdo da formacao de biofilme tém sido relacionados como as
mais importantes propriedades bioldgicas da prépolis. Mas as propriedades bioldgicas néo se
limitam a sua atividade antimicrobiana. Estudos sugerem efeitos anti-inflamatorios,
imunossupressores, imunoestimulantes, antioxidantes, anestésicos e desbridantes (ORYAN;
ALEMZADEH e MOSHIRI, 2018; PESSOLATO et al., 2011).

Diferentes compostos bioativos da prépolis brasileira tiveram mecanismos anti-
inflamatdrios relatados. A propolis de alamo, identificada como tipo 3, possui alguns
flavonoides com efeitos anti-inflamatorios promissores, como a apigenina, galangina e
pinocembrina, que atuam na inibicdo da sintese de citocinas pro inflamatérias e modulam o
recrutamento de leucocitos. A prépolis verde, identificada como tipo 12, por sua vez, possui 0
artepillin C, que inibe diferentes vias de sinalizacdao do processo inflamatorio (FRANCHIN et

al., 2018). As estruturas desses flavonoides podem ser visualizadas na figura 3.

Figura 3 — Estruturas quimicas da (a) apigenina (b) galangina (c) pinocenbrina e (d)
artepillin C

Fonte: FRANCHIN et al., 2018.

De acordo com Sforcin (2007), ensaios in vitro e in vivo demonstraram que a propolis
pode ativar macrofagos, aumentando sua atividade microbicida; aumentar a atividade de
células natural killer (NK) contra células tumorais; estimular maior producéo de anticorpos;

inibir a proliferagdo de linfocitos, 0 que pode estar associado & sua propriedade anti-
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inflamatoria, entre outras.

A propolis, assim como outros fitoterapicos, pode ser obtida comercialmente em
varias configuracdes, como tinturas e extratos. A tintura é uma preparacgdo liquida obtida em
geral pela maceracdo do material vegetal em etanol a temperatura ambiente por um periodo
determinado, que depois é pressionado e filtrado para producdo do fluido na qual os
constituintes ativos do vegetal se dissolvem. O processo é baseado, portanto, na acéo
solubilizante do etanol sobre o pé seco da planta. Usualmente sdo obtidas utilizando uma
parte do soluto para dez partes do solvente (1:10) ou uma parte do soluto para cinco partes do
solvente (1:5). Os extratos, por sua vez, sdo preparagdes liquidas nas quais, exceto quando
especificado diferentemente, uma parte do extrato, em massa ou volume, corresponde a uma
parte em massa da planta seca na sua preparacdo, ou seja, 1ml de extrato equivale a 1g da
planta seca. Logo, os extratos podem ser encarados como tinturas concentradas. Podem ser

obtidos por percolacdo, maceracdo ou outro método adequado e validado.
3.4 Poli(alcool vinilico)

O poli(alcool vinilico) (PVOH) é um polimero polihidroxilado, cuja férmula geral
pode ser visualizada na figura 4. Seu mero, “alcool vinilico”, ndo ¢ encontrado no estado

livre.

Figura 4 — Férmula geral do PVOH

-[-CH,-CH-]x -
|

OH
Fonte: CRUZ; CAMPQS; THIM, 2008.

De acordo com Vinyl (2002), o PVOH é o polimero sintético soluvel em agua
produzido em maior volume no mundo. A sintese desse polimero foi descrita em 1924 por
Haehnel e Herrmann a partir da hidrdlise do poli(acetato de vinila) (PVAc). Atualmente, o
PVAc pode ser convertido em PVOH por transesterificacdo, hidrolise ou amindlise.
Industrialmente, a reacdo mais importante € a de transesterificagdo, em que uma pequena
guantidade de &cido ou base é adicionada em quantidades cataliticas para promover o

intercambio de éster. Sua obtencdo pela conversdo de PVAc se deve ao fato do alcool vinilico



27
ndo ser um composto estavel, inviabilizando a polimerizacéo, em acordo com 0 exposto por

Fink (2011). A esquematizacdo da sequéncia da reacdo de sintese a partir do mondémero de
base acetato de vinila (VA) pode ser visualizada na figura 5.

Figura 5 - Sintese do PVOH
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Fonte: FINK, 2011.

As propriedades basicas do PVOH dependem do grau de polimerizacdo e do grau de
hidrolise, e os efeitos desses parametros estdo esquematizados na figura 6.

Figura 6 - Efeitos do grau de polimerizacao e do grau de hidrolise nas propriedades do
PVOH
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Peso molecular

Reducio Elevagio
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Fonte: Traduzido de VINYL..., 2002.

Algumas propriedades fisicas do PVOH completamente hidrolisado estéo descritas na
tabela 3..
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Tabela 3 — Propriedades fisicas do PVOH completamente hidrolisado

Propriedade Valor
Coeficiente de expansao térmica (0-50°C) 10+
Calor especifico (cal/g°C) 0,4
Resistividade elétrica (ohm.cm) (3,1-3,8) 107
Condutividade térmica (W/mK) 0,2
indice de refrago (filme) a 20°C 1,49 - 1,55
Densidade (sélido) 1,19-1,31
Tg (°C) 75-85
Ponto de fuséo (°C) 230 (100% hidrolisado)
170 - 190 (parcialmente hidrolisado)
Apresentacédo P4 granulado

Fonte: CRUZ; CAMPQOS; THIM, 2008.

O PVOH é usado principalmente em solu¢do. Quanto a solubilidade, de acordo com
Aranha e Lucas (2001), ele é sollvel em solventes altamente polares e hidrofilos, tais como
dimetilsulféxido (DMSO), acetamida, glicois, dimetilformamida (DMF), sendo a agua o
melhor solvente. A solubilidade em agua, no entanto, dependente do grau de hidrdlise, do
grau de polimerizacdo e da temperatura da solucéo.

No PVOH completamente hidrolisado, o elevado nimero de hidroxilas leva a
formacdo de ligacbes de hidrogénio fortes entre grupos hidroxilas intra e intermoleculares,
impedindo sua solubilizacdo em &gua, o que explica 0 PVOH completamente hidrolisado ser
insoltvel a frio. A solubilizacdo do PVOH completamente hidrolisado em agua requer
temperaturas elevadas devido a alta energia associada a dissolucdo da fase cristalina. Apos a
dissolucdo, o PVOH mantém-se em solugcdo aquosa mesmo em temperatura ambiente. No
PVOH parcialmente hidrolisado, os grupos acetato residuais sao essencialmente hidréfobos,
enfraquecendo as ligagdes intra e intermoleculares dos grupos hidroxila vizinhos, favorecendo
a entrada de &gua nos novelos poliméricos. Isso faz com que a presenca de uma quantidade
adequada de grupos acetato aumente a solubilidade em &gua, a frio. O efeito da temperatura
na solubilidade estd associado a quebra das ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares.
Com o aumento da temperatura, as ligacfes de hidrogénio sdo rompidas diminuindo as forcas
intra e intermoleculares e, com isso, a solubilidade aumenta. Por outro lado, o aumento da
temperatura pode quebrar também as ligacdes de hidrogénio com a &gua diminuindo entdo a
solubilidade (ARANHA; LUCAS, 2001).

A viscosidade das solugdes de PVOH, em acordo com o exposto por Vinyl... (2002), é
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dependente principalmente do peso molecular e da concentragdo da solucdo. Os efeitos na
viscosidade provocados pela variagdo da concentracdo da solugdo para solugdes com
diferentes pesos moleculares podem ser visualizados na figura 7. O grau de polimerizacéo
decresce de A para D, sendo A = 2200, B = 1500, C = 550 e D = 220, enquanto o grau de
hidrélise é mantido fixo em 87-89% mol. O grau de hidrdlise e a temperatura também
influenciam, sendo que a viscosidade aumenta com o aumento do grau de hidrélise e diminui
com o0 aumento da temperatura. Solugbes com alto grau de hidrdlise tendem a apresentar
ainda um aumento na viscosidade com o tempo de armazenamento, podendo até gelificar. A
taxa de aumento depende da temperatura de dissolucdo, temperatura de armazenamento e
concentracdo. Quanto mais baixas as temperaturas de armazenamento e dissolugdo e maior a
concentracdo, maior é a taxa de aumento da viscosidade. A viscosidade das solugdes de
PVOH parcialmente hidrolisadas exibem um maior grau de estabilidade. A figura 8 demonstra
a variacdo da viscosidade com o tempo de armazenamento para solugdes de PVOH com
diferentes graus de hidrélise. O PVOH identificado como A possui grau de hidrélise 98-99 %

mol e B 87-89% mol, enquanto o grau de polimerizagdo é mantido fixo em 1500.

Figura 7 — Efeitos na viscosidade da varia¢éo do peso molecular e concentracéo da
solucé@o aquosa de PVOH
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Figura 8 — Efeitos na viscosidade da varia¢do do tempo de armazenamento de solugdes
aquosas de PVOH com diferentes graus de hidrolise
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Fonte: VINYL..., 2002.

A tensdo superficial da solucdo aquosa de PVOH, por sua vez, ainda de acordo com
Vinyl... (2002), varia com a concentracdo, temperatura, grau de hidrélise e distribuicdo do
grupo acetato na cadeia. A distribuicdo aleatdria de grupos acetato no polimero resulta em
solugdes com tensdo superficial mais alta comparadas aquelas dos polimeros nos quais blocos
de grupos acetato estdo presentes. A tensao superficial também diminui ligeiramente a medida
que o peso molecular é reduzido.

Em funcdo das caracteristicas exibidas pelo PVOH, conforme exposto por Shao et al.
(2003), como resisténcia quimica, propriedades fisicas, alta hidrofilicidade, processabilidade e
biocompatibilidade, o PVOH possui diversas utilizagdes industriais, incluindo, conforme
citado por Koski, Yim e Shivkumar (2004), produtos médicos, cosméticos, alimenticios,
farmacéuticos e industrias de embalagens, além de diversos ramos de aplicagcbes em estudo.
Suas aplicagdes comerciais incluem membranas, processamento e acabamento de tecidos,
adesivos, revestimentos e tintas. As propriedades do PVOH podem ainda ser melhoradas ou
modificadas através do grupo hidroxila (SHAO et al., 2003).

Enquanto hidrogél polimérico sintético, o PVOH se apresenta como um dos mais
tradicionalmente utilizados em aplicacbes médicas avancadas devido & sua boa
biocompatibilidade. Curativos para feridas, sistemas para liberacdo controlada de farmacos,

orgaos artificiais e lentes de contatos estdo entre as principais aplicacdes. No entanto, embora
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possua boas propriedades mecanicas no estado seco, sua utilizacdo isolada é limitada devido a
alta hidrofilicidade, fazendo-se necessério utilizar blendas de PVOH com outros polimeros
sintéticos ou polissacarideos para a manufatura dos hidrogéis (KAMOUN et al., 2015;
KENAWY et al., 2014).

De acordo com Koski, Yim e Shivkumar (2004), solugdes contendo PVOH podem ser
processadas por varias técnicas, incluindo processo sol-gel, separacdo de fases e tratamentos
ciclicos de congelamento e descongelamento para produzir uma variada gama de estruturas. A
eletrofiagcdo como uma técnica de processamento de solugdes de PVOH foi utilizada por Ding

et al. (2002) para produzir agregados fibrosos em nanoescala.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

e PVOH - Massa molar 72000g/mol e grau de hidrolise 88% (Vetec Quimica Fina
Ltda);

e Extrato de Propolis Verde Alecrim — 18,6% de residuo seco (Apiérios Mackllani Ltda
da regido de Santa Barbara — Minas Gerais);

e Extrato de Propolis Verde — 11,1% de residuo seco (Apis Flora Industrial e Comercial
Ltda da regido de Ribeirdo Preto — S&o Paulo)

e Tintura Mae de Propolis Alamo — 6,6% de residuo seco (Laboratdrio Shraibmann Ltda
da regido de Cotia — Sao Paulo);

e Agua destilada.

4.2 Metodologia

O diagrama apresentado na figura 9 a seguir representa a sequéncia metodoldgica

adotada neste trabalho.
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Figura 9 — Fluxograma da metodologia
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4.2.1 Ensaio microbiologico

As trés propolis adquiridas foram submetidas a ensaios microbiolégicos com os
microorganismos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans para anélise
da atividade antimicrobiana. Os ensaios foram realizados através do metodo de ensaio de

Difusdo em Disco (Agar), no laboratério de Biomateriais do Departamento de Engenharia de
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Materiais do CEFET-MG, seguindo a norma M2-A8 — Padronizagdo dos Testes de
Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difusdo, NCCLS.

A montagem do método consistiu no preenchimento de placas de petri com o
respectivo tipo de agar e distribuicdo dos discos embebidos com a propolis e o antimicrobiano
de controle, seguido da inoculagdo das culturas com cada tipo de microorganismo. As placas
foram incubadas em estufa & 37°C por 18h, para verificacdo da existéncia de halos de
inibicdo. Apos esse periodo foram realizadas as leituras do resultado através da interpretacéo

das fotos enviadas pela técnica responsavel pela realizacdo do ensaio.

4.2.2 Preparacao das solucoes

A solucdo de PVOH para eletrofiacdo foi preparada na concentracdo de 10% m/m, na
qual o solvente utilizado foi a &gua destilada, baseando-se em trabalhos previamente
desenvolvidos por Ding et al. (2002) e Vashisth et al. (2014) para a producdo de nanofibras
de PVOH. A solucao foi colocada sob agitacdo no agitador magnético IKA C-MAG HS-7, na
rotacdo 2 e temperatura de 70°C por 30min. Apos esse periodo, a agitacdo foi mantida sob a
mesma rotacdo em temperatura ambiente por 1h30min.

Foram preparadas solu¢des de PVOH com concentracdo de 10% m/m, com de 5%,
10% e 15% m/m da Tintura Mae de Propolis de Alamo seguindo os mesmos procedimentos
descritos anteriormente. As amostras serdo denominadas PVOHTIN5, PVOHTIN10 e
PVOHTIN15, respectivamente.

Foram preparadas ainda solugdes de PVOH com concentracdo de 10% m/m, com 5%,
10% e 15% m/m do Extrato de Prépolis Verde Alecrim seguindo os mesmos procedimentos.
As amostras serdo denominadas PVOHEXxt5, PVOHEXt10 e PVOHEXt15, respectivamente.

4.2.3 Obtencéo das nanofibras

O aparato utilizado para a eletrofiacdo estd apresentado na figura 10. A obtencédo das
nanofibras a partir das solugdes de PVOH puro e de PVOH com propolis nas diferentes
concentracdes foram obtidas aplicando uma tensdo de aproximadamente 20kV na agulha
metalica de 25x0,80mm (comprimento versus didmetro), conectada na seringa onde foram
vertidas as solugdes preparadas no mesmo dia a serem eletrofiadas. Folhas de papel aluminio
de 25x10cm (comprimento versus largura) foram utilizadas para revestir o coletor aterrado

visando atuar como substrato para a coleta das nanofibras. O coletor foi mantido a uma
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distancia fixa de 11,5cm da ponta da agulha e rotacdo de aproximadamente 300rpm,

condigOes baseadas no trabalho desenvolvido por Vieira (2015).

Figura 10 — Aparato utilizado para coleta das nanofibras
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Fonte: prdprio autor.

As tabelas e 4 e 5 apresentam uma sintese dos parametros utilizados na eletrofiagéo.

Tabela 4 — Sintese dos parametros utilizados na eletrofiacéo

Parametros de eletrofiacdo

Rotacao do coletor (300+50) rpm
Diferenca de potencial (20,00+0,10) kV
Distancia entre a ponta da agulha e o coletor 11,5cm

Fonte: préprio autor.
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Tabela 5 — Especificacdo da concentragdo de componentes utilizados e identificacdo das
mantas eletrofiadas

Denominagéo Concentragao Concentracdo Extrato de Concentracéo Tintura de
amostra PVOH (% m) Prépolis (%0 m) Prépolis (%0 m)
PVOH 10

PVOHTIN5 10 5
PVOHTIN10 10 10
PVOHTIn15 10 15
PVOHEXxt5 10 5

PVOHEXxt10 10 10

PVOHEXxt15 10 15

Fonte: proprio autor.

4.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das nanofibras foi caracterizada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) utilizando o equipamento SSX 550 SHIMADZU. Uma pequena se¢ao das mantas
ainda sobre o substrato de papel aluminio foi pulverizada com ouro e as imagens foram
obtidas com os aumentos de 500, 1000, 1800, 2400 e 3500 vezes. Foram analisadas secOes de
todas as amostras.

O diametro médio e a distribuicdo de diametro das nanofibras foram avaliados através
das imagens com auxilio do software ImageJ, Foram realizadas 30 medices dos diametros
das nanofibras utilizando imagens com o aumento de 3500x para as amostras de PVOH puro
e com extrato de prépolis verde e com 0 aumento de 2400x para as amostras com tintura de

prépolis de dlamo. Os dados foram tratados e os graficos plotados utilizando o Excel.

4.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O comportamento térmico das mantas de nanofibras foi analisado sob atmosfera de
nitrogénio no equipamento DSC-60 SHIMADZU- Os dados foram registrados para
temperaturas entre 30 e 250°C a uma taxa de aquecimento de 10°C/min, durante o
aquecimento, resfriamento e o reaquecimento das amostras. Os dados foram tratados e 0s

gréficos plotados utilizando o Excel.

4.2.6 Espectrometria de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)
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As mantas eletrofiadas foram analisadas no espectrometro IRPrestige-21
SHIMADZU. O ensaio foi conduzido com resolugdo de 1cm™ ao longo do comprimento de
onda de 4000 a 400cm?, objetivando-se a identificacdo das ligagdes quimicas entre os atomos

das amostras. Os dados foram tratados e os graficos plotados com o Excel.

4.2.7 Analise termogravimétrica (TGA)

A variacdo da massa das mantas em funcdo da temperatura para as amostras PVOH e
PVOHExt5, PVOHExtl0 e PVOHExtl5 foi avaliada no equipamento DTG-60H
SHIMADZU. Os parametros utilizados foram taxa de aquecimento de 10°C/min de
temperatura 25 a 800°C em atmosfera de nitrogénio. As temperaturas de transicao vitrea e de
fusdo cristalina e a area do pico de fusdo foram obtidos com o auxilio do software TA60. Os

dados foram tratados e os gréaficos plotados utilizando o Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Ensaio microbiologico
As imagens obtidas ao final do periodo de incubacdo do ensaio de difusdo em disco

para as amostras das trés diferentes solucdes de propolis estudadas estdo compiladas nas

imagens 11 e 12.
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Figura 11 — Resultado do ensaio de difusdo em disco com 0s microorganismos (a)
Staphylococcus aureus (b) Escherichia coli e (c) Candida albicans para a Tintura Mée de

Propolis de Alamo

Legenda: 1: Antimicrobiano de controle
2: Tintura de prépolis de alamo
Fonte: prdprio autor.
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Figura 12 — Resultado do ensaio de difuséo em disco com 0s microorganismos (a)
Staphylococcus aureus (b) Escherichia coli e (¢c) Candida albicans para o Extrato de
Propolis Verde da Apis Flora Industrial e Comercial Ltda e Extrato de Propolis Verde

Alecrim do Apiarios Mackllani Ltda

Legenda: 1: Antimicrobiano de controle
2: Extrato de Prépolis Verde
3: Extrato de Prépolis Verde Alecrim

Fonte: préprio autor.
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Nenhuma das solucGes de propolis apresentou halo de inibicdo para os
microorganismos estudados, em desacordo com o esperado com base na literatura. Estudos
conduzidos por Freires et al. (2016) demonstraram que o extrato etandlico de prépolis de
alamo possui atividade antifangica contra cepas de C. albicans. Fernandes e Costa (2007)
demonstraram que o extrato de propolis verde exerce atividade inibitoria sobre espécies de
Candida sp, incluindo C. albicans, na concentracdo de 15mg de propolis por mL de agar.
Fujimoto (2016) demonstrou que o extrato etandlico de propolis verde possui atividade
antibacteriana contra cepas de S. aureus (ATCC 6538), na qual as médias dos diametros dos
halos de inibigdo variaram em torno de 37mm. Barbosa et al. (2014), também demonstraram a
acdo inibitéria da propolis coletada em Mato Grosso do Sul sobre a bactéria S. aureus, e
indicaram que o crescimento da colbnia bacteriana apresenta uma relacdo inversamente
proporcional ao aumento da dose de prépolis utilizada. Nos estudos conduzidos por Ugur et
al. (2000), E. coli e S aureus demonstraram-se sensiveis a propolis coletada na Turquia. Nesse
estudo o extrato foi obtido com etanol 95%, mas a determinacdo da sensibilidade dos
microoganismos a propolis foi testada utilizando DMSO e acetona como solventes, na qual,
em geral, os diametros das zonas inibitérias com extratos de propolis em DMSO foram
maiores se comparados aos extratos de propolis em acetona.

A forma de extracdo, os solventes utilizados e a composi¢cdo podem interferir na acao
antimicrobiana dos produtos naturais, pois estes requisitos técnicos acarretam em diferencas
na concentracdo do principio ativo responsavel pela atividade bioldgica (ALMEIDA et al.,
2012).

O comportamento da tintura e dos extratos estudados podem estar associados aos
métodos de extracdo da propolis, pois conforme mencionado por Sforcin (2007), o método de
extracdo pode influenciar na sua atividade. Solventes diferentes solubilizam e extraem
diferentes compostos. Os solventes mais comumente utilizados em ensaios bioldgicos sdo o
etanol, metanol e &gua. Os solventes utilizados para extracdo da prépolis nas trés amostras
adquiridas conforme informacdo dos fabricantes foi o etanol, mas em diferentes
concentragoes.

A composi¢do quimica complexa da propolis, que é dependente da flora de origem,
acarreta em propriedades bioldgicas diferentes para diferentes tipos de propolis, criando um
problema para a sua padronizagdo quimica universal. Em funcdo disso, se faz necessario a
utilizacdo de amostras de prdpolis quimicamente caracterizadas para estudar suas
propriedades e realizar estudos comparativos.

Para a sequéncia do estudo, optou-se por seguir com a eletrofiacdo para a tintura de
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propolis e para apenas um extrato de propolis verde, em virtude de nenhum deles terem
apresentado atividade antimicrobiana. O extrato de propolis verde utilizado para a eletrofiacdo
foi o do fornecedor Apiarios Mackllani Ltda, pois conforme informacdo do fabricante o
mesmo possuia maior teor de residuo seco da propolis, 18,6%, em contrapartida aos 11,1% do

fornecedor Laboratério Shraibmann Ltda.

5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por MEV e a distribuicdo de diametro para as mantas de
nanofibras de PVOH estdo apresentadas na figura 13.

Figura 13 — Micrografia obtida por MEV e distribuicdo de diametro das mantas de
nanofibras de PVOH
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Fonte: proprio autor.

O grafico permitiu perceber uma distribuicdo estreita de diametros para a amostra de
PVOH puro, na qual a maior parte das fibras possuiam entre 100 a 200nm e o didmetro médio
encontrado foi de 189+29nm. O didmetro minimo foi de 135nm e o méaximo 300nm. A
microscopia permitiu constatar a presenca de fibras uniformes e continuas, sem a presenca de
defeitos.

As micrografias obtidas por MEV e a distribuicdo de diametro para as mantas de
nanofibras de PVOH com 5%, 10% e 15% m/m de tintura mée de propolis de alamo estdo

apresentadas na figura 14.
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Figura 14 — Micrografias obtidas por MEV e distribuicao de didametro das mantas de
nanofibras (a) PVOHTIN5 (b) PVOHTIN10 e (c) PVOHTIn15
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Fonte: proprio autor.

A tabela 6 apresenta os didmetros médios, maximos e minimos das nanofibras de

PVOH com tintura de propolis de alamo.
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Tabela 6 — Didmetro das nanofibras de PVOH com tintura de propolis de alamo

PVOHTIn5 PVOHTIN10 PVOHTIN15
Diametro médio (nm) 307453 224426 224134
Diametro méaximo (nm) 411 305 326
Diametro minimo (nm) 198 170 156

Fonte: proprio autor.

As distribuicGes de didametro para as amostras de PVOH com tintura de propolis de
alamo se exibiram mais largas em relacdo a amostra de PVOH puro, assim como os diametros
médios se apresentaram maiores que os diametros médios das amostras de PVOH puro para
todas as concentracOes de tintura, embora o comportamento ndo tenha seguido um padréo
regular com o aumento da concentracdo da tintura. A microscopia permitiu constatar a
presenca de fibras uniformes e continuas, sem a presenca de defeitos e sem nenhuma
morfologia separada por fases.

As micrografias obtidas por MEV e a distribuicdo de didmetro para as mantas de
nanofibras de PVOH com 5%, 10% e 15% m/m de extrato de propolis verde estdo

apresentadas na figura 15.



45

Figura 15 — Micrografias obtidas por MEV a e distribuic¢éo de diametro das mantas de
nanofibras (a) PVOHEXxt5 (b) PVOHEXt10 e (¢) PVOHEXxt15

Frequéncia de distiibugdo (%)

20

[100 - 200] (200 - 200]

Didmetro das nanofbras (an)

100

90

Frequéncia de distisbusgho (%)
A
—J

[100 -200) [200 -300] [300 - 400]
Ditmetro das nanofibras (am)

Frequéncs de dstnbukdo (%)

0
[200 - 300] {300 - 400) [400 - 00)
Diametro das nanofibras (nm)

A tabela 7 apresenta os diametros médios, maximos e minimos das nanofibras de

Fonte: proprio autor.

PVOH com extrato de prépolis verde.
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Tabela 7 — Diametro das nanofibras de PVOH com extrato de propolis verde

PVOHEXt5 PVOHEXt10 PVOHEXt15
Diametro médio (nm) 212421 238435 314+34
Diametro méaximo (nm) 276 324 445
Diametro minimo (nm) 150 164 247

Fonte: proprio autor.

As distribuicGes de diametro para as amostras de PVOH com extrato de propolis se
apresentaram estreitas. Os diametros médios se apresentaram maiores em relacdo a amostra de
PVOH puro para todas as concentragdes de extrato, e o diametro médio aumentou com o
aumento da concentracdo de extrato. Esse comportamento foi semelhante ao reportado por
Kim et al. (2014), no qual nanofibras de poliuretano com propolis na concentracédo de 0, 5, 10
e 30% m/m foram obtidas por eletrofiacdo e o diametro médio obtido foi de 204,4, 321,4,
377,2 e 556,6nm, respectivamente. Em um trabalho conduzido por Kim et al. (2016),
nanofibras de PVOH com extrato de Juniperus da China também exibiram comportamento
similar. As nanofibras foram preparadas com 0,25, 0,5, 1,5 e 2,5% m/m em solu¢do de PVOH
12% m/m e os didmetros médios exibidos foram (291+15), (311+20), (346+22) e
(368+31)nm. Supde-se que o extrato de propolis afeta a viscosidade da solucdo, que
determina o didmetro da nanofibra.

A microscopia permitiu constatar a presenca de fibras uniformes e continuas, sem a
presenca de defeitos e sem nenhuma morfologia separada por fases. Kim et al. (2014) relata
que a alta concentracdo de propolis na solugdo polimérica favorece a conexao de duas fibras
eletrofiadas em uma estrutura de ligacdo pontual, em funcdo das propriedades adesivas da
prépolis, o que foi visualizado em seu estudo para a concentracdo de 30% m/m de propolis.
No presente estudo essa estrutura nao foi visualizada para a concentracdo maxima utilizada de
15% m/m, caracteristica favoravel a aplicacdo como curativo, pois a conexao entre as fibras
poderia diminuir o nimero e o tamanho dos poros da estrutura, limitando a drenagem do
exsudado e a permeacdo gasosa, afetando negativamente no processo de cicatrizacdo de
feridas.

Comparando a distribuicdo de diametro para as amostras aditivadas com 15% de
tintura e extrato de prépolis, contatou-se que ambas apresentam distribuicdo de didmetro
estreita, no entanto, para a tintura, 70% das fibras apresentam diametro entre 200 a 300nm,

com didmetro médio (224+34)nm, enquanto para o0 extrato 57% apresentam diametro entre
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300 a 400nm, com didmetro médio (314+34)nm. O maior diametro médio apresentado pelo
extrato pode ser devido & maior concentracdo de compostos em relagdo a tintura, que afeta em

maior intensidade a viscosidade da solucédo, o que esta associado ao processo de obtencao.
5.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A figura 16 apresenta o fluxo de calor em fungdo da temperatura para a amostra de
PVOH puro para a condicdo completa de ensaio analisada, incluindo primeiro aquecimento,

resfriamento e segundo aquecimento.

Figura 16 — Curva de DSC para amostra de PVOH
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Fonte: préprio autor.

Pbde-se identificar, no primeiro aquecimento, uma endoterma referente a evaporagao
de agua e solventes fisicamente ligados, abaixo de 150°C, e uma endoterma referente a fuséo
cristalina (Tm) do PVOH. No segundo aquecimento, pdde-se identificar uma variagédo da linha
de base correspondente a temperatura de transigdo vitrea (Tg) em aproximadamente 73°C e
um pico pouco pronunciado também referente a fusdo cristalina. A endoterma de fusdo

referente ao primeiro ciclo de aquecimento apresentou AH =50,1J/g e Tm= 194,6°C, enquanto
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no segundo aquecimento AH = 24,6J/g e Tm= 162,4°C. Esse resultado indica que 0 processo
de eletrofiacdo induz uma maior cristalinidade, o que é evidenciado pela diminuicéo do valor
da entalpia de fus&o (AH), obtido pela &rea da endoterma referente a fusao cristalina e da Tm.

A eletrofiagdo € um processo onde a orientagdo das cadeias ocorre devido ao
estiramento da solucdo devido ao efeito das forgas eletrostaticas impostas ao processo, e 0
aumento da cristalinidade é esperado devido a maior organizacdo da estrutura. Quando a
historia de processamento do PVOH ¢ apagada a cristalinidade diminui. Ding et al. (2002)
demonstram que a temperatura de fusdo de agregados de fibras de P\VOH s&o superiores a do
PVOH em pé devido a orientagdo molecular promovida pela eletrofiacdo, corroborando para
0 resultado encontrado.

A figura 17 apresenta o fluxo de calor em funcdo da temperatura para o primeiro ciclo

de aquecimento para todas as amostras analisadas.

Figura 17 — Curva de DSC para o primeiro ciclo de aquecimento
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Fonte: proprio autor.

Observou-se que o0 pico endotérmico associado a evaporagdo de gua e solventes para
as amostras aditivadas com tintura e extrato apareceu deslocado para a esquerda, abaixo de
115°C. Esse evento pode ser atribuido a diminuicdo do ponto de ebulicdo dos solventes

residuais, devido ao etanol contido nas solucgdes de tintura e extrato utilizados para preparacao
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das solucGes a serem eletrofiadas, enquanto para o P\VOH puro o Unico solvente utilizado para
dissolucéo foi a 4gua destilada. O pico entre a faixa de 175 e 210°C que pode ser observado
para todas as amostras indica a fuséo da fase cristalina.

A figura 18 apresenta o fluxo de calor em fungéo da temperatura para o segundo ciclo

de aquecimento para todas as amostras analisadas.

Figura 18 — Curva de DSC para o segundo ciclo de aquecimento
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Percebeu-se uma mudanca na linha de base entre 70°C e 75°C para todas as amostras,
que indica a temperatura de transic¢do vitrea (Tg) do PVOH, conforme o esperado de acordo
com Cruz, Campos e Thim (2008). A adicdo da prépolis ndo alterou o valor de Tg das
amostras.

De acordo com Bhavani et al. (2013) a temperatura de fusdo é medida no apice do
pico endotérmico e a entalpia de fusdo é determinada a partir da area do pico. A porcentagem

relativa de cristalinidade foi estimada utilizando a equagdo a seguir.

AH
%X, = AH’; +100%

m
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Na qual AH,, € a entalpia de fusdo de cada amostra, determinada a partir da area do
pico e AHS, é a entalpia de fusdo do PVOH 100% cristalino, considerado como 138,6J/g
tomando como referéncia Paranhos et al. (2007). A tabela 8 apresenta a temperatura de
transicdo vitrea, a temperatura de fusdo, a entalpia de fusdo e a cristalinidade para cada uma

das amostras.

Tabela 8 — Tg, Tm e cristalinidade das amostras de PVOH e aditivadas com tintura de

prépolis de alamo e extrato de prépolis verde

PVOH PVOHExt5 PVOHExtl0 PVOHExtl5 PVOHTInN5 PVOHTIN10 PVOHTIN15

Tg(°C) 726 725 72.2 72.6 718 71,7 716
Tm(EC) 1946 1940 1943 1038 104.4 194.1 194.2
AHm o) 44.8 44.4 431 48,2 43.8 42.7
(J/9)
%Xc 361 323 32,0 311 34,7 316 30,8

Fonte: préprio autor.

Pbde-se constatar que todas as amostras analisadas apresentaram T4 em torno de 72°C
e Tm em torno de 194°C, indicando que a propolis ndo afeta 0 comportamento térmico das
nanofibras de PVOH. A porcentagem de cristalinidade exibiu uma pequena diminui¢do para
as amostras com proépolis, mas essa diminuicdo pode estar atribuida ao erro de leitura, nao
indicando precisamente que a prépolis influencia na organizacdo das cadeias do PVOH

durante a eletrofiacéo.

5.4 Espectrometria de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

A figura 19 apresenta os espectros obtidos para as amostras de PVOH, PVOH com

extrato de propolis verde e PVOH com tintura de propolis de alamo.
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Figura 19 — Espectro das amostras analisadas por FTIR
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Fonte: proprio autor.

Como ilustrado na figura 19, ndo parece haver novos picos nos espectros das fibras
contendo propolis comparando com as fibras de PVOH puro. Isso pode estar associado ao
fato dos picos esperados para o extrato da propolis se sobreporem aos picos associados ao
PVOH.

A figura 20 apresenta os espectros obtidos para as amostras de PVOH puro, PVOH
com extrato de prépolis verde e PVOH com tintura de propolis de dlamo em escala reduzida

para possibilitar a visualizagio do pico em 1653cm™.
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Figura 20 — Espectro das amostras analisadas por FTIR em escala reduzida
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Fonte: préprio autor.

A banda encontrada em 1653cm™ para as amostras aditivadas, conforme indicado na
figura 20, era esperada para as amostras com propolis. Esse pico pode ser em funcdo de
deformacdes do anel aromatico de compostos fenolicos ou atribuido ao estiramento da ligacédo
C=0 de flavonoides e lipideos, segundo Franca et al. (2014).

O espectro da amostra de PVOH puro apresentado em preto revela os principais picos
associados a ele. Pode-se observar uma banda larga em 3319cm™ correspondente ao
alongamento O-H das ligacGes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares, esperadas
devido & alta forca hidrofilica entre as cadeias do PVOH. Observa-se entre 2840 e 3000 cm™
dois picos referentes ao estiramento C-H de carbonos primérios e secundarios. O pico em
1719cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo C=O do grupo acetato remanescente,
advindo da reacdo de transesterificagdo do poli(acetato de vinila). O pico em 1424 sugere o
estiramento da ligagdo C-Hz e o pico em 1375cm™ sugere o estiramento da ligagdo C-Hs,
indicando a presenca de grupos metil em ramificacdes ou pontas de cadeia. Os picos em 1258
e 1091 cm™ sugerem estiramento da ligagdo C-O. O pico em 840cm™ indica a presenca da
ligacdo C=C, como em grupos alcenos (ARUAN et al., 2017; AWADA e DANEAULT,
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2015; MOZAFARI et al., 2012).

5.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A figura 21 apresenta as curvas de perda de massa em percentual em funcdo da
temperatura para as amostras de PVOH puro e PVOH com extrato de propolis verde.

Figura 21 — Curva de TGA das amostras de PVOH e PVOH com extrato de propolis
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Para a amostra de PVOH puro, observaram-se quatro etapas de perda de massa. Como
usualmente encontrado para polimeros hidrofilicos, o primeiro evento responsavel pela
variacdo da massa, entre 30 e 95°C, pode ser atribuido a perda de umidade e evaporagdo do
solvente retido, o que correspondeu a perda de aproximadamente 8% em massa. O segundo
estdgio de perda de massa pode ser associado a decomposicdo das cadeias laterais do
polimero, cuja temperatura esta em torno de 300°C. No terceiro estagio de perda de massa, em
430°C, houve a decomposicdo da cadeia principal do polimero, produzindo carbono e
hidrocarbonetos. A partir de 530°C, houve a decomposi¢éo total dos residuos (GOLCALVES
etal., 2017; SHAO et al., 2003; ZHANG et al., 2018).
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Para as amostras de PVVOH aditivadas com extrato de propolis verde, houveram trés
etapas de perda de massa. O primeiro evento, similarmente & amostra de PVOH puro, pode
ser atribuido a perda de umidade e evaporacdo do solvente retido. O evento ocorreu a mesma
temperatura, no entanto a perda correspondeu a aproximadamente 6% em massa, e a perda de
massa foi tanto menor quanto maior a concentragdo do extrato adicionado. O segundo estagio
de perda de massa iniciou em temperatura similar & temperatura da amostra de PVOH puro,
mas a perda de massa foi tanto maior quanto maior a concentracdo de extrato. O terceiro e
ultimo estagio também teve inicio em temperatura similar a temperatura da amostra de PVOH
puro, mas, diferente da amostra pura, a temperatura de 800°C ndo foi suficiente para
decompor totalmente as amostras; ao final do processo restaram aproximadamente 5% da
massa inicial, o que pode ser devido a estruturas de carbono formadas pela pir6lise dos anéis

aromaticos dos compostos fendlicos encontrados na propolis.
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6 CONCLUSAO

Mantas de nanofibras nédo tecidas de PVOH com propolis foram processadas com
sucesso através da técnica de eletrofiacdo. Nanofibras uniformes e continuas sem qualquer
morfologia separada por fases foram obtidas a partir da mistura simples da solucdo de 10%
em massa de PVOH com 5, 10 e 15% em massa de tintura de prépolis de adlamo e extrato de
propdlis verde obtidos comercialmente, utilizando dgua destilada como solvente.

Os ensaios microbioldgicos das propolis obtidas comercialmente ndo demonstraram
efeitos antimicrobianos para os microrganismos estudados, e maiores investigacdes sdo
necessarias.

A analise morfolégica demonstrou aque os diametros das nanofibras, em geral,
aumentaram com o0 aumento da concentracdo de extrato utilizada, indicando que a prépolis
afeta a viscosidade da solucdo a ser eletrofiada. Os diametros médios encontrados para as
nanofibras de PVOH com extrato estavam entre (212+21)nm e (314+34)nm, enquanto as com
tintura estavam entre (224+26)nm e (307+53)nm.

A analise quimica por FTIR demonstrou que as ligacdes presentes na estrutura obtida
ndo sofreram alteracfes significativas mediante a presenca da propolis, indicando que a
prépolis se incorpora adequadamente na matriz polimérica. As analises térmicas também
corroboraram para essa conclusdo, uma vez que as curvas de fluxo de calor em funcéo da
temperatura também se apresentaram bastante similares. Pelas curvas de perda de massa em
funcdo da temperatura, por sua vez, € possivel perceber que, apesar do perfil ser um pouco

diferente, a degradacdo tem inicio a mesma temperatura para todas as condi¢des analisadas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em funcdo da auséncia de padronizacdo quimica da propolis, propde-se a utilizacdo de
amostras de propolis quimicamente caracterizadas para o estudo das suas propriedades,
principalmente microbioldgicas.

Diante da factibilidade demonstrada no presente estudo do processamento das mantas
de nanofibras de PVOH com prépolis por eletrofiacdo, propde-se o estudo das caracteristicas
bioldgicas in vitro das mesmas para propor a sua utilizacdo como curativo para o tratamento
de feridas.

Propde-se ainda a elaboracdo de um projeto de estrutura viavel para a utilizagdo como
curativo a partir da manta de nanofibra e o estudo das caracteristicas bioldgicas dessa

estrutura in vivo.
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