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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA 

 

Este trabalho corrobora com a utilização de materiais de origem renovável e de baixo custo 

como o látex natural e a própolis vermelha no desenvolvimento de produtos. O uso de 

materiais oriundos da biodiversidade impulsiona tanto a produção sustentável quanto a 

geração de produtos de alto valor agregado. A obtenção desses resultados abre oportunidades 

para a aplicação do látex natural associado à própolis vermelha no desenvolvimento de 

produtos para o tratamento de feridas cutâneas, como úlceras crônicas e queimaduras, 

contribuindo ao bem-estar social e à qualidade de vida dos indivíduos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

This work corroborates the use of renewable and low-cost materials such as natural latex and 

red propolis in product development. The use of materials from biodiversity boosts both 

sustainable production and the generation of high-value-added products. Obtaining these 

results opens up opportunities for the application of natural latex associated with red propolis 

in the development of products for the treatment of skin wounds, such as chronic ulcers and 

burns, contributing to the social well-being and quality of life of individuals. 
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RESUMO 

 

O látex natural oriundo da seringueira tem sido empregado na cicatrização de feridas devido 

às suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e estímulo natural à 

angiogênese. Por outro lado, a própolis vermelha tem seu potencial farmacológico associado 

às propriedades antioxidante, antifúngica, antibacteriana e anti-inflamatória, além de 

promover a cicatrização. Algumas estratégias têm sido desenvolvidas a partir de polímeros 

naturais e fitoquímicos a fim de melhorar a cicatrização de úlceras crônicas e queimaduras, 

prevenir e tratar possíveis infecções, ser seguro, barato e indolor. Diante disso, este trabalho 

teve como objetivo o desenvolvimento e caracterização de um curativo à base de látex natural 

associado ao extrato de própolis vermelha, combinando as propriedades antimicrobiana, anti-

inflamatória, antioxidante e cicatrizante de ambos os materiais. A modificação das 

membranas de látex com extrato da própolis vermelha proporcionaram alterações em suas 

propriedades físico-químicas, como a formação de aglomerados de extrato no interior e na 

superfície do material e diminuição da elasticidade e da tensão máxima. A análise de FTIR 

mostrou que não houve formação nem desaparecimento de novas ligações químicas nas 

membranas, confirmando que o extrato foi satisfatoriamente incorporado sem indícios prévios 

de instabilidade. Além disso, o extrato da própolis vermelha e os eluatos das membranas 

NRL-RP mostraram uma excelente atividade antioxidante. A cinética de liberação por HPLC-

UV-Vis/PDA revelou um perfil semelhante entre os eluatos e o extrato, atingindo uma 

porcentagem de permeação de aproximadamente 28% após 120 h. Na avaliação da eficácia 

frente às cepas S. epidermidis e P. aeruginosa, o extrato exibiu valores de MIC de 0,65 e 6,25 

mg/mL. No entanto, as membranas não apresentaram um resultado esperado, sugerindo que 

os componentes bioativos do extrato da própolis vermelha não tenham sido permeados. Os 

experimentos de toxicidade in vitro mostraram que o extrato foi atóxico em concentrações 

abaixo de 12,5 µg/mL (teste de hemólise e citoxicidade em fibroblastos). Com relação aos 

eluatos, apenas os eluatos da membrana com menor concentração (NRL-RP12,5) 

demonstraram ser seguros. Por fim, a taxa de pulsação dos blackworms não foi afetada pelo 

extrato da própolis vermelha nem pelos eluatos das membranas NRL e NRL-RP12,5. Sendo 

assim, devido às suas características mecânicas, químicas e biológicas, a membrana composta 

por látex e extrato de própolis vermelha apresenta-se como uma abordagem promissora para 

aplicação em cicatrização de feridas cutâneas. 

 

 

 

Palavras-chave: Látex natural. Biomaterial. Própolis vermelha. Cicatrização. Lumbriculus 

variegatus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Natural latex from the rubber tree has been used in wound healing due to its properties of 

biocompatibility, biodegradability and natural stimulus to angiogenesis. On the other hand, 

red propolis has its pharmacological potential associated with antioxidant, antifungal, 

antibacterial and anti-inflammatory properties, in addition to promoting healing. Some 

strategies have been developed using natural polymers and phytochemicals in order to 

improve the healing of chronic ulcers and burns, prevent and treat infections, be safe, 

inexpensive and painless. Therefore, this work aimed to develop and characterize a dressing 

based on natural latex associated with red propolis extract, combining antimicrobial, anti-

inflammatory, antioxidant and healing properties of both materials. The modification of latex 

membranes with red propolis extract led to changes in their physicochemical properties, such 

as the formation of extract agglomerates inside and on the surface of the material and a 

decrease in elasticity and maximum tension. FTIR analysis showed that there was no 

formation or disappearance of new chemical bonds in the membranes, confirming that the 

extract was satisfactorily incorporated without previous signs of instability. Furthermore, red 

propolis extract and NRL-RP membrane eluates demonstrated excellent antioxidant activity. 

The sustained release kinetics by HPLC-UV-Vis/PDA revealed a similar profile between the 

eluates and the extract, reaching a permeation percentage of approximately 28% after 120 h. 

When evaluating efficacy against S. epidermidis and P. aeruginosa strains, the extract 

exhibited MIC values of 0.65 and 6.25 mg/mL. However, the membranes did not show the 

expected result, suggesting that the bioactive components of the red propolis extract had not 

been permeated. In vitro toxicity experiments demonstrated that the extract was non-toxic at 

concentrations below 12.5 µg/mL (hemolysis assay and cytotoxicity test on fibroblasts). 

Regarding eluates, only membrane eluates with the lowest concentration (NRL-RP12.5) were 

also shown to be safe. Finally, the pulsation rate of the blackworms was not affected by the 

red propolis extract or by the eluates from the NRL and NRL-RP12.5 membranes. Therefore, 

due to their mechanical, chemical and biological characteristics, the membrane composed of 

latex and red propolis extract presents a promising approach for application in skin wound 

healing. 

 

 

 

Keywords: Natural latex. Biomaterial. Red propolis. Healing. Lumbriculus variegatus. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Úlceras cutâneas (crônicas e queimaduras) 

A ocorrência mundial de feridas cutâneas, como úlceras crônicas e queimaduras, 

permanece elevada, apesar dos tratamentos disponíveis para reduzir sua incidência. De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 11 milhões de pessoas sofrem 

ferimentos por queimaduras todos os anos e 180.000 dos casos são fatais, sendo que a grande 

maioria ocorre em países de baixa e média renda (WHO, 2018). Além disso, cerca de 1% da 

população global entre 18-64 anos padece de úlceras venosas nas pernas (WHITE-CHU; 

CONNER-KERR, 2014). Nos Estados Unidos (EUA), 10-35% da população sofrem de algum 

tipo de insuficiência venosa crônica, com 4% dos casos sendo úlceras ativas (SEN et al., 

2019). Já no cenário brasileiro, 3% da população são acometidas por úlcera venosa, número 

que pode aumentar para 10% em pacientes diabéticos (NERI et al., 2020). 

Tanto as queimaduras quanto as úlceras constituem importantes problemas de saúde 

pública. As úlceras (Figura 1) são responsáveis por 46% das 162 mil internações 

hospitalares/ano (SUMPIO, 2012), enquanto que as queimaduras representam 100 mil 

internações hospitalares/ano (CRUZ; CORDOVIL; BATISTA, 2012), gerando um gasto de 

R$ 1.500/dia em uma unidade de tratamento no Brasil (FAVASSA et al., 2017). Nos EUA 

mais de 410.000 queimaduras ocorreram em 2008, com 40.000 requerendo hospitalização e 

custos em torno de $ 211 milhões (WHO, 2018). Com relação às feridas e úlceras, mais de $ 

25 bilhões/ano são gastos no tratamento de pacientes com feridas crônicas (300 milhões 

casos) e traumáticas (100 milhões casos) nos EUA (NUSSBAUM et al., 2018). 

 

Figura 1 - Úlcera crônica de perna tratada com membrana de látex: A) antes e B) após 30 

dias de tratamento 

 

Fonte: Frade et al. (2004). 

 

Muitos fatores podem prejudicar o processo de cicatrização, resultando em feridas 

que não cicatrizam, como os fatores locais: presença de maceração tecidual, corpos estranhos, 
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biofilme, hipóxia, isquemia e infecção de feridas, e fatores sistêmicos: doenças crônicas, 

deficiência vascular, diabetes mellitus, desnutrição, envelhecimento, paciente 

imunocomprometido, obesidade e falta de higiene (LEONG et al., 2018; MONIKA et al., 

2021). 

De forma geral, todas as feridas crônicas são suscetíveis à contaminação por 

microrganismos, seja por bactérias, como Staphylococcus aureus (patógeno causador mais 

dominante - 39,28%), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterococcus spp. 

(ESPOSITO; NOVIELLO; LEONE, 2016; SANTOS et al., 2016), ou por fungos do gênero 

Candida spp. (MACEDO; SANTOS, 2006). Feridas crônicas e infectadas não só prejudicam 

as funções fisiológicas da barreira cutânea, mas também podem causar morbidade e até a 

morte (CHUCH et al., 2006; SWANSON et al., 2015).  

Algumas estratégias, incluindo fator de crescimento, terapia celular e sistemas de 

liberação de drogas, têm sido usadas para melhorar a cicatrização de feridas que não 

cicatrizam, pois apresentam potencial para acelerar esse processo (KIM et al., 2019). No 

entanto, os métodos de tratamento disponíveis (formulações tópicas, preparações 

semissólidas, curativos, hidrogeis, tratamento cirúrgico, antibióticos e outros) enfrentam 

muitas limitações, tais como curto tempo de permanência, baixa eficácia, risco de infecção e 

toxicidade elevadas, além de alto custo (MONIKA et al., 2021). 

Vários tipos de curativos ou sistemas transdérmicos são atualmente utilizados para o 

tratamento de feridas e úlceras de pele, com diferentes indicações, vantagens e desvantagens. 

As principais características para um curativo ideal são baixo custo, ser seguro, indolor, 

prevenir infecções, promover cicatrização rápida, proteger de lesões secundárias, manter a 

umidade do local e facilitar a remoção de exsudato (SILVA et al., 2010; DONG; GUO, 2021). 

Diante disso, os polímeros sintéticos e naturais têm sido usados no desenvolvimento 

de sistemas de liberação controlada, os quais são projetados para serem mais específicos e 

adequados para que o fármaco empregado atinja o local da ferida (DAS; BAKER, 2016). O 

uso de polímeros naturais ou biopolímeros, como látex natural, celulose, quitosana, ácido 

hialurônico, alginato e pectina, na forma de matriz, dispersão sólida, nanofibras ou hidrogeis, 

vêm sendo alvo de crescente interesse científico devido à capacidade de promover e acelerar a 

cicatrização de feridas e regeneração de tecido, preservar suas propriedades biológicas 

intrínsecas, como características antimicrobianas e biocompatibilidade, além de serem 

acessíveis a partir de fontes renováveis (CABRERA et al., 2014; GRIFFITH, 2000; KHAN; 

TANAKA; AHMAD, 2015).  



 

22 

 

Aliado a isso, o uso de fitoquímicos e substâncias de origem natural no tratamento de 

úlceras crônicas e feridas também é uma abordagem promissora e muito crescente. Sabe-se 

que as moléculas naturais possuem componentes antiinflamatórios, antioxidantes, 

angiogênicos e moduladores da síntese celular que são funções biológicas cruciais necessárias 

para a cicatrização de feridas. O emprego de produtos naturais e substâncias de origem natural 

são considerados mais baratos que as terapias convencionais e mais seguros que as moléculas 

sintéticas (GOMES et al., 2013; MONIKA et al., 2021). 

 

1.2. Látex natural  

O látex de borracha natural é oriundo da árvore da espécie Hevea brasiliensis (família 

das Euforbiáceas – Euphorbiaceae), popularmente conhecida como seringueira. Essa planta é 

nativa das florestas tropicais da América do Sul em países como o Brasil (bacia hidrográfica 

do rio Amazonas), Venezuela, Equador, Colômbia, Peru e Bolívia (GUERRA et al., 2021). 

Este material é composto de um sistema polidisperso contendo cerca de 40-45% em 

peso de borracha (cis-poliisopreno), 4-5% em peso de constituintes não borracha, tais como 

proteínas, lipídeos, carboidratos e açúcares, e 50% de água (NEVES-JUNIOR et al., 2006; 

TANAKA et al., 2021) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Representação esquemática do látex natural e sua composição 

 

Fonte: Adaptado Guerra et al. (2021). 

 

A extração do látex é feita através do processo de sangria que consiste em incisões 

(cortes) no córtex interno da casca da árvore, o qual fica abaixo do córtex externo, da 
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esquerda para a direita em um ângulo de 30° em meia circunferência ao redor do tronco e em 

dias alternados. O seu rendimento depende principalmente da duração do fluxo, o qual é 

interrompido devido ao fechamento das extremidades dos vasos lactíferos por partículas de 

borracha microfloculadas (GUERRA et al., 2021). 

Logo após a coleta, o látex sofre um processo de coagulação natural ou espontânea 

onde se observa a formação de uma fase superior coagulada e uma fase inferior aquosa 

(interação entre cátions e ânions). A adição de agentes químicos age na sua estabilização, 

sendo a amônia o conservante mais utilizado para preservar o látex recentemente coletado por 

longos períodos. Concentrações acima de 0,35% em massa atuam como um bactericida muito 

eficiente, enquanto baixas concentrações (0,005% em massa) podem acelerar o crescimento 

de bactérias. Além disso, o aumento do pH pela adição de amônia aumenta a densidade de 

carga elétrica na interface entre as partículas de borracha e o meio aquoso, promovendo assim 

um aumento na estabilidade coloidal do látex (GUERRA et al., 2021). 

Quando o látex é submetido à centrifugação, pode ser observada a separação em três 

fases distantes, sendo que a fração superior consiste em partículas de borracha (35%) e é 

geralmente de cor branca. A segunda fração intermediária, denominada soro C (55%), é a fase 

que contém as substâncias solúveis encontradas no citoplasma das células vegetais, 

constituída de proteínas relacionadas ao metabolismo celular, sais inorgânicos, ácidos 

orgânicos, materiais nucleotídeos e carboidratos. Por fim, a fração inferior, denominada de 

soro B (10%), é composta por substâncias não-borrachas, como lutóides e os chamados 

complexos de Frey-Wyssling. A principal proteína associada aos lutóides é a heveína, uma 

proteína hidrossolúvel, aniônica e com alto teor de enxofre que está relacionada a reações 

alérgicas (GUERRA et al., 2021). 

É um material muito empregado nas indústrias de luvas, balões, pneus, peças para 

equipamentos médicos e odontológicos. Suas características físicas como elasticidade, 

flexibilidade, resistência mecânica e propriedade de isolamento elétrico torna-o altamente útil. 

As proteínas responsáveis pelos processos alérgicos que o látex pode desenvolver são 

encontradas principalmente na fração do soro B. Além disso, o uso de aditivos químicos, 

como enxofre, carbamatos, aminas e tiocarbonatos também causam manifestações alérgicas. 

Para que o látex possa ser utilizado em aplicações biológicas, é fundamental a remoção ou 

redução destas proteínas alergênicas, bem como a ausência de aditivos. Existem processos 

enzimáticos que hidrolisam ou segmentam as proteínas em resíduos menores, inativando sua 

ação, e também tratamentos químicos com surfactantes/detergentes, atenuando o efeito 
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adverso das proteínas. A centrifugação também pode ser realizada para reduzir as proteínas 

por arraste no soro aquoso (PAULINO, 2022). 

O látex também tem sido empregado em aplicações na cicatrização de úlceras devido 

às suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo considerado um 

biomaterial. O biomaterial é definido como todo tipo de substância ou mistura de substâncias 

naturais ou artificiais, que consegue atuar nos sistemas biológicos com o objetivo de 

substituição ou tratamento destes, assumindo o papel de uma estrutura viva ou de um 

dispositivo biomédico (NII; KATAYAMA, 2021). 

Desde seus primeiros usos, o látex foi utilizado na confecção de próteses e enxertos 

médicos, devido às suas características de biocompatibilidade e estímulo natural à 

angiogênese (BORGES et al., 2015a; FERREIRA et al., 2009). Aliado a isso, o material 

apresenta custo reduzido, baixo risco de transmissão de patógenos, atividade antimicrobiana, 

atóxico/hipersensível, além de promover a formação de matriz extracelular e adesão celular e 

acelerar o processo de cicatrização e de reconstituição óssea (ROSA et al., 2019; TANAKA et 

al., 2021). 

As principais aplicações do látex são nas áreas de reparo tecidual e regeneração óssea 

guiada, sendo empregadas membranas produzidas a partir do látex. Os primeiros trabalhos de 

Sader et al. (2000) estudaram o comportamento da membrana de látex como substituto parcial 

do pericárdio de cães, notando a indução da regeneração tecidual. Já Frade et al. (2001) 

verificaram o efeito da membrana de látex em úlceras crônicas cutâneas, com indução da 

cicatrização e formação de colágeno com reepitelização lenta. 

Em 2004, Mrué et al. (2004) investigaram a biocompatibilidade das membranas de 

látex em diferentes modelos animais, tendo observado que a membrana promoveu um 

estímulo natural da angiogênese com excelentes resultados no reparo tecidual (adesão celular) 

sem provocar reações alérgicas e sem rejeição. 

Paulo et al. (2005) avaliaram o efeito das membranas na reconstrução de defeitos em 

parede abdominal de ratos. Os autores notaram formação de tecido conjuntivo fibroso e 

aderência víscero-parietal.  

Além disso, as membranas de látex também foram aplicadas em defeitos de calvária 

de coelhos e de tíbia de ratos visando à regeneração óssea guiada, tendo resultados 

promissores como qualidade óssea, resistência à fratura, formação de colágeno e ausência de 

inflamação/rejeição (ERENO et al., 2010; CARLOS et al., 2019; PAIVA et al., 2022).  

Outra função desta membrana é atuar como sistema de liberação sustentada de 

compostos bioativos, como fármacos, antimicrobianos, antifúngicos, peptídeos, proteínas, 
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moléculas, extratos vegetais e nanopartículas metálicas, favorecendo e potencializando as 

propriedades naturais do látex (BARROS et al., 2016, 2019; MIRANDA et al., 2017; 

CARVALHO et al., 2018; MARCELINO et al., 2018; MORISE et al., 2018; ZANCANELA 

et al., 2019; GUERRA et al., 2021; GEMEINDER et al., 2021; TANAKA et al., 2021; 

HERCULANO et al., 2023; HERCULANO et al., 2024). 

 

1.3. Própolis vermelha 

A própolis é uma mistura complexa de um material resinoso, gomoso e balsâmico, de 

coloração e consistência variada, e que é produzido por Apis mellifera L. a partir de diversas 

partes de plantas (vegetativas, botões florais e exsudados resinosos), secreções salivares, cera 

e pólen (SANTOS et al., 2022). Tem sido usada na medicina popular ao longo do tempo 

devido ao seu potencial farmacológico associado às propriedades antioxidante, antifúngica, 

antibacteriana e anti-inflamatória (BOISARD et al., 2015), além de promover a cicatrização 

de feridas (ALMEIDA et al., 2013; CAO et al., 2017; SANTOS et al., 2022). 

Contudo, embora exista uma literatura significativa acerca de aspectos químicos e 

biológicos da própolis, seu uso terapêutico sistemático ainda pode ser considerado incipiente. 

Isto é atribuído à grande variabilidade na composição química da própolis de diferentes 

regiões, uma vez que as abelhas extraem matérias-primas a partir de plantas diferentes para a 

produção de própolis. Desta forma, suas atividades biológicas dependem de suas composições 

químicas, que variam em função da origem botânica e da região geográfica. Em geral, a 

própolis é composta por cera, óleos essenciais e aromáticos e compostos como flavonóides, 

derivados do ácido fenetil éster cinâmico e terpenóides (BANKOVA et al., 2005; CUESTA-

RUBIO et al., 2002; SANTOS et al., 2022).  

As espécies de própolis encontradas no Brasil apresentam diferenças em sua 

composição química e farmacológica, sendo justificadas pela biodiversidade brasileira. Os 

principais tipos incluem verde, vermelha e marrom.  

A própolis verde é encontrada na região sudeste do Brasil, onde as abelhas utilizam a 

Baccaris dracunculifolia DC (Asteraceae) como principal fonte botânica (FUNARI et al., 

2007; GAO et al., 2014). Este tipo de própolis é caracterizado pela predominância de ácidos 

fenólicos, como os derivados prenilados do ácido p-cumárico, sesqui e diterpenóides (artepilin 

C é considerado seu marcador químico - ácido hidroxicinâmico), bacarina e kaempferida 

(PEREIRA et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2008; ZANCANELA et al., 2019). 

Por outro lado, a própolis vermelha (Figura 3) é obtida na região Nordeste do Brasil 

(Alagoas, Bahia, Paraíba, Sergipe e Pernambuco) (DAUGSCH et al., 2008), constituindo-se 
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um tipo específico de própolis. Sua fonte botânica foi identificada como sendo o exsudato 

resinoso de Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. (Leguminosae) (TELES et al., 2015), planta 

próxima aos manguezais que produz uma resina vermelha. É caracterizada por conter 

compostos fenólicos (isoliquiritigenina), pterocarpanos, flavonoides (vestitol, neovestitol, 

daidzeína), isoflavonoides (formononetina e biochanina A), chalconas, benzofenonas 

(gutiferona E, zantoquimol e oblongifolina A) e fenilpropanoides (CABRAL et al., 2009; 

PICCINELLI et al., 2011; RIGHI et al., 2011; SANTOS et al., 2022). 

A própolis marrom é encontrada na região dos estados do Paraná, Santa Catarina e 

Rio Grande do Sul. É composta principalmente de diterpenos como clerodano, 18,19-epoxi-2-

oxocleroda-3,12(E),14-trieno-6,18,19-triol 18,19-diacetato 6-benzoato; ácido isocupressico; 

ácido 15-acetoxi isocupressico; ácido (E)-comúnico; ácido (Z)-comúnico; e ácido abiético, 

que são derivados da araucária, sua principal fonte botânica (TAZAWA et al., 2016; 

SANTOS et al., 2022). 

 

Figura 3 - Cera bruta da própolis vermelha de origem de Canavieiras - Bahia 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Comparada com os tipos verde e marrom, a própolis vermelha apresenta maior teor 

de polifenóis, dentre eles ácidos fenólicos, flavonóides, gutiferonas poliisopreniladas, 

terpenos, taninos e xantonas, os quais são considerados marcadores bioativos da própolis 

vermelha brasileira e são indicados como os potenciais compostos responsáveis pelos efeitos 

farmacêuticos e nutracêuticos desta matriz (CORRÊA et al., 2017). 

Diversas propriedades biológicas já foram atribuídas à própolis vermelha, como 

antibacteriana, imunomoduladora, antifúngica, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatória e 
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seus efeitos na cicatrização de feridas (HOZZEIN et al., 2015; JACOB et al., 2015; CORRÊA 

et al., 2017). 

Almeida et al. (2013) verificou que curativos de colágeno contendo extratos 

hidroetanólicos da própolis verde e vermelha foram eficientes em melhorar os eventos 

biológicos associados ao processo de cicatrização de queimaduras sem causar efeitos tóxicos.  

Hozzein et al. (2015) avaliaram os efeitos da aplicação tópica de própolis na 

cicatrização e fechamento de feridas diabéticas em camundongos. Os autores notaram que o 

uso da própolis (10 mg/dia sob a ferida) melhorou significativamente o fechamento de feridas 

diabéticas e diminuiu os níveis de interleucina-1β, interleucina-6, fator de necrose tumoral-α e 

metaloproteinase de matriz-9 para níveis próximos do normal.  

Cao et al. (2017) mostrou que o extrato etanólico da própolis chinesa (variedade 

escura) foi capaz de reduzir o acúmulo de espécies reativas de oxigênio (radicais livres) e 

induziu a expressão de genes relacionados com antioxidantes, sugerindo que o uso da própolis 

como agente cicatrizante de feridas deve-se aos seus efeitos protetores promissores.  

Corrêa et al. (2017) investigou o efeito de extrato da própolis vermelha na 

inflamação e cicatrização de feridas em camundongos, utilizando um modelo de reparo 

tecidual. Foram observados resultados promissores no grupo tratado com administração oral 

do extrato (100 mg/kg) no processo de cicatrização de feridas através da supressão da resposta 

inflamatória durante a reparação tecidual, sendo notados fechamento mais rápido da ferida; 

menos neutrófilos por mm
2
 e macrófagos nas análises teciduais; regulação negativa da 

expressão da proteína do fator de transcrição nuclear fosforilado-κB inflamatória; e redução 

da produção de citocinas inflamatórias, como fator de crescimento transformador-β, fator de 

necrose tumoral-α e interleucina-6.  

Conceição et al. (2022) demostrou que o tratamento de ferida cutânea em ratos 

Wistar com extrato da  própolis vermelha 1% melhorou a contração da ferida, epitelização, 

reduziu a formação de crostas e modulou a distribuição dos fatores associados à cicatrização 

(fases proliferativa e de remodelação tecidual), principalmente colágeno I, colágeno III, 

metaloproteinase de matriz-9, fator de crescimento transformador-β3 e fator de crescimento 

endotelial vascular.  

A Tabela 1 mostra alguns trabalhos publicados empregando-se diferentes tipos de 

própolis em matrizes poliméricas visando à aplicação para cicatrização de feridas cutâneas.  
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Tabela 1 - Materiais incorporados com extrato de própolis (verde, vermelha ou marrom) 

empregados na cicatrização de feridas dérmicas 

Matriz polimérica 
Tipo de 

própolis  

Modelo 

animal  
Potencial  Resultados  Ref  

Pomada de lanolina e 

vaselina 

Verde e 

vermelha 

(20%) 

 Wistar 

- 15 

dias  

Alto teor de 

flavonoides: 

vermelha 

(5,9%) e 
verde 

(4,5%) 

Ferida com inflamação, 
granulação e 

epitelização: própolis 

verde foi mais efetiva no 

reparo das lesões 

Batista  

et al., 2012 

Membrana de celulose 

bacteriana 

Verde 

(1,2%; 

2,4% e 
3,6%) 

Wistar - 

15 dias 

S. aureus e 
S. 

epidermidis 

(halo ~7-10 

mm) 

Reparo do epitélio, 
ausência de 

descontinuidade e 

presença de fibras 

colágenas 

Barud  

et al., 2013 

Gel de 
carboximetilcelulose 

Verde 
(5%) 

Wistar  - 

Feridas com aumento 

significativo de células 

inflamatórias 

Staak 

Júnior 

et al., 2011 

Pomada Verde  
Wistar - 

14 dias 
- 

Estimulou a proliferação 

celular de queratinócitos 

e maior redução da área 

da ferida (aumento na 
síntese de colágeno e 

contração das margens da 

ferida) 

Sehn  

et al., 2009 

Curativo de colágeno 

Verde e 

vermelha 

(0,5 e 
1%) 

Wistar - 

30 dias 

Teor de 
flavonoides: 

vermelha 

(1,87%) e 
verde 

(0,95%) 

Melhora nos eventos 

biológicos associados ao 

processo de cicatrização 

(altas taxas de 
epitelização) e sem 

causar efeitos tóxicos; 

Própolis vermelha foi 
mais eficiente, 

contribuindo na 

formação de uma cicatriz 
colagênica final mais 

retraída 

Almeida  

et al., 2013 

Pasta a base de amido e 

glicerina  

Vermelh

a (1%) 

Wistar - 

14 dias 
- 

Efeitos benéficos na 

cicatrização de feridas 
cutâneas, com presença 

de epitelização e 

formação de crosta e de 
fatores associados à 

cicatrização, como 

colágeno I e III, 
metaloproteinase de 

matriz-9, fator de 

crescimento 

transformador e fator de 
crescimento endotelial 

vascular 

Conceição 

et al., 2022 
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Gel de poloxamer 407 
termorreversível 

Verde 

(1,2; 2,4 

e 3,6%) 

Wistar - 
3 dias 

MBC e MIC 

- P. 

aeruginosa, 

K. 
pneumoniae, 

E. coli, S. 

aureus e S. 
epidermidis: 

extrato e gel 

(3,6%) - 
bactérias 

gram + 

foram mais 

sensíveis 

Gel contendo 3,6% do 

extrato da própolis verde 
apresentou os melhores 

resultados de eficácia 

contra as bactérias e na 
regeneração tecidual 

(tecido epitelial 

organizado; presença de 
colágeno, novos vasos e 

fibroblastos) 

Berretta  
et al., 2012 

Membrana de látex 
Marrom 

(10%) 

Wistar - 

10 dias 
- 

As lesões tratadas com a 

membrana preparada a 

60 °C apresentaram 

maior percentual de 
regressão indicando 

cicatrização mais rápida 

da ferida (membrana 
induziu a cicatrização 

com produção de 

colágeno, angiogênese, 
reepitelização e pequeno 

número de células 

inflamatórias, 

caracterizada pelo 
descolamento de crosta e 

formação de epitélio) 

Krupp  

et al., 2019 

Membrana de celulose 
bacteriana contendo 

uma formulação líquida 

automicroemulsificante 

Verde 

(13,5%) 

Wistar - 

14 dias 

S. aureus, S. 

epidermidis, 

P. 
aeruginosa, 

E. coli e K. 

pneumoniae 
(halo ~15-

23 mm) 

Membrana apresentou 
intensa ação pró-

inflamatória, com 

melhores resultados na 

angiogênese, 
recrutamento de 

fibroblastos e colagênese 

(rápida reepitelização e 
organização tecidual) 

Marquele-

Oliveira  
et al., 2019 

Ref – referência. 

 

Diante deste cenário, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e 

caracterização de um curativo à base de látex natural reforçado com extrato da própolis 

vermelha, combinando o potencial cicatrizante da membrana de látex com as propriedades 

antimicrobiana, anti-inflamatória e cicatrizante da própolis vermelha.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Geral 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um curativo à base de látex natural 

associado ao extrato de própolis vermelha e avaliar sua segurança e eficácia para cicatrização 

de úlceras cutâneas, caracterizando-o por métodos físicos, químicos, mecânicos e 

toxicológicos. 

 

2.2. Específicos 

- Avaliar o perfil químico do extrato da própolis vermelha por cromatografia líquida 

de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-UV-Vis/PDA) e validar 

o método analítico; 

- Analisar a atividade antioxidante do extrato e dos eluatos das membranas por 

Espectrofotômetro UV-Vis e Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica 

(EPR); 

- Caracterizar físico-quimicamente o extrato da própolis vermelha e as membranas 

associadas ao extrato utilizando as seguintes técnicas: Espectroscopia de Infravermelho por 

Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM), Microscopia 

de Força Atômica (AFM) e Ensaios de Resistência Mecânica; 

- Determinar a cinética de liberação das membranas por HPLC-UV-Vis/PDA; 

- Avaliar a eficácia e a segurança do extrato e das membranas pelos ensaios de disco 

de difusão, microdiluição, macrodiluição, atividade hemolítica, citotoxicidade em linhagem 

celular de fibroblastos (HDFn) e o efeito na taxa de pulsação em Lumbriculus variegatus. 

 

3. MATERIAL E METODOLOGIA 

3.1. Preparo do extrato da própolis vermelha 

 A própolis vermelha bruta foi adquirida da empresa Apis Flora
®
 Ltda. (Ribeirão Preto, 

SP) com origem de Canavieiras, Bahia (Cooperativa de Apicultores de Canavieiras – 

COAPER). O extrato hidroetanólico foi preparado na proporção de 0,5:10 (p/v)  (5 g em 100 

mL) com etanol:água destilada 70:30 (v/v). A mistura foi submetida à agitação utilizando 

agitador magnético por 2 dias ao abrigo da luz. Após, o extrato resultante foi filtrado, 

concentrado em evaporador rotativo e colocado na estufa durante 72 h a 35°C para eliminação 

completa do solvente até obtenção de um peso constante. 
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3.2. Confecção das membranas 

 O látex foi adquirido da BDF Comércio de Produtos Agrícolas
®
 Ltda. (Guarantã, SP). 

O produto foi obtido da mistura de dois clones: RRIM 600 e PB 235. Depois da extração, o 

látex foi mantido em fase líquida através da adição de hidróxido de amônio, corrigindo a 

acidez e estabilizando o meio com pH igual a 10,2. Após adição do hidróxido de amônio, o 

material foi centrifugado a 8000 g. A fração borracha do látex foi utilizada para o preparo das 

membranas. 

 Para a confecção das membranas de látex com extrato, soluções do extrato e do látex 

foram depositadas em placas circulares (diâmetro de 55 mm) e o sistema mantido em 

temperatura ambiente (25°C) protegido da luz. Após a evaporação da água e solvente (48 a 72 

h), a mistura se polimeriza (processo de coagulação), dando origem às membranas. A Figura 

4 ilustra o passo-a-passo desde a extração do látex até as membranas secas. 

 As membranas de látex controle foram confeccionadas misturando-se 3 mL de látex e 

1 mL de água destilada (denominada NRL). Enquanto as membranas com extrato, a mistura 

compreendeu 3 mL de látex e 1 mL da solução do extrato hidroetanólico da própolis vermelha 

(50, 25 e 12,5 mg/mL, etanol:água 50:50 (v/v)), obtendo-se membranas com concentração 

final de extrato (em massa) de 50, 25 e 12,5 mg, respectivamente (denominadas NRL-RP50, 

NRL-RP25 e NRL-RP12,5). 

 

Figura 4 - Etapas envolvidas na produção das membranas de látex com extrato da própolis 

vermelha 

 

Fonte: Autoria própria. 
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3.3. Obtenção dos eluatos das membranas 

Os eluatos das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 foram 

obtidos seguindo a proporção de 0,2 g/mL de solução teste (água destilada, solução salina ou 

meio de cultura) em dois diferentes tempos (24 e 120 h). Cada 0,2 g de membrana seca 

(cortada em pedaços pequenos) foi colocada em tubo falcon com 1 mL da solução teste. Cada 

solução teste foi utilizada em determinado ensaio, sendo que água destilada, solução salina e 

meio de cultura foram empregadas nos testes de atividade antioxidante, hemólise e 

citotoxicidade, respectivamente. 

Após 24 h e 120 h, os pedaços da membrana foram retirados de cada tubo e 

descartados. Os eluatos obtidos foram armazenados e, posteriormente, utilizados nos ensaios. 

 

3.4. Análise do extrato da própolis vermelha por Espectroscopia no UV-Vis 

O extrato da própolis vermelha foi analisado através do espectrofotômetro UV-Vis 

(SF200 ADV, Bel Engineering
®
, Itália). Desta forma, uma solução estoque foi preparada 

pesando o extrato e solubilizando em etanol na concentração de 200 µg/mL. A partir da 

solução estoque, foram feitas 7 diluições, obtendo-se as concentrações de 10, 25, 40, 55, 70, 

85 e 100 µg/mL, as quais foram analisadas no modo varredura (200-450 nm). O comprimento 

de onda máximo (280 nm) foi utilizado para a construção da curva analítica. 

 

3.5. Análise do extrato da própolis vermelha por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-UV-Vis/PDA) 

O extrato da própolis vermelha foi analisado empregando-se um sistema de 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-

UV-Vis/PDA), visando investigar as principais substâncias presentes no mesmo. 

O extrato foi submetido ao pré-tratamento por extração em fase sólida para remoção 

dos interferentes lipofílicos que pudessem danificar a coluna. A fase estacionária, cartucho 

C18 500 mg/6 mL (Applied Separations Spe-ed
®
), foi ativada com 5 mL de etanol, seguida de 

equilíbrio com 5 mL da solução etanol:água 85:15 (v/v). Em seguida, foi carregada com 30 

mg do extrato solubilizado em 1 mL da solução de equilíbrio. A eluição foi realizada com 4 

mL de etanol:água 85:15 (v/v), permitindo a coleta da fração, a qual foi seca, solubilizada na 

fase móvel inicial (5 mg/mL) e filtrada em filtro de seringa politetrafluoretileno (PTFE) 

hidrofílico de 0,22 µm. 

Também foram utilizados três padrões analíticos conhecidos (liquiritigenina, vestitol 

e medicarpina), substâncias que já foram anteriormente relatadas na própolis vermelha, os 
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quais foram cedidos pelo Prof. Jairo Kenupp Bastos (USP, Ribeirão Preto). Os padrões foram 

solubilizados na fase móvel inicial (concentração 80 µg/mL) e filtrados em filtro de seringa 

PTFE hidrofílico de 0,22 µm. 

A fração do extrato e os padrões analíticos foram analisados em um sistema HPLC-

UV-Vis/PDA (Shimadzu
®

, Japão) composto por controlador (CBM-20A), desgaseificador 

(DGU-20A3R), bomba binária (LC-30AD), injetor automático (SIL-30AC), forno de coluna 

(CTO-20A), detector UV-Vis/PDA (SPD-M20A) e programa gerenciador de dados 

(LabSolutions
®
). A separação cromatográfica foi realizada em coluna C18 150 × 4,6 mm × 5 

μm (RESTEK
®
, USA). A fase móvel foi composta por água ultrapura acidificada com 0,1% 

de ácido fórmico (v/v) (A) e acetonitrila (B), e foi otimizada levando à seguinte eluição em 

gradiente: 20-50%B de 0-40 min; 50-100%B de 40-50 min; 100%B de 50-55 min; e 100-

20%B de 55-56 min. A vazão foi 1 mL/mim e o volume de injeção foi 20 μL. A separação foi 

monitorada em comprimentos de onda de 254, 280, 315 e 350 nm. 

 

3.6. Validação de método cromatográfico 

No processo de validação parcial, foram avaliados os parâmetros: seletividade, 

linearidade, precisão e exatidão, segundo as normas estabelecidas pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) por meio da Resolução RDC nº 166/2017 (ANVISA, 2017). 

Os picos cromatográficos foram avaliados em comparação com três padrões 

autênticos (liquiritigenina, vestitol e medicarpina) e a área de cada padrão foi usada como 

resposta para traçar a curva de calibração (método do padrão externo).  

 

3.6.1. Seletividade  

A seletividade é a habilidade do método em separar e quantificar os analitos de 

interesse de outros compostos, sendo eles produtos de degradação, impurezas ou componentes 

da matriz. Portanto, foi realizada a análise do espectro UV-Vis dos picos no cromatograma do 

extrato referentes às substâncias quantificadas. 

 

3.6.2. Linearidade 

A linearidade é a capacidade do método em ter proporcionalidade entre as 

concentrações do analito e a resposta adquirida pelo sistema cromatográfico. Este parâmetro 

foi avaliado através de curva de calibração.  

Foi preparada uma solução estoque com os três compostos isolados (liquiritigenina, 

vestitol e medicarpina). Diluições seriadas foram feitas, alcançando cinco concentrações 
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diferentes (5, 10, 20, 40 e 80 µg/mL) para determinar a faixa dinâmica linear de cada 

composto. As soluções foram injetadas em triplicata. 

A curva de calibração foi construída a partir da área do pico do analito contra a 

concentração nominal do analito. Como critérios de aceitação foram utilizados o coeficiente 

de correlação da curva acima de 0,99. 

 

3.6.3. Precisão e Exatidão 

A precisão verifica a proximidade e a concordância entre as réplicas, enquanto a 

exatidão verifica a proximidade entre do valor encontrado com a concentração nominal. A 

precisão foi expressa por meio da repetibilidade e a exatidão pela relação entre a concentração 

média experimental e sua concentração teórica correspondente.  

Foram utilizados 3 níveis em triplicata: nível baixo, médio e alto: 5, 20 e 80 µg/mL. 

Os valores de precisão devem ter desvio padrão relativo entre 0 e 15% e os de exatidão entre 

85 e 115%. 

 

3.7. Atividade antioxidante  

3.7.1. Espectrofotômetro UV-Vis 

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando a metodologia proposta por Sharma e 

Bhat (2009). Para isso, uma solução do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) foi 

preparada numa concentração de 200 μM em metanol. A quercetina foi usada como padrão, 

sendo construída uma curva com soluções de 0,31 a 10 μg/mL (em metanol). O extrato foi 

diluído em etanol, obtendo-se as concentrações de 3,12 a 50 μg/mL. Além disso, foram 

avaliados os eluatos de 120 h das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 

obtidos em água destilada. 

O ensaio consistiu na reação de 0,5 mL de amostra (quercetina ou extrato ou eluato) 

e 0,5 mL de solução de DPPH
●
 em tubos de ensaio. O metanol foi utilizado como controle 

negativo (0,5 mL de metanol e 0,5 mL de solução de DPPH
●
). Estes permaneceram ao abrigo 

da luz durante 30 min. Em seguida, a absorbância das amostras foi lida em espectrofotômetro 

de varredura (SF200 ADV, Bel Engineering
®
, Itália) a 517 nm. O metanol puro foi utilizado 

como branco do equipamento, enquanto a mistura da amostra (diferentes concentrações) em 

metanol (na proporção de 1:1) foi usada como branco da amostra. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

O potencial antioxidante foi determinado pela capacidade de sequestrar o DPPH
●
 e 

foi expresso de duas formas: 
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1) Porcentagem de inibição do radical DPPH, conforme equação abaixo: 

 

Inibição do radical DPPH (%) = [(ACN–AA)/ACN]*100          (1) 

 

Onde, ACN é a absorbância do controle negativo e AA é a absorbância das amostras. 

 

2) Concentração efetiva 50% (CE50), que representa a quantidade de substância 

antioxidante necessária para reduzir em 50% a concentração inicial de DPPH
●
 (Brand-

Williams, Cuvelier & Berset, 1995). Nesta análise, a partir dos valores médios da atividade 

antioxidante em função das diferentes concentrações analisadas, obteve-se uma equação 

linear, onde a capacidade antioxidante de sequestrar o DPPH
●
 foi calculada e expressa pelo 

valor de CE50. 

 

3.7.2. Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

A atividade antioxidante também foi verificada utilizando a Espectroscopia de 

Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR - Electron Paramagnetic Resonance). A mesma 

solução do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a 200 μM em metanol foi utilizada. 

O extrato foi diluído em etanol, obtendo-se as concentrações de 3,12 a 50 μg/mL. Além disso, 

foram avaliados os eluatos de 120 h das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-

RP50 obtidos em água destilada. 

O ensaio consistiu na reação de 0,2 mL de amostra (extrato ou eluato) e 0,2 mL de 

solução de DPPH
●
 em microtubos. Estes permaneceram ao abrigo da luz durante 30 min. Em 

seguida, a intensidade pico a pico foi medida usando um EPR X-Band (Bruker
®
, EUA). 

Todas as soluções foram transferidas para tubo de vidro capilar, que foi selado e colocado 

dentro de um tubo de quartzo EPR padrão (diâmetro interno de 3 mm) (BARROS et al., 

2018). As medições foram feitas usando um campo magnético central de 3480 G, campo de 

varredura de 3380-3580 G, tempo de varredura de 20,97 s, amplitude de modulação de 3,29 

G, frequência de modulação de 86,0 kHz e potência de micro-ondas de 10,93 mW. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

A redução do sinal EPR foi calculada de acordo com a equação abaixo: 

 

Redução do sinal EPR (%) = [(SDPPH – SA)/SDPPH]* 100                                   (2)                                             
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Onde, SDPPH corresponde ao sinal EPR para solução contendo DPPH
●
 (referência) e 

SA corresponde ao sinal EPR da amostra. 

 

3.8. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

foi empregada com o intuito de identificar os grupos funcionais presentes nos materiais 

(extrato e membranas), além de caracterizar as possíveis interações (modos de vibração) entre 

o látex e o extrato. As amostras analisadas foram o extrato da própolis vermelha e as 

membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50. 

Essa análise foi realizada usando um espectrômetro de infravermelho por 

transformada de Fourier no modo de refletância total atenuada (ATR), equipado com um 

cristal diamante (Tensor 27, Bruker
®

, Alemanha). Os espectros foram registrados sob as 

seguintes condições: porcentagem de transmitância (%T) com acúmulo de 32 varreduras, 

resolução de 4 cm
−1

, na faixa de absorção de 4000-400 cm
−1

, fonte de laser de HeNe (emite 

radiação na região do infravermelho médio) e detector DLaTGS. 

 

3.9. Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM - Scanning Electron Microscopy) 

possibilita a visualização da morfologia da superfície da amostra, além do tamanho e da 

distribuição dos constituintes, no caso o extrato, no material final, e suas alterações. As 

imagens das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 foram obtidas nas 

ampliações de 250x, 1500x e 5000x usando um Microscópio Eletrônico de Varredura de 

Emissão de Campo (FEG-SEM, modelo 7500F, JEOL
®
, Japão) com 2 kV, ângulo do feixe de 

35º e carbono foi usado como material condutor para o recobrimento das amostras. 

 

3.10. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

A Microscopia de Força Atômica (AFM - Atomic Force Microscopy) permite 

verificar a topografia do material final e suas alterações. As membranas NRL, NRL-RP12,5, 

NRL-RP25 e NRL-RP50 foram analisadas utilizando um Microscópio de Força Atômica 

(Nanosurf Naio
®
, Suíça). O modo de varredura utilizado foi dinâmico (dynamic mode), com 

um cantilever (TAP 190AI-G, Budget Sensors
®
, Bulgária) cuja constante de força foi de 48 

N/m e frequência de ressonância de 190 kHz. A área de varredura foi de 50 x 50 µm com 

amplitude de 62 a 72 mV. As imagens foram tratadas no software Naio control
®
 (versão 

3.10.0). 
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3.11. Resistência mecânica 

Os ensaios de tração das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 

foram realizados em uma máquina de ensaio DL-2000 (EMIC
®
, Brasil) com uma célula de 

carga de 50 kgf, velocidade de 500 mm/min e a temperatura ambiente, de acordo com a 

norma da American Society for Testing and Materials (ASTM) D412-16 (ASTM, 2016).  

Amostras retangulares (32 ± 2 mm de comprimento e largura e 0,60 ± 0,1 mm de 

espessura) foram testadas até sua ruptura/falha. As medidas foram obtidas com paquímetro 

digital (precisão de 0,01 mm, MTX
®
). O ensaio foi feito em quintuplicata.  

Os valores foram convertidos em curvas de tensão-deformação obtendo-se os 

parâmetros de tensão e de deformação máxima, enquanto o módulo de elasticidade (Young) 

foi calculado a partir da região linear inicial (0-10% de deformação) através da inclinação da 

curva (coeficiente angular). 

 

3.12. Cinética de liberação por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-UV-Vis/PDA) 

O ensaio de cinética de liberação foi realizado empregando as membranas NRL, 

NRL-RP25 e NRL-RP50. As mesmas foram dispostas separadamente em béqueres com 25 

mL de água destilada. Após 1, 2, 3, 4, 5, 24, 72 e 120 h, estas foram retiradas de cada béquer e 

secas. Os eluatos obtidos para as três membranas foram congelados e, posteriormente, 

liofilizados.  

Em seguida, os eluatos foram solubilizados em 1 mL de acetonitrila:água (50:50, 

v/v) e filtrados em filtro de seringa PTFE hidrofílico de 0,22 µm.  

Para quantificar os componentes do extrato da própolis liberados pelas membranas, 

os eluatos das membranas foram analisados em um sistema HPLC-UV-Vis/PDA (Shimadzu
®
, 

Japão), empregando o mesmo método cromatográfico desenvolvido para o extrato: (i) coluna 

C18 150 × 4,6 mm × 5 μm (RESTEK
®
, USA); (ii) fase móvel composta por água ultrapura 

acidificada com 0,1% de ácido fórmico (v/v) (A) e acetonitrila (B); (iii) gradiente de eluição: 

20-50%B de 0-40 min; 50-100%B de 40-50 min; 100%B de 50-55 min; e 100-20%B de 55-

56 min; (iv) vazão 1 mL/mim e volume de injeção 20 μL; e (v) comprimentos de onda de 254, 

280, 315 e 350 nm. 

 

3.13. Análise microbiológica 

Para os ensaios de halo de inibição por difusão em disco foram utilizadas as cepas de 

Candida albicans (ATCC 10231), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus 
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epidermidis (ATCC 12228). As cepas foram ativadas em caldo Brain Heart Infunsion (BHI, 

Kasvi
®
, EUA), as quais foram incubadas por 12 h a 37°C. Após ativação, os microrganismos 

ativados foram semeados em ágar sangue (Himedia
®
, EUA) e incubados por 24 h a 37°C para 

crescimento das colônias.  

Para a realização dos ensaios microbiológicos de micro e macrodiluição foram 

utilizadas as cepas de Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) e Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 9027). Os microrganismos foram cultivados em meio Mueller-Hinton Broth (MHB, 

Sigma-Aldrich
®
, EUA) e incubados por 24 h a 37°C. Os ensaios foram realizados de acordo 

com a norma M7-A10 referente a testes de sensibilidade antimicrobiana do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015), com modificações.  

 

3.13.1. Disco de difusão 

 As membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 foram feitas em escala 

menor, seguindo a mesma proporção 3 mL de látex e 1 mL de extrato, em um volume final de 

100 µL por membrana. Cada membrana NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 continha 

0,3125; 0,625 e 1,25 mg de extrato, respectivamente. As membranas foram esterilizadas em 

luz UV por 30 mim de cada lado. Também foram analisados discos virgens e estéreis 

impregnados com extrato nas concentrações de 50 µL (2,5 mg), 75 µL (3,75 mg) e 100 µL (5 

mg). 

As análises para o teste de difusão foram realizadas conforme preconizado pelo CLSI 

(2015), com adaptações. Os inóculos foram preparados com as colônias previamente ativadas, 

as quais foram transferidas com auxílio de uma alça de platina calibrada com 5 µL para um 

tubo com solução fisiológica estéril 0,9% (v/v) até obter-se uma turvação de 0,5 da escala de 

McFarland, o que corresponde a 1 a 2x10
8
 UFC/mL. 

Foi utilizado o meio de cultura MHB, meio não seletivo para semeadura dos 

microrganismos com auxílio de um swab. Para obter um inóculo homogêneo, passou-se o 

swab sobre toda a superfície do ágar sucessivamente em três eixos diferentes. 

As amostras foram aplicadas à superfície do ágar, por meio de pinça estéril e 

incubadas em condições de aerobiose a uma temperatura constante de 35 a 37°C por um 

período de 24 a 48 h. 

Após período de incubação, as leituras foram realizadas com auxílio de um 

paquímetro digital (DISMA Ferramentas
®
, Brasil) e foram consideradas sensíveis as amostras 

que não apresentaram crescimento ao redor, ou seja, formação de halo de inibição de 

crescimento (NCCLS, 2003).  
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3.13.2. Microdiluição 

Foi preparada uma solução estoque do extrato da própolis vermelha 100 mg/mL em 

etanol (100%), seguida de diluição para a concentração de 50 mg/mL em meio MHB. O 

extrato foi avaliado nas concentrações entre 0,02 a 50 mg/mL, enquanto o controle do 

diluente (etanol) nas concentrações entre 0,02 a 50%. A suspensão de bactérias foi preparada 

na concentração de 10
8
 células/mL, semelhante à solução padrão McFarland de 0,5, seguida 

de diluição 1:20 para 5x10
6 
células/mL.  

Em uma placa de 96 poços, o extrato e o diluente foram diluídos em meio MHB, 

permanecendo 100 µL/poço, sendo posteriormente adicionados 10 µL suspensão celular 

5x10
6 
células/mL. 

A placa de microdiluição foi incubada a 37°C por 18 h. Considerou-se a 

Concentração Inibitória Mínima (MIC - minimal inhibitory concentration), a menor 

concentração do extrato capaz de impedir o crescimento. Para verificação da presença de 

microrganismos nos poços, foi empregada a técnica da gota em ágar sólido (10-15 µL 

suspensão celular:solução salina 1:10) incubada por 24 h e posterior contagem. 

 

3.13.3. Macrodiluição 

As membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 foram feitas em escala 

menor, seguindo a mesma proporção 3 mL de látex e 1 mL de extrato, em um volume final de 

100 µL por membrana. Cada membrana NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 continha 

0,3125; 0,625 e 1,25 mg de extrato, respectivamente. As membranas foram esterilizadas em 

luz UV por 30 mim de cada lado. 

A suspensão de bactérias foi preparada na concentração de 10
8
 células/mL, 

semelhante à solução padrão McFarland de 0,5, seguida de diluição 1:100 para 10
6 

células/mL. 

Em tubos de ensaio (12 x 75 mm), foram adicionados 1 mL de meio MHB e 1 mL de 

suspensão celular 10
6 

células/mL. Em seguida, as membranas foram colocadas nos tubos, os 

quais foram incubados a 37°C por 18 h.  

Para verificação da presença de microrganismos nos poços, foi empregada a técnica 

da gota em ágar sólido (10-15 µL suspensão celular:solução salina 1:10) incubada por 24 h e 

posterior contagem. 
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3.14. Avaliação da toxicidade in vitro 

3.14.1. Atividade hemolítica  

A atividade hemolítica foi investigada de acordo com Onuma et al. (1999) e em 

conformidade com a norma da International Standard Organization 10993 parte 4 (ISO, 

2017), através do contato direto utilizando-se sangue de carneiro desfibrinado comercial 

(NewProv, Brasil). A solução de hemácias foi ajustada para uma concentração de 5% (v/v). 

Os microtubos contendo apenas solução salina 0,9% (p/v) foram usados como 

controle negativo zero de hemólise (0%). Para atingir 100% de hemólise (controle positivo), 

foi utilizada uma solução de Tween 80 a 2% (v/v) em solução salina 0,9% (p/v). Além disso, 

foram testadas diferentes concentração do extrato a própolis vermelha (1,56 a 400 µg/mL), 

controle do diluente (etanol 0,5% (v/v)) e os eluatos 24 h e 120 h das membranas NRL, NRL-

RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 obtidos em solução salina 0,9% (p/v). 

O teste consistiu no contato direto de 500 µL das amostras (extrato, controle do 

diluente e eluatos) com 500 µL da solução de hemácias a 5% (v/v) em solução salina 0,9% 

(p/v). Após a incubação dos microtubos a 37°C durante 24 h, estes foram centrifugados a 

1000 rpm por 10 min, 4°C (Figura 5) . Alíquotas de 100 µL do sobrenadante de cada amostra 

foram pipetadas para microplacas de 96 poços e a absorbância a 540 nm foi determinada 

usando um leitor de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA). 

A taxa de hemólise foi calculada a partir da equação abaixo, sendo que até 5% de 

hemólise foi considerado como não hemolítico: 

 

TH (%) = [(AA–ACN)/(ACP–ACN)]*100            (3) 

 

Onde, TH é a taxa de hemólise das hemácias (%); AA é a absorbância das amostras; 

ACN é a absorbância do controle negativo; e ACP é a absorbância do controle positivo. 
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Figura 5 - Etapas do ensaio de atividade hemolítica com as amostras  

 

Fonte: Autoria própria. 

 

3.14.2. Citotoxicidade (atividade metabólica) 

As células de fibroblastos dérmicos normais humanos (HDFn – PCS-201-012™, 

ATCC
®
) foram utilizadas para os experimentos de citotoxicidade. As células foram cultivadas 

em frascos de cultura estéreis em meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, Thermo Fisher
®

, EUA), suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino, 

Thermo Fisher
®
, EUA) e 1% de antibiótico/antimicótico (Thermo Fisher

®
, EUA), incubado a 

37°C em atmosfera umidificada a 5% de CO2. Ao atingirem confluência de 70-80%, as 

células foram dissociadas com tripsina-EDTA 0,25% vermelho fenol (Gibco
®
, EUA) por 5 

min, lavadas com PBS (solução tampão fosfato), ressuspendidas em meio completo e 

contadas em câmara de Neubauer. 

As membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 foram esterilizadas em 

luz UV por 30 mim de cada lado. Posteriormente, as membranas foram incubadas em meio de 

cultura com 5% de soro (DMEM 5% SFB) por 24 h a 37°C, obtendo-se o eluatos com 

concentração de 0,2 g/mL, conforme norma International Standard Organization 10993 parte 

5 (ISO, 2017). O extrato e o controle do diluente também foram diluídos em DMEM 5% SFB.  

Os fibroblastos foram semeados numa densidade de 10
4
 células/poço em placas de 

96 poços. As placas de cultura foram então incubadas em estufa com 5% CO2 a 37°C com 

umidade de 85% até que uma monocamada de células fosse formada. Estas células foram 

expostas a concentrações diferentes do extrato da própolis vermelha (1,56 a 400 µg/mL), 

controle do diluente (etanol 0,5% (v/v)) e eluatos 24 h das membranas NRL, NRL-RP12,5, 
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NRL-RP25 e NRL-RP50, além do controle negativo (apenas meio de cultura) e do positivo 

(dimetilsulfóxido - DMSO 50% (v/v)). Os tempos de tratamento escolhidos foram 24, 48 e 72 

h, sendo 100 µL o volume final de cada poço.  

A viabilidade celular (atividade metabólica), como indicador de citotoxicidade, foi 

determinada utilizando o reagente da solução de resazurina (Sigma-Aldrich
®
, EUA) para 

determinar a atividade mitocondrial. 

Decorrido os tempos de tratamento, o poço foi lavado com PBS e adicionou-se 

solução de resazurina 10% em DMEM (25 µg/mL), sendo incubados por 4 h, 37ºC e 5% CO2. 

Em seguida, a emissão de fluorescência da resazurina foi medida em leitor de microplacas 

(EnSpire, PerkinElmer, EUA) com excitação de 560 nm e comprimento de onda de emissão 

de fluorescência de 590 nm. O valor médio da fluorescência do controle negativo foi 

considerado 100% de viabilidade celular, enquanto o branco foi considerado 0% de 

viabilidade (meio DMEM sem células). Além disso, o branco foi subtraído de todos os 

valores de fluorescência. O ensaio foi realizado com n=8 para o extrato e n=4 para os eluatos. 

A viabilidade celular foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: 

 

VC (%) = (AA/ACN)*100                 (4) 

 

Onde, VC é viabilidade celular (%); AA é a absorbância das amostras; ACN é a 

absorbância do controle negativo. 

 

3.15. Influência do extrato e das membranas na taxa de pulsação em 

blackworms (Lumbriculus variegatus) 

Lumbriculus variegatus ou blackworms (vermes negros) são oligoquetas de água 

doce do filo Annelida. São excelentes organismos para estudar a regeneração, regulação das 

atividades reflexas, bioacumulação, toxicidade de poluentes ambientais e regulamentação de 

pulsações dos vasos sanguíneos. Como outros anelídeos, os blackworms têm sistema 

circulatório fechado. Seu sangue é vermelho devido à presença do pigmento eritrocruorina, 

semelhante à hemoglobina, dissolvido no plasma sanguíneo. Dois grandes vasos sanguíneos, 

um dorsal e um ventral, estendem seu comprimento. As pulsações ao longo do vaso sanguíneo 

dorsal impulsiona o sangue através do sistema circulatório. Além disso, a parede do corpo do 

blackworm é transparente, sendo possível ver a pulsação do vaso sanguíneo dorsal utilizando 

microscópio óptico (RYAN; ELWESS, 2017; SEELEY et al., 2021).  
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 As membranas NRL e NRL-RP12,5 e extrato da própolis vermelha foram utilizados 

para determinar a influência na taxa de pulsação dos blackworms. Para isso, foram preparados 

os eluatos de 24 h e 120 h com as membranas utilizando 50 mL de solução salina para cada 

membrana (diâmetro de 55 mm e peso médio de 1,65 gramas). A solução do extrato da 

própolis vermelha foi preparada na concentração de 12,5 µg/mL em solução salina. O grupo 

controle contendo apenas solução salina também foi avaliado. 

 Os blackworms foram comprados de um fornecedor de Minas Gerais (Uberlândia). Os 

organismos foram selecionados conforme o tamanho, 4 cm, e transferidos para os béqueres 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur. Inicialmente, a taxa de pulsação basal dos blackworms 

foi determinada antes do início do experimento. 

 Cada blackworm foi colocado em béqueres contendo 50 mL de solução teste. Após 

cada período de incubação de 15 mim, 30 mim e 1 h, pulsação basal foi avaliada (Figura 6). 

Para observação do vaso sanguíneo dorsal, os blackworms foram transferidos para uma 

lâmina e levemente comprimido sob uma lamínula para restringir o movimento. As 

observações foram realizadas em microscópio óptico e foram restringidas até os dois minutos, 

contabilizando a pulsação durante os primeiros 30 segundos. 

 

Figura 6 - Etapas do ensaio de avaliação da taxa de pulsação dos blackworms 

 

Fonte: Autoria própria. 
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3.16. Análise estatística 

Os dados quantitativos foram mostrados como média ± desvio padrão e as diferenças 

estatísticas foram determinadas usando análise de variância ANOVA um critério, seguido de 

pós-teste de Bonferroni (p<0,05) (programa OriginPro8
®
, EUA). 

Para validação de método cromatográfico, foram utilizados os programas GraphPad 

Prism8
®
 (EUA) e Minitab

®
 (EUA). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Análise do extrato da própolis vermelha por Espectroscopia no UV-Vis 

Os resultados revelaram que o extrato solubilizado em etanol tem seu máximo de 

absorção no comprimento de onda em torno de 280 nm (Figura 7). Pode-se observar um 

aumento gradual da absorbância em concentrações maiores. Além disso, o comprimento de 

onda máximo característico em 280 nm indica a presença de compostos fenólicos e seus 

derivados.  

 

Figura 7 - Perfil de absorbância em espectrofotômetro UV-Vis do extrato da própolis 

vermelha 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Utilizando-se os valores de absorbância obtidos no comprimento de onda de 280 nm, 

foi construída a curva analítica contendo sete pontos (concentrações de 10 a 100 µg/mL) 

(Figura 8). Esta apresentou um perfil linear com um coeficiente de determinação (regressão 

linear) igual a R
2
 = 0,99991 e equação igual a Y = 0,01058X – 0,02258. 
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Figura 8 - Curva analítica do extrato da própolis vermelha 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.2. Análise do extrato por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao 

detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-UV-Vis/PDA) 

A análise do extrato da própolis vermelha foi realizada empregando-se um sistema 

HPLC-UV-Vis/PDA visando investigar as principais substâncias presentes no mesmo. 

O procedimento de extração em fase sólida foi eficiente na remoção dos compostos 

lipofílicos, coletando a fração F1 como mostra a Figura 9, apresentando uma coloração típica 

da própolis vermelha. Esta fração foi seca, solubilizada na fase móvel (5 mg/mL) e analisada 

por HPLC.  

 

Figura 9 - Obtenção da fração do extrato da própolis vermelha a partir da extração em fase 

sólida 

 

Fonte: Autoria própria. 
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O método cromatográfico utilizado foi baseado em um estudo publicado por Aldana-

Mejía et al. (2021), com algumas adaptações. Substâncias-padrão como liquiritigenina, 

vestitol e medicarpina foram analisadas após o extrato, a fim de confirmar a existência destes. 

A Figura 10 mostra os cromatogramas obtidos sequencialmente para o extrato da 

própolis vermelha, liquiritigenina, vestitol e medicarpina.  

 

Figura 10 - Cromatogramas representativos da (A) fração do extrato da própolis vermelha, 

(B) padrão analítico liquiritigenina, (C) padrão analítico vestitol e (D) padrão analítico 

medicarpina em 280 nm 
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Fonte: Autoria própria. 

  

Através da identificação dos compostos, foi possível sugerir que as substâncias 

liquiritigenina, vestitol e medicarpina estão presentes no extrato da própolis vermelha e que 

correspondem aos picos com tempo de retenção (tR) iguais a 13,8 mim, 26,2 mim e 31,4 mim, 

respectivamente. De acordo com trabalhos já reportados, a própolis vermelha apresenta em 
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torno de nove marcadores químicos, dentre eles liquiritigenina, vestitol e medicarpina 

(ALDANA-MEJÍA et al., 2021; CCANA-CCAPATINTA et al., 2020). Aldana-Mejía et al. 

(2021) identificou os principais marcadores químicos da própolis vermelha, com tR iguais a  

8,94 mim (liquiritigenina), 19,69 mim (vestitol) e 24,07 mim (medicarpina) empregando um 

método cromatográfico similar. Tais substâncias tem caráter de alta-média polaridade, pois 

foram eluídas em até 32 mim, correspondendo em torno de no máximo 45% de solvente 

orgânico (acetonitrila).  

Além disso, ficou claro que o método cromatográfico foi capaz de separar 

adequadamente as três substâncias-padrão. 

 

4.3. Validação de método cromatográfico 

A partir destes resultados, foi proposta uma validação do método cromatográfico. O 

primeiro parâmetro analisado foi a seletividade do método, comparando os espectros UV-Vis 

dos padrões analíticos com os picos correspondentes a estes padrões no extrato.  

A análise em sistema HPLC-PDA confirmou a presença das três substâncias por 

meio dos espectros UV-Vis dos três picos presentes no extrato, sendo que os comprimentos 

de onda de máxima absorção para cada uma foi em 275 e 311 nm para liquiritigenina, 281 nm 

para vestitol e 227 e 285 nm para medicarpina (Figura 11). Estes resultados são compatíveis 

com os estudos de Aldana-Mejía et al. (2021) e Zancanela et al. (2019).   

 

Figura 11 - Espectros UV-Vis obtidos a partir da fração do extrato dos picos correspondentes 

às substâncias: (A) liquiritigenina, (B) vestitol e (C) medicarpina 
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Fonte: Autoria própria 

 

A partir destes resultados, a linearidade foi avaliada utilizando uma mistura das três 

substâncias-padrão a partir da construção de uma curva analítica plotando a área dos picos de 

cada padrão contra a concentração nominal do mesmo. Foram realizadas diluições com cinco 

níveis de concentrações: 5, 10, 20, 40 e 80 µg/mL. 

As curvas foram construídas utilizando ponderação 1/y
2
, normalizando a tendência 

da reta em toda a sua amplitude. A linearidade foi estimada pelo método dos mínimos 

quadrados (MMQ). Foram realizados os testes estatísticos adequados para avaliar a 

associação linear entre as variáveis por meio dos coeficientes de correlação (R) e de 

determinação (R
2
), a significância dos coeficientes angular e linear, os resíduos e a detecção 

de outliers. 
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A Tabela 2 mostra os parâmetros e os resultados dos testes estatísticos obtidos para 

cada curva analítica construída e a Figura 12 apresenta a representação gráfica das respostas 

(área) em função da concentração e o gráfico de dispersão dos resíduos para os padrões 

liquiritigenina, vestitol e medicarpina, respectivamente.  

 

Tabela 2 - Parâmetros da validação do método cromatográfico  

Parâmetros 

Curvas 

Liquiritigenina Vesitol Medicarpina 

Exatidão 97,13 a 106,26% 97,40 a 104,08% 97,47 a 104,01% 

Precisão 0,02 a 0,30% 0,03 a 0,30% 0,04 a 0,59% 

Equação da reta Y =23879X + 21818  Y =14686X + 9420 Y =17241X + 10293  

R
2
 0,996 0,999 0,999 

Homocedasticidade 

(Cochran) 
Heterocedástico Heterocedástico Heterocedástico 

Coeficiente angular 

(teste F) 

Significativo (≠ 

zero) 

Significativo (≠ 

zero) 

Significativo (≠ 

zero) 

Coeficiente linear 

(teste t) 

Significativo (≠ 

zero) 

Significativo (≠ 

zero) 

Significativo (≠ 

zero) 

Distribuição normal 

(Ryan-Joyner) 
Normal Normal Normal 

Detecção de outliers 

(Grubbs) 

Nenhum (-0,590 a 

0,883) 

Nenhum (-0,554 a 

0,880) 

Nenhum (-0,547 a 

0,881) 

 

Todos os parâmetros observados na Tabela 2 apresentaram valores aceitáveis e 

dentro dos critérios de aceitação preconizados pela RDC 166/2017 (ANVISA, 2017). Os 

valores de precisão ficaram abaixo de 0,6%, enquanto os de exatidão entre 97 e 106%. 

Entretanto, os coeficientes lineares foram significativos para as três curvas (diferente 

de zero). Pode-se observar que tais coeficientes não apresentam uma magnitude significativa 

para o sinal analítico na concentração de trabalho, além de não haver interferência do diluente 

ou de outras substâncias, como é possível observar nos estudos de seletividade. Desta forma, 

o impacto deste resultado na linearidade do método pode ser desconsiderado. 
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De acordo com a Figura 12, as três curvas analíticas exibiram elevados valores de 

R
2
, acima de 0,99, com linearidade e normalidade comprovada. A análise de resíduos revelou 

que não houve valores fora da faixa esperada (usualmente entre -2 e 2), os quais são 

considerados outliers. Assim, verifica-se que os modelos são lineares e que os resíduos 

seguem uma distribuição normal sem a presença de outliers. 

 

Figura 12 - Curvas analíticas e análises gráficas de resíduos dos padrões: (A) liquiritigenina, 

(B) vestitol e (C) medicarpina 

 

 
 Fonte: Autoria própria. 
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A partir das equações da reta das curvas analíticas, é possível quantificar os 

metabólitos secundários (liquiritigenina, vestitol e medicarpina) presentes no extrato da 

própolis vermelha. 

 

4.4. Atividade antioxidante  

4.4.1. Espectrofotômetro UV-Vis 

Na avaliação da atividade antioxidante, o extrato da própolis vermelha exibiu uma 

grande capacidade no ensaio de radical DPPH via espectrofotômetro UV-Vis, com 

porcentagem de inibição em torno de 52,01 ± 1,42% (concentração de 25 µg/mL) e CE50 de 

23,41 ± 0,55 µg/mL (Figura 13). Como esperado, o extrato exibiu uma relação dose-

dependente na capacidade de sequestrar radicais livres, onde em altas concentrações do 

extrato foi notada uma alta atividade. Além disso, a quercetina, padrão de referência, mostrou 

uma CE50 de 2,64 ± 0,02 µg/mL. Assim, ficou claro que a quercetina tem um potencial apenas 

8,8 vezes maior que o extrato, o que revela um excelente resultado.  

 

Figura 13 - Atividade antioxidante do extrato da própolis vermelha pelo método 

espectrofotométrico 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Outros autores determinaram valores de CE50 de extratos da própolis vermelha. 

Cabral et al. (2009), Frozza et al. (2013) e Reis et al. (2019) encontraram valores superiores a 

25 µg/mL, tais como 90 µg/mL (extrato etanólico – Alagoas), 270 µg/mL (extrato etanólico – 

Sergipe) e entre 57 a 103 µg/mL (extrato etanólico – Alagoas, Bahia, Rio Grande do Norte e 

Sergipe), respectivamente. Por outro lado, Marcucci et al. (2020) obteve um valor em torno de 

5 µg/mL. Variações sazonais, territoriais e de fontes botânicas consumidas pelas abelhas 

podem levar aos diferentes teores de compostos bioativos e, consequentemente, no potencial 

antioxidante do extrato. Desta forma, o extrato obteve um resultado promissor, provando ser 

uma boa fonte de compostos antioxidantes. 

Para avaliar se a capacidade antioxidante do extrato foi preservada após incorporação 

na membrana de látex, foram analisados os eluatos 120 h das membranas (Tabela 3). Foi 

notada uma atividade de 23,71% no eluato da membrana controle NRL. Os demais eluatos 

exibiram valores de 39,89%, 45,55% e 53,92% para as membranas NRL-RP50, NRL-RP25 e 

NRL-RP12,5. Todos os grupos foram diferentes estatisticamente entre si. 

Os eluatos das membranas reforçadas com extrato da própolis vermelha mostraram 

uma atividade antioxidante de 1,7 a 2,3 vezes maior que o eluato da membrana controle. Esse 

comportamento também foi observado por Herculano et al. (2023) em membranas de látex 

com extrato de Aloe vera.  

Além disso, foi verificada uma relação inversa nos eluatos das membranas reforçadas 

com extrato, onde a membrana com a menor concentração de extrato (NRL-RP12,5) obteve 

uma capacidade antioxidante maior. Tal fato pode estar relacionado à influência da coloração 

da amostra neste ensaio espectrofotométrico, uma vez que o eluato da membrana NRL-RP50 

apresentou uma cor ligeiramente amarelada, o que pode interferir na absorbância da amostra-

teste. 

 

Tabela 3 - Atividade antioxidante dos eluatos das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-

RP25 e NRL-RP50 

Amostras Atividade antioxidante (%) 

NRL 23,71 ± 1,29
D
 

NRL-RP12,5  53,91 ± 0,84
A
 

NRL-RP25  45,55 ± 1,61
B
 

NRL-RP50  39,89 ± 1,38
C
 

*ANOVA um critério seguido de pós-teste de Bonferroni. Letras iguais indicam similaridade estatística (p>0,05). 
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4.4.2. Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

O potencial antioxidante do extrato também foi avaliado usando o EPR. Essa técnica 

é utilizada para detecção seletiva de radicais livres. Sendo assim, o equipamento é capaz de 

medir a concentração de radicais livres que estão em contato com a substância antioxidante, 

utilizando radicais livres estáveis como o DPPH•. Além disso, a técnica de EPR é mais 

sensível e confiável, pois não depende da absorção da solução após reação com o radical 

DPPH• como na técnica de UV-Vis, pois a coloração da solução pode interferir no resultado 

(BARBA et al., 2020).  

A Figura 14 mostra o espectro EPR da solução de DPPH• e do extrato da própolis 

vermelha em diferentes concentrações. É possível observar uma diminuição da intensidade do 

sinal EPR na amostra do extrato, sendo explicada pela aniquilação do sinal do radical livre 

pela substância antioxidante. Essa redução foi calculada e revelou um potencial antioxidante 

do extrato em torno de 80,46 ± 0,50% (concentração de 25 µg/mL).  

 A partir das diferentes concentrações do extrato (1,56 a 25 µg/mL), foi calculado o 

valor de CE50 que foi igual a 1,29 ± 0,21 µg/mL. A Figura 14 mostra que em concentrações 

maiores do extrato (linha vermelha - 25 µg/mL), houve uma maior aniquilação do sinal EPR, 

enquanto que em concentrações menores (linha verde - 1,56 µg/mL), foi menor. 

 

Figura 14 - Espectro EPR de intensidade pico a pico da solução de DPPH• e do extrato da 

própolis vermelha 

  

Fonte: Autoria própria. 
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 Os resultados obtidos pelo EPR são comparáveis com os verificados pelo 

espectrofotômetro UV-Vis. Entretanto, na mesma concentração de 25 µg/mL, houve uma 

diferença significativa de 52,01% para 80,46%. Essa diferença é inerente das técnicas, sendo 

que o EPR é mais sensível e confiável (valores mais precisos) por detectar apenas os radicais 

livres presentes na solução, enquanto o espectrofotômetro UV-Vis detecta a coloração 

(absorbância). 

Pazin et al. (2017) avaliou a capacidade de extratos de própolis verde em sequestrar o 

radical DPPH empregando as técnicas de EPR e espectrofotometria. Os autores revelaram 

valores de CE50 diferentes, em torno de 9,5 e 32,4 µg/mL, respectivamente. Em relação ao 

valor de CE50 encontrado pelo extrato da própolis vermelha neste trabalho (1,29 µg/mL), este 

mostrou uma capacidade antioxidante mais proeminente. 

Da mesma forma, a capacidade antioxidante dos eluatos 120 h das membranas foi 

avaliada pela técnica de EPR (Figura 15) para investigar se houve preservação da 

propriedade antioxidante do extrato após incorporação na membrana de látex. Foi notada uma 

atividade de 60,44% no eluato da membrana controle (contendo apenas NRL). Os demais 

eluatos exibiram valores de 92,73%, 92,46% e 91,63% para as membranas NRL-RP50, NRL-

RP25 e NRL-RP12,5, respectivamente. Apenas a membrana NRL foi diferente 

estatisticamente entre os demais grupos.  

 

Figura 15 - Espectro EPR de intensidade pico a pico da solução de DPPH• e dos eluatos das 

membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50  

 

Fonte: Autoria própria. 
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Barros et al. (2018) avaliou o potencial antioxidante de membranas de látex 

incorporadas com extrato de Serjania marginata Casar pelas técnicas de espectrofotométrica e 

EPR e concluiu que o fato do espectro DPPH EPR possuir um sinal relativamente simples 

devido a detecção apenas do radical livre é uma vantagem em relação à espectroscopia óptica. 

Os autores demonstraram que a matriz de látex é capaz de carregar o extrato e manter sua 

atividade antioxidante. Esse perfil também foi observado neste trabalho, onde houve uma 

preservação da capacidade antioxidante. 

 

4.5. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

As análises de FTIR com as membranas e o extrato foram realizadas para identificar 

os grupos funcionais e as possíveis interações entre os materiais. 

A Figura 16 mostra os espectros de FTIR das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-

RP25 e NRL-RP50 e do extrato da própolis vermelha. 

 

Figura 16 - Espectros FTIR: (A) membranas de látex controle (NRL) e com extrato da 

própolis vermelha (NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50) e (B) extrato da própolis 

vermelha 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O espectro FTIR da membrana NRL (Figura 16A, linha preta) exibiu as bandas 

características do principal componente o cis-1,4-poliisopreno como 2960 cm
-1

, 2923 cm
-1

, 

2912 cm
-1

, 2850 cm
-1

, 1662 cm
-1

, 1446 cm
-1

, 1375 cm
-1

, 840 cm
-1

, 567 cm
-1

 e 489 cm
-1

, 

conforme esperado. 

Alguns autores também encontraram bandas características semelhantes usando o 

látex de Hevea brasiliensis. As bandas de 2960 cm
-1

 a 2912 cm
-1

 referem-se ao alongamento 

assimétrico CH3; 2850 cm
-1

 alongamento simétrico CH2; 1662 cm
-1

, alongamento C=C; 1446 

cm
-1

 e 1375 cm
-1

, deformação assimétrica CH2 e CH3, respectivamente; 840 cm
-1

, flexão =CH 

fora do plano; e 567 cm
-1

 e 489 cm
-1

 deformação C–C–C (BORGES et al., 2014, 2017; 

BARROS et al., 2018; FLORIANO et al., 2016; MURBACH et al., 2014). A banda de 

absorção em 840 cm
-1

 é a mais importante para identificação do látex, a qual corresponde ao 

grupo R2C=CHR (cis-1,4) do isopreno (BARROS et al., 2021). Desta forma, o espectro FTIR 

obtido pela membrana NRL está de acordo com os dados relatados na literatura. 

O espectro FTIR do extrato da própolis vermelha (Figura 16B) exibiu bandas de 

absorção em 3319 cm
-1

, 2918 cm
-1

, 2854 cm
-1

, 1700 cm
-1

, 1616 cm
-1

, 1508 cm
-1

, 1442 cm
-1

, 

1373 cm
-1

, 1286 cm
-1

, 1157 cm
-1

, 1103 cm
-1

, 1026 cm
-1 

e 827 cm
-1

.  
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A banda em 3319 cm
-1

 está relacionada aos grupos hidroxila (alongamento O-H de 

compostos fenólicos); 2918 cm
-1

 e 2854 cm
-1

 alongamento simétrico CH3 e assimétrico CH2, 

respectivamente, associados a ceras ou a presença de terpenos; 1700 cm
-1

 lipídeos e 

flavonóides (C=O); 1616 cm
-1

 e 1508 cm
-1

 alongamento C=C do anel aromático e flavonóides 

e alongamento C=O e C=N de flavonóides e aminoácidos; 1442 cm
-1

 alongamento CH2, CH3 

e CH de flavonóides e aneis aromáticos; 1286 cm
-1

 vibração do grupo C-O de poliois, como 

os hidroxflavonoides; 1157 cm
-1

 e 1113 cm
-1

 alongamento C-O e C-OH de lipídeos e grupos 

álcool e éster; 1026 cm
-1

 alongamento C-O do éter aromático (flavonóides); e 837 cm
-1 

deformação angular C-H fora do plano. Essas bandas específicas relatadas no extrato da 

própolis vermelha estão de acordo com trabalhos reportados na literatura (MOT; SILAGHI-

DUMITRESCU; SÂRBU, 2011; NASCIMENTO et al., 2019, 2021; OLIVEIRA et al., 2016; 

ZANCANELA et al., 2019). 

Pode-se observar que existem algumas bandas semelhantes entre o látex e o extrato 

da própolis, tais como, entre 2960-2850 cm
-1

 (alongamento assimétrico CH3 e simétrico CH2), 

entre 1446-1442 cm
-1

 (deformação CH2 e CH3) e entre 840-837 cm
-1

 (flexão =CH fora do 

plano). A ausência das bandas do extrato nas membranas pode ser explicada devido à baixa 

quantidade de extrato dentro da membrana. Além disso, a análise de FTIR (via técnica de 

ATR) mede a superfície da amostra. Desta forma, o extrato presente na parte mais interna das 

membranas não foi observado. 

Além disso, foi notado que não houve formação nem desaparecimento de novas 

ligações químicas nas membranas com extrato da própolis vermelha (Figura 16A, linhas 

vermelha e azul). Tal fenômeno poderia dar indícios de instabilidades dos compostos quando 

incorporados ao látex. Esse resultado sugere uma interação física (adsorção) entre os materiais 

(NRL e própolis). Zancanela et al. (2017, 2019) também observou tal comportamento em 

membranas de látex com extratos da própolis verde, vermelha e escura, o que é desejável, 

pois possibilita a liberação sustentada de compostos da própolis pela membrana. Isso 

confirma que o extrato foi satisfatoriamente incorporado ao látex, não apresentando indícios 

prévios quanto à instabilidade após incorporação. 

 

4.6. Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) 

As imagens de SEM foram analisadas a fim de caracterizar a superfície e o interior 

das membranas quanto à presença de poros e/ou aglomerados de extrato. A Figura 17 mostra 

a superfície das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50. 
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Figura 17 - Imagens SEM da superfície das membranas de látex controle (NRL) e com 

extrato da própolis vermelha (NRLRP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50) (ampliações de 250x, 

1500x e 5000x) 
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É possível notar que a membrana NRL apresentou uma superfície mais homogênea 

(lisa), sem rachaduras ou aglomerados. Entretanto, alguns poros foram observados. As 

membranas NRL-RP12,5 NRL-RP25 e NRL-RP50, exibiram uma superfície sem rachaduras 

e com algumas irregularidades, como a presença de agregados de extrato e poros.  

As alterações observadas na superfície das membranas NRL-RP12,5 NRL-RP25 e 

NRL-RP50 após a incorporação do extrato, como formação de aglomerados e irregularidades 

superficiais, eram esperadas, pois se deve à elevada concentração de extrato na membrana, 

proporcionando a formação de aglomerados. Outros estudos também relataram modificações 

superficiais semelhantes (BARROS et al., 2017; FLORIANO et al., 2018; HERCULANO et 

al., 2023; CARVALHO et al., 2018). 

A presença de poros nas membranas analisadas pode ser explicada pelo processo de 

evaporação do solvente ou água empregado na confecção da mesma, pois a evaporação lenta 

do solvente durante a polimerização pode acarretar na formação de poros no material, uma 

vez que as membranas foram secas em temperatura ambiente (HERCULANO et al., 2010). 

Os agregados de extrato presentes na superfície das membranas NRL-RP12,5 NRL-

RP25 e NRL-RP50 proporcionam um efeito de liberação de burst durante a fase inicial da 

cinética de liberação, comportamento que foi observado anteriormente ao incorporar 

gentamicina, desmopressina, cetoprofeno e sulfadiazina de prata em membranas de látex 

(BARROS et al., 2017; FLORIANO et al., 2018; GEMEINDER et al., 2021; TANAKA et al., 

2021). 

 

4.7. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

As imagens de AFM foram examinadas a fim de verificar a topografia das 

membranas e as possíveis alterações. A Figura 18 mostra a topografia das membranas NRL, 

NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50. As alterações na topografia das membranas NRL-

RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 após incorporação do extrato da própolis vermelha ficaram 

evidente, sendo notadas uma maior rugosidade e presença de irregularidades nestas 

membranas.  

As regiões com maior elevação estão representadas pela cor mais alaranjada, as quais 

correspondem à presença de grânulos do extrato, sendo observada com mais intensidade na 

membrana NRL-RP50, mas também nas membranas NRL-RP25 e NRL-RP12,5, com menor 

intensidade. A membrana NRL também apresentou algumas elevações e rugosidade por conta 

da presença de poros.  
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Esse padrão de aumento da rugosidade e presença de elevações devido aos grânulos 

de material incorporado na membrana também foi notado por alguns autores que analisaram a 

topografia de membranas de látex (MIRANDA, 2018; SILVA, 2014). 

Herculano et al. (2023) verificou que a membrana de látex com extrato de A. vera 

proporcionou um aumento na rugosidade do material após incorporação do extrato com a 

presença de aglomerados na matriz polimérica. 

Este comportamento também foi observado em membranas de látex com 

anfotericina, demonstrando uma variação na rugosidade do material e confirmando a presença 

do fármaco (HERCULANO et al., 2024). 
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Figura 18 - Imagens AFM da topografia das membranas de látex controle (NRL) e com 

extrato da própolis vermelha (NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50) 

 

Fonte: Autoria própria. 
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4.8. Resistência mecânica 

O ensaio de tração foi realizado para avaliar as mudanças no comportamento 

mecânico das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50, antes e após a 

incorporação do extrato de própolis vermelha. 

A Figura 19 mostra as curvas de tensão-deformação até sua ruptura para cada 

membrana. Pode-se observar que todas as membranas exibiram um perfil típico de 

elastômero, apresentando um comportamento com três regiões bem distintas e definidas: I – 

elástica (baixa tensão com pequena deformação: o material ainda tem a capacidade de retornar 

à sua forma original após a tensão aplicada), II – plástica (região plana com deformação 

permanente em partes do material) e III - cristalização induzida por tensão (aumento da tensão 

em altas deformações, levando à ruptura) (FUKAHORI; SAKULKAEW; BUSFIELD, 2017). 

 

Figura 19 - Curva tensão-deformação das membranas de látex controle (NRL) e com extrato 

da própolis vermelha (NRL-RP12,5 NRL-RP25 e NRL-RP50) 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A Tabela 4 mostra que os valores mecânicos variaram entre 0,501 a 0,722 MPa 

(tensão máxima), entre 5,465 a 7,344 mm/mm (deformação máxima) e entre 1,050 a 1,082 

MPa (módulo de Young). Por meio do teste de ANOVA, não foi notada diferença estatística 

entre as membranas em nenhum parâmetro.  
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Com relação à tensão máxima, apenas a membrana NRL-RP50 teve um aumento de 

20,2% em relação a membrana NRL, enquanto as membranas NRL-RP25 de NRL-RP12,5 

tiveram reduções de 3,8% e 16,5%, respectivamente.  

Analisando a deformação máxima, foi observado comportamento similar, sendo que 

a membrana NRL-RP50 teve um aumento de 16,4%, e as membranas NRL-RP25 de NRL-

RP12,5 tiveram reduções de 9% e 13,3%, respectivamente.  

Por outro lado, o módulo de elasticidade foi o oposto. Apenas a membrana NRL-

RP12,5 teve um valor maior que a membrana NRL (aumento de 1,3%), enquanto as demais 

(NRL-RP25 e NRL-RP50) tiveram reduções de 0,6% e 1,6%. 

 

Tabela 4 - Propriedades mecânicas das membranas de látex  

Membranas 
Tensão máxima 

(MPa) 

Deformação máxima 

(mm/mm) 

Módulo de Young 

(MPa) 

NRL  0,600 ± 0,079
A
 6,308 ± 0,424

A
 1,068 ± 0,081

A 

NRL-RP12,5  0,501 ± 0,045
A
 5,465 ± 1,161

A
 1,082 ± 0,077

A 

NRL-RP25  0,578 ± 0,099
A
 5,740 ± 0,860

A
 1,062 ± 0,025

A 

NRL-RP50  0,722 ± 0,228
A
 7,344 ± 0,563

A
 1,050 ± 0,092

A 

*ANOVA um critério seguido de pós-teste de Bonferroni. Letras iguais indicam similaridade estatística (p>0,05). 

 

Desta forma, fica evidente que membrana NRL-RP12,5 teve um comportamento um 

pouco diferente das demais. Entretanto, não foi observada diferença estatística entre as 

membranas em nenhum parâmetro analisado. 

A membrana NRL-RP50 apresentou um melhor desempenho em relação às demais, 

com um aumento de 20,2% e 16,4% na tensão máxima e na deformação máxima, e uma 

redução de 1,6% no módulo de Young quando comparada à membrana de NRL, ou seja, após 

a incorporação do extrato, houve uma melhora nos parâmetros mecânicos da membrana, 

tornando-se mais elástica. Tal comportamento foi verificado por Zancanela et al. (2017, 

2019), onde foi notado um aumento nos três parâmetros mecânicos (tensão, deformação e 

módulo de elasticidade) após a adição de extratos da própolis verde, vermelha e escura em 

membranas de látex. 

O valor do módulo de Young alcançado foi entre 1,050 a 1,082 MPa e a tensão 

máxima ficou entre 0,501 a 0,722 MPa. Ambos os parâmetros estão de acordo com os valores 

observados para a pele de humanos, sendo que o valor do módulo de Young e a resistência à 
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tração da pele humana nativa varia de 0,01 a 50 MPa e 1 a 40 MPa, respectivamente (ZHAO 

et al., 2017). 

Outros autores também avaliaram as alterações no comportamento mecânico de 

membranas de látex quando submetidas ao ensaio de tração. Murbach et al. (2014) e Lima et 

al. (2021) mostraram valores de tensão máxima próximos entre 0,6 a 0,8 MPa, enquanto a 

deformação foi similar (7,50 mm/mm) aos achados de Murbach et al. (2014) e inferior (9,57 

mm/mm) aos de Zancanela et al. (2019). O módulo de elasticidade foi análogo aos 

encontrados por Zancanela et al. (2017, 2019). A incorporação de alguns materiais ao látex 

torna a membrana mais rígida e quebradiça, com menor deformação e elasticidade. Por outro 

lado, alguns compostos proporcionam o aumento da elasticidade das membranas, tornando-as 

mais maleáveis, o que foi observado neste trabalho e nos estudo de Zancanela et al. (2017, 

2019) com extratos de própolis. 

 

4.9. Cinética de liberação por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a 

detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-UV-Vis/PDA) 

No ensaio de cinética de liberação, os eluatos obtidos após 120 h foram liofilizados e 

posteriormente solubilizados em 1 mL de acetonitrila:água (50:50, v/v), seguido de filtração 

em filtro de seringa PTFE hidrofílico de 0,22 µm (Figura 20).  

 

Figura 20 - Obtenção dos eluatos das membranas de látex controle (NRL) e com extrato da 

própolis vermelha (NRL-RP25 e NRL-RP50) após 120 h de liberação 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Para quantificar os componentes do extrato da própolis liberados das membranas em 

cada intervalo de tempo, os eluatos das membranas foram analisados por HPLC-UV-

Vis/PDA, empregando a mesma condição cromatográfica desenvolvida para o extrato da 

própolis vermelha. Os resultados qualitativos da análise dos eluatos de 120 h das membranas 

com extrato (NRL-RP25 e NRL-RP50) podem ser vistos na Figura 21, onde foi feita uma 

comparação com o cromatograma da fração do extrato. 

Pode-se observar que os eluatos apresentaram os mesmos picos majoritários 

identificados no extrato, tais como liquiritigenina (tR ≈  13,9 mim, verde), vestitol (tR = 26,4 

mim, vermelha) e medicarpina (tR = 31,6 mim, azul). Estas substâncias são marcadores 

químicos importantes da própolis vermelha.  

Além disso, devido ao fato destas substâncias terem um caráter de alta-média 

polaridade, a presença delas nos eluatos já era esperada, haja vista que a cinética de liberação 

foi realizada em água destilada (solvente polar), o que facilitou a permeação destes 

componentes do extrato para o meio líquido. 
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Figura 21 - Cromatogramas representativos: (A) fração do extrato da própolis vermelha, (B) 

eluato da membrana com extrato da própolis vermelha (NRL-RP25) e (C) eluato da 

membrana com extrato da própolis vermelha (NRL-RP50) 

 

Fonte: Autoria própria. 
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A partir das curvas analíticas dos padrões obtidos na validação do método 

cromatográfico, foi possível quantificar os metabólitos secundários (liquiritigenina, vestitol e 

medicarpina) presentes nos eluatos das membranas visando à determinação da cinética de 

liberação dos compostos do extrato da própolis vermelha a partir das membranas ao longo do 

tempo (1 a 120 h).  

Tanto o extrato quanto os eluatos das membranas NRL-RP25 e NRL-RP50 foram 

quantificados empregando-se as curvas analíticas. O extrato (1000 µg/mL) apresentou 

concentrações de 23,58; 167,61 e 103,52 µg/mL de liquiritigenina, vestitol e medicarpina, 

respectivamente, representando 29,5% do total. Assim, o extrato da própolis vermelha contém 

2,4% de liquiritigenina, 16,8% de vestitol e 10,4% de medicarpina e 70,5% de outros 

compostos.  

As Figuras 22 e 23 mostram a cinética de libração dos compostos majoritários do 

extrato (liquiritigenina, vestitol e medicarpina) a partir das membranas ao longo do tempo.  

No período inicial da liberação (1 a 5 h, chamada burst release) notou-se um perfil 

de liberação bem similar entre os eluatos das membranas, obtendo uma concentração média 

de 950 µg/mL (soma da liberação dos três compostos majoritários). Após esse tempo, a 

liberação apresentou um comportamento linear, atingindo uma concentração máxima de 2046 

e 1571 µg/mL para os eluatos NRL-RP25 e NRL-RP50.  

Pode-se notar também que a taxa de liberação dos componentes do extrato da 

própolis vermelha foi mais pronunciada nas primeiras 5 h. Nos tempos posteriores, foi 

verificada uma diminuição desta taxa com decrescimento linear. Diante disso, não foi atingido 

o nível de platô da cinética até as primeiras 120 h, onde seria observada um taxa constante.  

A liberação depende principalmente da quantidade de compostos presentes na massa 

polimérica versus a quantidade de compostos adsorvidos na superfície da membrana. Os 

compostos adsorvidos são liberados mais rapidamente que os compostos encontrados no 

interior do polímero devido às diferenças na intensidade da interação, que são mais fracas na 

superfície, enquanto as interações físicas são mais forte internamente.  

Além disso, o processo de liberação obedeceu à função biexponencial  ( )     

    
    ⁄       

    ⁄  , onde y(t) é a quantidade dos componentes majoritários do extrato de 

própolis na membrana em um determinado tempo t; y0 é o teor inicial dos compostos; A1 e A2 

são constantes e τ1 e τ2 são tempos característicos, conforme observado nas Figuras 22 e 23. 
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Figura 22 - Cinética de liberação dos compostos majoritários do eluato da membrana com 

extrato da própolis vermelha NRL-RP25 

Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 23 - Cinética de liberação dos compostos majoritários do eluato da membrana com 

extrato da própolis vermelha NRL-RP50 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Observando-se o perfil de liberação, pode-se notar uma liberação inicial rápida que 

se deve ao extrato presente na superfície da membrana (mostrado nas imagens de SEM e 

AFM - Figuras 17 e 18), seguido de uma liberação mais lenta, a qual está relacionada à 

difusão dos compostos através das fraturas da membrana que atuam como reservatório. O 

parâmetro físico de liberação depende de vários mecanismos, como degradação da matriz 

polimérica, difusão através dos poros, intumescimento, erosão, além da solubilidade do 

composto. 

Alguns autores demonstram que a liberação de extratos vegetais e biocompostos a 

partir da matriz polimérica de látex segue o mecanismo de transporte de liberação Super Case 

II - não Fickiano (MURBACH et al., 2014; BORGES et al., 2014; BORGES et al., 2015b). 

Neste mecanismo, a velocidade de penetração do solvente na matriz é maior que o 

relaxamento e inchaço do polímero. Esse achado pode ser devido à reticulação natural no 

látex e ao baixo inchaço e degradação devido à sua hidrofobicidade. Neste trabalho também 

foram observados os mesmos mecanismos de liberação. 

A partir do cálculo dos três componentes presentes no extrato, fez-se uma estimativa 

da concentração total de extrato liberado por tempo (Tabela 5). 

Fica evidente que até 24 h de liberação as duas membranas apresentaram um perfil 

similar de cinética com média de 3224,4 µg/mL. Nos últimos tempos de análise, a membrana 

NRL-RP25 apresentou um ligeiro aumento em relação a membrana NRL-RP50. Calculando-

se a porcentagem de liberação do extrato das membranas após 120 h, obtêm-se valores iguais 

a 27,77% e 10,67% para as membranas NRL-RP25 e NRL-RP50, respectivamente.  

Dessa forma, a membrana NRL-RP25 exibiu um comportamento mais efetivo na 

liberação sustentada dos compostos do extrato da própolis vermelha.  

 

Tabela 5 - Quantidade de extrato da própolis vermelha liberado pelas membranas ao longo do 

tempo 

Tempo (h) 
Quantidade de extrato liberado µg/mL 

NRL-RP25 NRL-RP50 

1 1046,23 891,68 

2 1512,97 1255,46 

3 1786,93 1611,95 

4 2110,51 1801,67 

5 2499,19 2286,28 



 

71 

 

24 3083,65 3365,10 

72 4739,31 3834,37 

120 6943,27 5333,91 

 

 Zancanela et al. (2017) observaram que 22% dos compostos do extrato da própolis 

verde foram liberados das membranas de látex contendo esse extrato durante as primeiras 24 

h.  

 Por outro lado, Zancanela et al. (2019) demonstrou um perfil de liberação similar 

empregando membranas de látex com extrato da própolis vermelha, atingindo 22,63% (50 

µg/mL) após 24 h. Os autores utilizaram o espectrofotômetro UV-Vis para quantificar a 

liberação do extrato pelas membranas. 

 Neste estudo, foi proposta a quantificação da liberação dos compostos majoritários do 

extrato da própolis vermelha pela técnica de HPLC-UV-Vis/PDA por meio da validação do 

método cromatográfico desenvolvido. A porcentagem de liberação do extrato pelas 

membranas NRL-RP25 e NRL-RP50 após 24 h foi de 12,33% e 6,73%. Esses valores são 

baixos se comparados com os resultados obtidos por Zancanela et al. (2019). Entretanto, trata-

se de técnicas de quantificação diferentes, sendo que a cromatografia é mais eficiente e 

confiável pelo fato de ter sido utilizada uma curva de calibração validada. 

 Herculano et al. (2023) analisaram tanto o extrato de A. vera quanto o eluato da 

membrana de látex contendo este extrato por HPLC-UV-Vis. Os autores revelaram que o 

perfil cromatográfico do extrato e do eluato foram similares, sendo observados picos 

referentes aos compostos do extrato e também referentes às proteínas e fosfolipídeos do látex.  

 

4.10. Análise microbiológica 

As análises microbiológicas foram realizadas utilizando-se cepas de bactérias e fungos 

comumente encontradas em úlceras crônicas e que estão relacionadas aos processos 

infecciosos que interferem na cicatrização da ferida. 

 

4.10.1. Disco de difusão 

As membranas de látex para os ensaios de halo de inibição por difusão em disco foram 

produzidas em escala pequena, sendo que as membranas NRL-RP12,5 NRL-RP25 e NRL-

RP50 continham 0,3125; 0,625 e 1,25 mg de extrato, respectivamente. A Tabela 6 resume os 

resultados obtidos com relação ao halo de inibição. 
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 A partir dos resultados, pode-se inferir que o extrato da própolis vermelha exibiu uma 

atividade antimicrobiana moderada frente às cepas de C. albicans e S. epidermidis com halo 

de inibição de 15 e 10 mm, respectivamente. Entretanto, não mostrou atividade contra P. 

aeruginosa. 

 Além disso, foi possível constatar que as membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 

e NRL-RP50 não mostraram atividade inibitória contra S. epidermidis, P. aeruginosa e C. 

albicans. Tal fato pode ser explicado pela ausência da atividade inibitória do látex (notada nos 

resultados da membrana NRL) e pela falta da permeação dos componentes do extrato da 

própolis vermelha em meio de ágar sólido, o que pode ter dificultado à liberação destes, 

resultando na ausência de halos de inibição. 

 

Tabela 6 - Diâmetro médio dos halos de inibição (mm) das amostras 

 Microrganismos 

 
P. aeruginosa C. albicans S. epidermidis 

Amostras 

1 - NRL  0 0 0 

2 - NRL-RP12,5 0 0 0 

3 - NRL-RP25 0 0 0 

4 - NRL-RP50 0 0 0 

5 - Extrato 50 µL (2,5 mg) 0 0 10 

6 - Extrato 75 µL (3,75 mg) 0 15 10 

7 - Extrato 100 µL (5 mg) 0 15 10 

Microrganismos 

P. aeruginosa  C. albicans S. epidermidis 

   

 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1 

2 

3 
4 

5 

6 

7 
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 Silva et al. (2019) avaliou o extrato etanólico da própolis vermelha em 4 

concentrações (0,5;1; 1,5 e 2 mg) frente às cepas de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. 

Os autores notaram que todas as concentrações do extrato mostraram atividade inibitória 

contra S. aureus (halo médio de 13 mm) e C. albicans (halo médio de 11 mm). No entanto, 

não apresentou atividade frente à bactéria gram-negativa, como P. aeruginosa. Santos et al. 

(2021) verificou que o extrato etanólico da própolis vermelha exibiu atividade contra S. 

aureus, com halo de 8 mm (0,25 mg) e 10 mm (0,75 mg). O extrato da própolis vermelha 

deste trabalho mostrou atividade antimicrobiana semelhante ao reportado na literatura, 

evidenciando uma atividade maior contra C. albicans e menor contra S. epidermidis.  

 Silva et al. (2020) estudou a atividade antimicrobiana de membranas de 

carboximetilcelulose de sódio (NaCMC) incorporadas com extrato da própolis vermelha 

(10%) e observou que as membranas apresentaram uma atividade baixa contra P. aeruginosa 

(halo de 0 a 2 mm) e S. epidermidis (halo de 2 a 5 mm). Apenas uma das formulações de 

membrana exibiu um halo de 7 mm frente à S. aureus.  

 Existem alguns trabalhos onde membranas de látex incorporadas com antibióticos, 

como gentamicina e moxifloxacina foram avaliadas frente a cepas de bactérias encontradas 

em feridas dérmicas, tais como S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa. 

 Garms et al. (2019) investigou a efetividade de membranas de látex com 

moxifloxacina (5 e 20 µg) frete às cepas de bactérias de S. epidermidis e P. aeruginosa, 

exibindo halos de inibição entre 20-30 mm.  

 Gemeinder et al. (2021) mostrou que membranas de látex com gentamicina 

apresentaram halos de inibição de 28 e 20 mm para frente às cepas de bactérias S. aureus e E. 

coli, resultado similar ao disco comercial contendo 10 µg de gentamicina.  

 Além disso, a membrana NRL deste estudo não demonstrou atividade antimicrobiana, 

tal qual foi observado por Garms et al. (2019). 

 Como as membranas NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 não mostraram atividade 

inibitória contra nenhuma das cepas utilizadas, possivelmente devido à falta da permeação dos 

componentes do extrato da própolis vermelha em meio de ágar sólido, para solucionar essa 

desvantagem, as membranas também foram avaliadas por meio do teste de macrodiluição em 

caldos. 

 

4.10.2. Microdiluição  

Utilizando a metodologia descrita na norma M7-A10 (CLSI, 2015), os resultados 

obtidos estão na Tabela 7. Pode-se observar que o extrato apresentou um valor de MIC de 
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0,65 mg/mL contra cepa de S. epidermidis e de 6,25 mg/mL contra a cepa P. aeruginosa. 

Notou-se que a bactéria P. aeruginosa foi 10 vezes mais resistente do que a S. epidermidis. 

Além disso, o controle do diluente do extrato (etanol) também demonstrou uma atividade 

considerável nas concentrações de 25% para S. epidermidis e de 12,5% para P. aeruginosa, 

confirmando a não interferência no etanol na determinação de MIC do extrato. 

 

Tabela 7 - Concentração Inibitória Mínima (MIC) do extrato da própolis vermelha  

Amostra 
Microrganismo 

S. epidermidis P. aeruginosa 

Extrato da própolis vermelha (mg/mL) 0,65 ± 0,23 6,25 ± 0,00 

Controle diluente (%) 25,00 ± 0,00 12,50 ± 0,00 

 

Comparando com dados da literatura de extratos da própolis vermelha, o extrato 

deste estudo exibiu um valor de MIC (6,25 mg/mL) contra P. aeruginosa superior aos estudos 

de Righi et al. (2011) com MIC = 256 µg/mL,  Regueira Neto et al. (2017) com MIC = 512 

µg/mL, Lopez et al. (2015) com MIC >200 µg/mL e Das Neves et al. (2016) com MIC = 256 

µg/mL. Por outro lado, o extrato deste estudo exibiu um valor de MIC (0,65 mg/mL) contra S. 

epidermidis próximo aos estudos de Lopez et al. (2015) com MIC = 200 µg/mL e Das Neves 

et al. (2016) com MIC = 256 µg/mL.  

Entretanto, Zancanela et al. (2019) verificou um MIC igual a 78 µg/mL contra 

Candida albicans. 

 

4.10.3. Macrodiluição 

As membranas de látex para os ensaios de macrodiluição foram produzidas em 

escala pequena, sendo que as membranas NRL-RP12,5 NRL-RP25 e NRL-RP50 continham 

0,3125; 0,625 e 1,25 mg de extrato, respectivamente. 

Os resultados podem ser observados na Figura 24. Para ambas as linhagens, S. 

epidermidis e P. aeruginosa, foi notada a presença de microrganismos no meio contendo as 

membranas. Esse resultado reflete na baixa concentração final de extrato na membrana de 

tamanho reduzido, sendo que a mais concentrada continha 1,25 mg de extrato.  

Além disso, pelo fato do tempo de análise ser curto, apenas 18 h, existe a 

possibilidade de que componentes bioativos da própolis vermelha não tenham sido permeados 

em quantidade suficiente para demonstrar um potencial antimicrobiano efetivo. 
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Figura 24 - Ensaio de macrodiluição com as membranas de látex controle (NRL) e com 

extrato da própolis vermelha (NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50)  

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tanaka et al. (2021) avaliaram a atividade antifúngica de membranas de látex com 

sulfadiazina de prata seguindo a técnica de macrodiluição contra C. albicans e C. 

parapsilosis. Os autores mostraram que as membranas contendo sulfadiazina de prata nas 

concentrações de 75 e 37,5 µg/mL foram capazes de inibir o crescimento das duas cepas de 

fungos respectivamente. 

 Silva et al. (2020) verificou que membranas de látex com voriconazol inibiram o 

crescimento de C. parapsilosis na concentração de 4,37 µg/mL, enquanto o fármaco puro 

apresentou um MIC de 1 µg/mL.  

 Marcelino et al. (2018) demonstrou que membranas de látex com fluconazol nas 

concentrações de 25 e 50 µg foram efetivas na inibição do crescimento de fungos (C. 

albicans). 
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4.11. Avaliação da toxicidade in vitro 

4.11.1. Atividade hemolítica 

O teste de atividade hemolítica permite avaliar a capacidade da amostra em romper a 

membrana das células sanguíneas, e assim, estabelecer uma relação direta entre o dano 

promovido na membrana celular das hemácias com a atividade citotóxica. Desta forma, a fim 

de validar o método, inicialmente foi confirmada a capacidade dos controles negativo 

(solução salina 0,9%, p/v) e positivo (Tween 80 2%, v/v) de promoverem 0% e 100% de 

hemólise, respectivamente, após leitura da absorbância e cálculo da taxa de hemólise (Figura 

25). Como esperado, o detergente Tween 80 causou o rompimento da membrana do eritrócito 

(cor vermelha), enquanto a solução salina não promoveu hemólise (cor transparente). 

 

Figura 25 - Microtubos representando o controle negativo (CN) com 0% de hemólise e o 

controle positivo (CP) com 100% de hemólise 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Após a validação do método, a atividade hemolítica do extrato da própolis vermelha 

e dos eluatos 24 e 120 h das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 foi 

determinada empregando-se a solução salina 0,9% e o Tween 80 2% como controles negativo 

e positivo para o cálculo. 

A Tabela 8 mostra que o extrato em concentrações acima de 6,25 µg/mL foi 

considerado tóxico (acima de 5% hemólise), pois este causou lise das hemácias. Em 

concentração igual e abaixo de 6,25 µg/mL, o extrato não apresentou nenhum efeito tóxico, 

podendo ser considerado seguro. O controle do diluente também não provocou danos nas 

hemácias, com uma taxa de hemólise bem baixa (1,23%). 

 Tanto o controle do diluente quanto o extrato nas concentrações de 6,25 a 1,56 µg/mL 

foram estatisticamente similares ao controle negativo.  
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 A toxicidade do extrato foi mais intensa nas concentrações entre 100 a 400 µg/mL, 

onde foram obtidas taxas acima de 9%. Nenhuma das concentrações entre 400 a 12,5 µg/mL 

foram estatisticamente iguais ao controle positivo. 

 

Tabela 8 - Taxa hemolítica do extrato da própolis vermelha e dos grupos controles 

Amostras Taxa hemolítica (média ± desvio padrão) 

CP 100,00 ± 3,75
A
 

CN 0,00 ± 1,23
E 

Controle do diluente (etanol 0,5%) 1,23 ± 1,23
E 

P9 - 1,56 µg/mL 0,41 ± 1,88
E 

P8 - 3,12 µg/mL 3,69 ± 2,46
E 

P7 - 6,25 µg/mL 4,10 ± 0,71
E 

P6 - 12,5 µg/mL 6,96 ± 1,42
DE 

P5 - 25 µg/Ml 7,37 ± 2,13
DE 

P4 - 50 µg/mL 7,99 ± 0,87
DE 

P3 - 100 µg/mL 9,42 ± 0,71
DE 

P2 - 200 µg/mL 15,56 ± 0,71
C 

P1 - 400 µg/mL 42,59 ± 0,71
B 

*ANOVA um critério seguido de pós-teste de Bonferroni. Letras iguais indicam similaridade estatística (p>0,05). 

 

Pontes (2018) verificou que o extrato hidroalcoólico da própolis vermelha brasileira 

numa concentração de 100 μg/mL apresentou baixa toxicidade contra eritrócitos do tipo A 

(10%), do tipo B (15,5%) e do tipo O (6,14%). Entretanto, quando em 500 μg/mL, obteve 

uma taxa hemolítica em torno de 45%, durante um período de incubação de 1 h. Esse 

resultado foi similar ao reportado neste estudo na concentração de 100 μg/mL quando 

avaliado por 24 h, exibindo uma toxicidade de 9,42%. 

Santos et al. (2017) observou que os extratos aquoso e hidroetanólico de própolis de 

Melipona quadrifasciata apresentaram taxas hemolíticas de 16,55% e 2,78% na concentração 

de 250 μg/mL após 1 h de incubação, respectivamente. Em comparação, o extrato da própolis 

vermelha deste estudo revelou uma taxa de 15,5% na mesma concentração. 

Extratos etanólicos (70% e 96%) da própolis oriunda da Polônia apresentaram uma 

porcentagem de hemólise de 1,31% e 1,42%, respectivamente, quando analisados numa 

concentração de 10 μg/mL (após 1 h de incubação) (WOŹNIAK et al., 2019). Campos et al. 

(2015) obteve valores de hemólise abaixo de 5% analisando extratos etanólicos de própolis 

(Tetragonisca fiebrigi) em concentrações de 25 a 125 μg/mL. Ambos os autores mostraram 

valores inferiores aos obtidos neste trabalho. 
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Com relação à toxicidade dos eluatos, a Tabela 9 mostra que apenas o eluato 120 h 

da membrana NRL-RP50 foi considerado tóxico (acima de 5% hemólise), provocando 

liberação de hemoglobina no meio reacional. Os demais eluatos foram considerados seguros, 

pois as taxas hemolíticas obtidas ficaram abaixo de 5%, e foram estatisticamente similares ao 

controle negativo. 

 

Tabela 9 - Taxa hemolítica dos eluatos 24 e 120 h das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-

RP25 e NRL-RP50 e dos grupos controles 

Amostras Taxa hemolítica (média ± desvio padrão) 

CP 100,00 ± 3,75
A
 

CN 0,00 ± 1,23
C 

NRL-24h 0,00 ± 2,46
C
 

NRL-RP50-24h 4,10 ± 1,42
C
 

NRL-RP25-24h 1,23 ± 2,46
C
 

NRL-RP12,5-24h 0,00 ± 3,25
C
 

NRL-120h 0,82 ± 1,42
C
 

NRL-RP50-120h 7,37 ± 1,23
BC

 

NRL-RP25-120h 4,10 ± 1,42
C
 

NRL-RP12,5-120h 0,82 ± 1,42
C
 

*ANOVA um critério seguido de pós-teste de Bonferroni. Letras iguais indicam similaridade estatística (p>0,05). 

 

Silva et al. (2023) avaliou máscaras de látex incorporadas com curcumina e obteve 

taxas de hemólise abaixo de 2,2%, sendo que a máscara apenas com látex exibiu um valor de 

0,65%. Herculano et al. (2023) também obteve valores abaixo de 0,88% para membranas de 

látex (controle) e látex com extrato de A. vera.  

Herculano et al. (2024) mostrou que membranas de látex pura e incorporada com 

anfotericina B apresentaram valores de hemólise em torno de 0,26% e 1,08%, 

respectivamente.  

Paiva et al. (2022) apresentou valores de hemólise entre 0,27% a 0,58% para 

membranas de látex com colágeno e apenas látex.  

Outros autores também verificaram valores baixos de hemólise (abaixo de 2%) em 

membranas de látex com ibuprofeno, gentamicina, voriconazol, sulfadiazina de prata, entre 

outros, demonstrando que a membrana pode ser considerada segura (LIMA et al., 2021; 

GEMEINDER et al., 2021; SILVA et al., 2020; TANAKA et al., 2021). 
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4.11.2. Citotoxicidade (atividade metabólica) 

O teste de citotoxicidade permitiu avaliar a capacidade do extrato da própolis 

vermelha bem como dos eluatos das membranas em reduzir a viabilidade da linhagem de 

fibroblastos (HDFn). 

Para isso, a fim de avaliar a citotoxicidade do extrato foram analisadas as 

concentrações de 400 a 1,56 μg/mL sobre a viabilidade celular e o efeito do extrato foi 

comparado aos dos controles negativo (apenas meio de cultura) e do positivo (DMSO 50% 

(v/v) em cada um dos tempos de tratamento (24, 48 e 72 h). 

Na Figura 26 fica evidente que, em 24 h de tratamento, as concentrações de 12,5 a 

1,56 μg/mL do extrato e o controle do diluente não foram consideradas tóxicas, pois 

apresentaram uma viabilidade superior a 70%. Apenas as concentrações de 6,25-1,56 μg/mL e 

o controle do diluente foram estatisticamente iguais ao CN. As concentrações intermediárias 

entre 50 a 12,5 μg/mL foram diferentes de ambos os controles (CN e CP). Por outro lado, as 

maiores concentrações (400 a 100 μg/mL) foram consideradas tóxicas e semelhantes 

estatisticamente ao CP. 

Após 48 h de incubação, o perfil manteve-se praticamente o mesmo, onde as 

concentrações de 12,5 a 1,56 μg/mL e o controle do diluente apresentaram uma viabilidade 

superior a 70%. Entretanto, todas as concentrações foram estatisticamente diferentes do CN. 

As maiores concentrações (400 a 100 μg/mL) foram consideradas tóxicas e semelhantes 

estatisticamente ao CP. 

Já após 72 h de tratamento, foi observado o mesmo comportamento dos tempos 

anteriores, sendo que as concentrações de 12,5 a 1,56 μg/mL e o controle do diluente 

apresentaram uma viabilidade superior a 70%. Apenas as concentrações de 6,25-1,56 μg/mL 

foram estatisticamente iguais ao CN. Novamente as maiores concentrações (400 a 100 

μg/mL) foram consideradas tóxicas e semelhantes estatisticamente ao CP. 

A partir destes resultados, ficou claro que o extrato pode ser considerado seguro a 

partir de concentrações inferiores a 12,5 μg/mL, comportamento que também foi notado do 

teste de hemólise. 
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Figura 26 - Taxa de viabilidade dos fibroblastos tratados com controle negativo (CN), 

controle positivo (CP), controle diluente (etanol 0,5%) e extrato nas diferentes concentrações 

(400 a 1,56 μg/mL) por 24, 48 e 72 h 

Fonte: Autoria própria. 

 

Por meio da literatura, é possível observar que a toxicidade do extrato da própolis 

vermelha tem sido bem estudada. Regueira-Neto et al. (2018) verificou que extratos da 

própolis vermelha oriundos dos estados de Pernambuco (RP-PED) e de Alagoas (RP-AL) 

após 24 h de incubação em fibroblastos da linhagem NCTC929 apresentaram uma viabilidade 

baixa em torno de 33 a 38% na concentração de 62,5 μg/mL similar ao encontrado neste 

estudo 44% na concentração de 50 μg/mL. 

Aldana-Mejía et al. (2021) avaliou a toxicidade do extrato da própolis vermelha 

frente à fibroblastos humano de pulmão (GM07492A) após 24 h de tratamento e obteve uma 

viabilidade em torno de 55% na concentração de 78 μg/mL (concentração inibitória 50% = 

102,7 μg/mL). Lopez et al. (2015) revelou taxas de viabilidade de fibroblastos (linhagem 3T3) 

após 24 h de tratamento com extratos da própolis vermelha oriundos do Sergipe, Paraíba e 

Alagoas entre 70-80% e entre 30-40% nas concentrações de 50 e 100 μg/mL, 

respectivamente. Neste estudo, o extrato exibiu um resultado inferior de 44-12% nas 

concentrações entre 50-100 μg/mL em relações aos autores citados.  

Posteriormente, foi avaliada a toxicidade dos eluatos 24 h das membranas NRL, 

NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 (Figura 27). 
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A Figura 27A mostra que após 24 h de incubação, os eluatos da membrana NRL 

exibiu uma viabilidade superior a 70% em todas as diluições, as quais foram semelhantes 

estatisticamente ao CN, exceto pelo eluato não diluído (100%). Por outro lado, os eluatos das 

membranas NRL-RP50 e NRL-RP25 (Figura 27B e C) apresentaram viabilidade abaixo de 

10% em todas as diluições, exibindo um perfil citotóxico.  

Apenas os eluatos da membrana NRL-RP12,5 (Figura 27D) exibiram uma 

viabilidade dose-dependente, onde foi notada uma alta viabilidade de 131% no eluato não 

diluído (100%), o qual foi igual estatisticamente ao CN. As demais diluições apresentaram 

baixa viabilidade.  

 

Figura 27 - Taxa de viabilidade dos fibroblastos tratados com controle negativo (CN) e 

eluatos das membranas NRL, NRL-RP12,5, NRL-RP25 e NRL-RP50 por 24 h em diferentes 

diluições (20, 40, 60, 80 e 100%) 

Fonte: Autoria própria. 

 

Alguns autores revelaram que os eluatos de membranas de látex associadas ou não 

com anfotercina, extrato de A. vera e sulfadiazina de prata não apresentaram efeitos 

citotóxicos em linhagens de fibroblastos, mas sim um ligeiro aumento da atividade metabólica 

(HERCULANO et al., 2024; HERCULANO et al., 2023; TANAKA et al., 2021). Silva et al. 
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(2023) também notou que os eluatos obtidos a partir das máscaras de NRL incorporadas com 

curcumina mostraram uma viabilidade superior a 100%. 

Zancanela et al. (2019) também avaliaram a citotoxicidade in vitro de membranas de 

látex (NRL) e com extrato da própolis vermelha (NRL+Red)  em  fibroblastos (NIH-3T3). Os 

autores utilizaram os eluatos das membranas em 3 diluições (100, 50 e 30%). Os eluatos não 

diluídos (100%) das membranas NRL e NRL+Red (com extrato) apresentaram viabilidade 

celular de 92 e 60%. As diluições de 50 e 30% exibiram viabilidades maiores de 101 e 120% 

(NRL) e 91 e 104% (NRL+Red).  

Neste estudo apenas o eluato não diluído (100%) da membrana NRL-RP12,5 exibiu 

uma viabilidade de 131%, similar ao CN (viabilidade de 100%) e ao eluato da membrana 

NRL (viabilidade de 80%). 

  

4.12. Influência do extrato e das membranas na taxa de pulsação em 

blackworms (Lumbriculus variegatus) 

As contrações do vaso sanguíneo dorsal do blackworms foram monitoradas a fim de 

avaliar a toxicidade do extrato e dos eluatos das membranas em diferentes concentrações.  

A pulsação foi caracterizada por uma redução transitória no diâmetro do vaso 

sanguíneo dorsal, como observado na Figura 28. 

 

Figura 28 - Vaso sanguíneo dorsal do blackworm observado através de microscopia óptica 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Os blackworms são excelentes organismos para estudar o sistema circulatório e os 

efeitos dos medicamentos neste sistema por três principais motivos: sua pele é transparente, 

facilitando a observação das taxas de pulsação; os medicamentos se difundem rapidamente 
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pela sua pele, proporcionando efeitos imediatos; e são de fácil manutenção (BOHRER, 2006). 

O mecanismo da taxa de pulsação do vaso sanguíneo dorsal dos blackworms ainda não foi 

totalmente elucidado, mas alguns autores demostraram que esse fenômeno é controlado pelos 

sistemas nervoso e endócrino (muito parecido como nos humanos), sendo que os responsáveis 

por esse controle são os neurotransmissores secretados pelas células nervosas. Assim, esses 

organismos são facilmente afetados por diversos agentes farmacológicos, os quais podem 

difundir-se facilmente através da pele fina do verme, provocando alterações na frequência de 

pulsação (RYAN; ELWESS, 2017; SEELEY et al., 2021).  

 Além disso, o interesse no uso de animais invertebrados vem aumentando nas últimas 

décadas. Estes organismos têm sido utilizados como modelos alternativos para ensaios de 

toxicidade e biocompatibilidade, pois além da facilidade de manuseio e do custo baixo, eles 

atendem aos princípios éticos aceitos dos 3Rs de substituição, redução e refinamento 

(PEGORIN BRASIL et al., 2021). 

A Figura 29 apresenta os dados observados após os períodos de 15, 30 e 60 mim de 

incubação com as amostras: controle (solução salina), extrato (concentração de 12,5 μg/mL) e 

os eluatos 24 e 120 h das membranas NRL e NRL-RP12,5.  

É possível verificar que a frequência de pulsação dos blackworms teve um ligeiro 

aumento em relação à média basal antes do tratamento (22 bpm). Após 15 min de tratamento, 

os grupos não apresentaram diferença estatística entre si, sendo similares ao controle. A média 

foi em torno de 28 bpm. Tanto a presença do extrato quanto dos compostos do NRL interferiu 

na pulsação dos organismos durante esse período, mas não foi significativa. 

Durante a segunda avaliação após 30 min, foi observado que os eluatos 24 e 120 h da 

membrana NRL não apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo controle 

(média de 25 bpm) e a frequência de pulsação permaneceu similar ao período de incubação 

anterior. Por outro lado, o extrato e os eluatos 24 e 120 h da membrana NRL-RP12,5 

mostraram um redução significativa na pulsação (média de 16 bpm) com relação os demais 

grupos. 

Entretanto, após 1 h, foi observada a morte dos organismos nos grupos contendo os 

eluatos 120 h de ambas as membranas, possivelmente devido à interação dos componentes do 

NRL e do extrato da própolis vermelha com os organismos. Os demais grupos tiveram uma 

pequena redução na pulsação (média de 16 bpm). 
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Figura 29 - Frequência de pulsação dos blackworms após os períodos de 15, 30 e 60 mim de 

incubação com as amostras: controle (solução salina), extrato (concentração de 12,5 μg/mL) e 

os eluatos 24 e 120 h das membranas NRL e NRL-RP12,5 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Alguns autores avaliaram os efeitos da nicotina, cafeína e álcool na frequência de 

pulsação dos blackworms. Para a cafeína e nicotina, com o aumento da concentração das 

drogas, foi observado um aumento na frequência de pulsação. Por outro lado, o álcool teve 

efeito semelhante à cafeína e nicotina em doses baixas, mas, em doses elevadas, a frequência 

foi reduzida (BOHRER, 2006). 

Wang e Wang (2021) verificaram o efeito do bisfenol A na pulsação dos 

blackworms. Tanto a exposição prolongada como a exposição aguda ao composto aumentou a 

taxa de pulsação dos organismos. 

Paulino (2022) analisou os efeitos das amostras de membrana de látex, fração F1 e 

soro do látex em blackworms durante 15, 30 e 60 min de incubação. Foi observado que a 

fração F1 e o soro na concentração de 0,1% estimularam o aumento da pulsação em relação 

aos grupos controle e membrana nos tempos de 15 e 30 min. Após 1 h de tratamento, foi 

verificada a morte dos organismos tratados com 0,1% de soro do látex. O autor também notou 



 

85 

 

a mesma frequência de pulsação nos grupos controle e membrana de látex nos três períodos 

de incubação. Esse comportamento também pode ser observado neste estudo, onde os grupos 

controle e NRL 24 h apresentaram resultados similares.   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

86 

 

5. CONCLUSÕES 

Neste estudo, foram desenvolvidas membranas poliméricas compostas por látex 

natural e extrato da própolis vermelha nas concentrações de 50, 25 e 12,5 mg de extrato 

(NRL-RP50, NRL-RP25 e NRL-RP12,5). A associação de ambos os materiais 

proporcionaram alterações nas propriedades físico-químicas das membranas tais como: a 

formação de aglomerados de extrato no interior e na superfície do material e diminuição da 

elasticidade e da tensão máxima. A partir da análise de FTIR, foi notado que não houve 

formação nem desaparecimento de novas ligações químicas nas membranas, confirmando que 

o extrato foi satisfatoriamente incorporado, não apresentando indícios prévios quanto à 

instabilidade. 

Foi comprovada uma excelente atividade antioxidante tanto do extrato da própolis 

vermelha quanto dos eluatos das membranas NRL-RP pelas técnicas de EPR e 

espectrofotometria UV-Vis.  

A cinética de liberação revelou um perfil semelhante entre as membranas avaliadas, 

com um início mais rápido seguido de uma liberação linear. Após 120 h, foi notada uma 

porcentagem de permeação de aproximadamente 28% do extrato da própolis vermelha 

incorporado na membrana. 

Na avaliação da eficácia frente às cepas S. epidermidis e P. aeruginosa, o extrato 

exibiu valores de MIC de 0,65 e 6,25 mg/mL. No entanto, as membranas não apresentaram 

um resultado esperado nos ensaios de halo de inibição por difusão em disco e de 

macrodiluição, sugerindo que os componentes bioativos do extrato da própolis vermelha não 

tenham sido permeados em quantidade suficiente para demonstrar um potencial 

antimicrobiano efetivo. 

Os experimentos in vitro mostraram que, o extrato pode ser considerado atóxico em 

concentrações abaixo de 12,5 µg/mL tanto no teste de hemólise quanto na avaliação da 

citoxicidade em fibroblastos (HDFn). Os eluatos das membranas também demonstraram ser 

seguros apenas na membrana com menor concentração (NRL-RP12,5).  

A influência do extrato e das membranas NRL e NRL-RP12,5 na taxa de pulsação 

em blackworms revelou que os materiais não induziram um aumento na frequência de 

pulsação dos organismos.  

Devido às suas características mecânicas, químicas e biológicas, a membrana 

composta por látex e extrato da própolis vermelha apresenta-se como um produto promissor 

com segurança e eficácia com aplicação na cicatrização de feridas cutâneas. 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS  

 Como proposta para estudos futuros, seria interessante a realização de outras análises a 

fim de complementar os resultados obtidos, tais como: 

 - verificar a atividade cicatrizante dos eluatos das membranas de látex natural 

associadas ao extrato da própolis vermelha através do modelo in vitro de ferida (ensaio de 

scratch assay) em células de fibroblastos e queratinócitos; 

 - investigar a permeação in vitro do extrato da própolis vermelha a partir das 

membranas de látex natural associadas ao extrato da própolis vermelha; 

 - avaliar o potencial cicatrizante das membranas de látex natural associadas ao extrato 

da própolis vermelha em modelo animal com ferida cutânea induzida em ratos, realizando-se 

análises macroscópicas, histológicas e imunohistoquímicas do tecido após contato com o 

material. 
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