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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O desenvolvimento de membranas poliméricas biodegradaveis e atéxicas de
Policaprolactona (PCL) e Polivinilpirrolidona (PVP), juntamente com a incorporagao
dos bioativos contidos na prépolis vermelha e marrom, em que na literatura possuem
acao antimicrobiana, antifuUngica, antioxidante, anticancerigena, entre outros
beneficios, podem ser uma alternativa para a medicina para tratamento de lesdes
cutaneas crbnicas e queimaduras. Além disso, o estudo e o uso da prépolis agregam

valor a este produto, favorecendo a apicultura nacional.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The development of biodegradable and non-toxic polymeric membranes of
Polycaprolactone (PCL) and Polyvinylpyrrolidone (PVP), together with the
incorporation of bioactives contained in red and brown propolis, which in the literature
have antimicrobial, antifungal, antioxidant, anticancer action, among other benefits,
can be an alternative to medicine for the treatment of chronic injuries and burns. In
addition, the study and use of propolis add value to this product, favoring national

beekeeping.
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RESUMO

Nos ultimos tempos, a busca por tratamentos de lesbes cutaneas com acgdes
terapéuticas eficientes tem crescido evidentemente, especialmente para tratamento
de lesbes crbnicas e queimaduras. Um dos caminhos mais promissores envolve a
aplicagao da técnica de eletrofiacdo, com o objetivo de produzir curativos na escala
de nanofibras ou microfibras, em que imitam a estrutura da matriz extracelular da pele,
favorecendo a cicatrizacdo. Neste trabalho, foram desenvolvidos curativos
eletrofiados a partir da combinacdo dos polimeros policaprolactona (PCL) e
polivinilpirrolidona (PVP), na qual sdo materiais biodegradaveis e biocompativeis,
sendo o PCL hidrofébico e o PVP hidrofilico, sendo este fundamental para facilitar a
liberacdo de farmacos. A adicdo de substancias naturais como os extratos da prépolis
vermelha e marrom se destacaram devido as suas propriedades cicatrizantes,
antioxidantes e antibacterianas. Dessa maneira, surgiu uma alternativa inovadora para
o tratamento de lesbes cutdneas com potencial no processo de regeneracgao tecidual.
Diante disso, neste estudo teve como objetivo produzir mantas poliméricas de PCL e
PVP com incorporagdo dos extratos da propolis vermelha e marrom, por meio da
técnica de eletrofiagdo. A blenda otimizada de PCL e PVP foi a de 75% de PVP e 25%
de PCL, na qual apresentou o menor didmetro das fibras eletrofiadas e melhoramento
da hidrofilicidade devido ao PVP estar em maior propor¢gdo. Em relagdo as
concentracdes dos extratos da propolis vermelha e marrom, variou de 5% a 50%. Os
extratos da propolis vermelha e marrom foram avaliados quanto a determinagao do
teor de fendis totais, flavonoides e capacidade antioxidante. O extrato da propolis
vermelha se destacou com 230,2 mgGAE/g de fendis totais, 30,13 mgQE/g de
flavonoides e a capacidade antioxidante com 90,29% de inibigdo do radical DPPH de
concentracado 0,1mM. As mantas poliméricas foram avaliadas quanto as propriedades
morfoldgicas, quimicas, mecanicas e bioldgicas. A morfologia das mantas, revelada
pela Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), apresentou didametro médio abaixo
de 1,3 ym. Em relagdo ao ensaio mecanico no qual € importante para verificar a
resisténcia mecanica dos curativos, pode-se obter que o PVP e os extratos da propolis
vermelha e marrom influenciaram para redugédo da deformacéo do material e o PCL
foi fundamental para fornecer a estrutura adequada quanto a ductibilidade e
flexibilidade para os curativos. Em relagcao as propriedades biolégicas, as mantas
eletrofiadas contendo extrato da propolis marrom foi eficaz para Klebsiella
pneumoniae e Pseudomas aeruginosa (gram-negativas) e Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) de 62,5 yg/mL para ambas, e a propolis vermelha apresentou eficacia
para a Klebsiella pneumoniae (gram-negativa) e Staphylococcus aureus (gram-
positiva) e CIM de 31,3 pg/mL para ambas. Assim, esta combinagdo das mantas
polimericas com a adi¢ao de propolis vermelha e marrom pode ser uma boa alternativa
para desenvolver curativos mais eficientes atrelados a protecdo da area machucada
e o combate a microrganismos favorecendo a cicatrizagao.

Palavras-chave: Microfibras; Propolis; Eletrofiacdo; Blenda Polimérica; Atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

In recent times, the search for treatments for skin lesions with efficient therapeutic
actions has evidently grown, especially for the treatment of chronic lesions and burns.
One of the most promising paths involves the application of the electrospinning
technique, with the aim of producing dressings on a nanofiber or microfiber scale,
which imitate the structure of the skin's extracellular matrix, promoting healing. In this
work, electrospun dressings were developed from the combination of the polymers
polycaprolactone (PCL) and polyvinylpyrrolidone (PVP), which are biodegradable and
biocompatible materials, with PCL being hydrophobic and PVP hydrophilic, the latter
being essential to facilitate the release of drugs. The addition of natural substances
such as red and brown propolis extracts stood out due to their healing, antioxidant and
antibacterial properties. Thus, an innovative alternative for the treatment of skin lesions
with potential in the tissue regeneration process emerged. In view of this, this study
aimed to produce polymeric sheets of PCL and PVP with incorporation of red and
brown propolis extracts, through the electrospinning technique. The optimized blend of
PCL and PVP was that of 75% PVP and 25% PCL, which presented the smallest
diameter of the electrospun fibers and improved hydrophilicity due to the PVP being in
a greater proportion. Regarding the concentrations of the red and brown propolis
extracts, they varied from 5% to 50%. The red and brown propolis extracts were
evaluated for determination of the content of total phenols, flavonoids and antioxidant
capacity. The red propolis extract stood out with 230.2 mgGAE/g of total phenols, 30.13
mgQE/g of flavonoids and antioxidant capacity with 90.29% inhibition of the DPPH
radical at a concentration of 0.1 mM. The polymeric membranes were evaluated for
their morphological, chemical, mechanical and biological properties. The morphology
of the membranes, revealed by Scanning Electron Microscopy (SEM), showed an
average diameter below 1.3 um. Regarding the mechanical test, which is important to
verify the mechanical resistance of the dressings, it was observed that PVP and the
extracts of red and brown propolis influenced the reduction of material deformation and
PCL was essential to provide the adequate structure for ductility and flexibility for the
dressings. Regarding biological properties, the electrospun sheets containing brown
propolis extract were effective against Klebsiella pneumoniae and Pseudomas
aeruginosa (gram-negative) and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 62.5
pa/mL for both, and red propolis was effective against Klebsiella pneumoniae (gram-
negative) and Staphylococcus aureus (gram-positive) and MIC of 31.3 ug/mL for both.
Thus, this combination of polymer sheets with the addition of red and brown propolis
may be a good alternative to develop more efficient dressings linked to the protection
of the injured area and the fight against microorganisms, favoring healing.

Keywords: Microfibers; Propolis; Electrospinning; Polymeric Blend; Antimicrobial
activity.
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1 INTRODUGAO

A pele é o maior e mais extenso 6rgao do corpo humano. Funciona como uma
interacdo entre o ambiente externo e o corpo, protegendo-o contra lesdes fisicas e
quimicas, micrébios, desidratacao e perda de calor [1,2]. No entanto, varios danos,
normalmente sob a forma de feridas, podem afetar sua anatomia e fisiologia.

A lesdo cutanea € uma violagado da prépria integridade do tecido no corpo
humano que é resultante de traumas de natureza fisica ou mecanica [3]. Esse tipo de
lesdo representa ameaca significativa para a saude, pois permite pontos de acesso a
bactérias patogénicas, o que pode levar a graves infecgcoes. Além disso, o fluido
liquido corporal, desprotegido a partir da lesdo, pode comprometer a homeostase e
outras condigdes fisiolégicas que levam a desidratagéo [4]. Nestes casos, € essencial
fecha-la com rapidez e eficacia para que infecgbes secundarias e a perda liquida nédo
ocorram.

Os curativos desempenham um papel essencial na protecido de lesbes,
atuando como uma barreira fisica contra a invasao de patdgenos, o que reduz
significativamente o risco de infecgdes. Além disso, promovem um ambiente umido,
condicao ideal para a regeneracao epitelial, favorecendo, assim, o processo de
cicatrizagao [4].

Nas ultimas décadas, o campo da regeneragao tecidual tem experimentado
avancgos significativos. As ultimas conquistas nesta area foram impelidas por uma
inovadora area em medicina regenerativa, chamada engenharia de tecidos. Essa nova
area consiste na procura de novas formas de auxiliar nas reparagdes e regeneragao
dos mais variados tecidos e 6rgdos do corpo humano lesionados. A engenharia de
tecidos integra métodos de biologia celular, biomateriais e fatores de crescimento para
ativar o potencial de regeneracao dos tecidos afetados da melhor forma possivel [5].

Um dos principais elementos necessarios para o sucesso da engenharia de
tecidos séo os scaffolds, estruturas de suporte usadas para a fixagao e regeneragéao
de tecidos [5]. A estrutura tridimensional deles os torna semelhante a matriz
extracelular, criando um ambiente util para a formagéo de novos tecidos [5-6].

Para a engenharia de tecidos da pele, os scaffolds ideais devem atender a
critérios especificos: ter uma quimica de superficie controlada, ser altamente poroso,
biocompativel, ndo toxico, nado inflamatdrio, ter grande razao entre a area de superficie

e o0 volume, ter propriedades fisicas e mecanicas adequadas e formato semelhante a
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ferida [5-7]. A porosidade € uma das caracteristicas criticas para os biomateriais, uma
vez que afeta a integracao dos scaffolds com os tecidos adjacentes e a formacao de
NOVOS vasos sanguineos.

No ambito do desenvolvimento de novas tecnologias de tecidos, a eletrofiagdo
tem sido uma das técnicas mais empregadas, devido a versatilidade, baixo custo e
capacidade de produzir micro/nanofibras [5-7]. As fibras obtidas por eletrofiacao
possuem propriedades de interesse, incluindo alta porosidade, propriedades
mecanicas excelentes, grande area superficial e permeabilidade, que as torna
similares a estrutura da matriz extracelular [8].

Além disso, a eletrofiacdo é atraente por ser um método econébmico e com a
capacidade de producao de fibras de varios materiais diferentes de maneira simples
e de facilidade de processamento [9]. Varios tipos de polimeros, para a formacao de
fibras, sdo descritos na literatura, no entanto, o polimero policaprolactona (PCL) se
destaca devido a capacidade de formar fibras, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, fornecendo boa resisténcia mecanica as mantas eletrofiadas [10-
11]. No entanto, a hidrofobicidade do PCL e sua taxa de degradacéao relativamente
lenta pode ser uma desvantagem em areas que exijam a utilizacdo de compostos
bioativos [12]. Por isso, € preciso incorporar polimeros hidrofilicos para garantir mais
locais de reconhecimentos celulares, o que melhora as propriedades biocompativeis
do PCL e a liberagdo de farmacos. Neste caso, o Polivinilpirrolidona (PVP) foi o
escolho neste trabalho pelas propriedades hidrofilicas, seguranga e aplicabilidade em
muitas areas, como medicina, farmacologia e alimentos [13].

A adi¢do de substancias bioativas em curativos tem sido amplamente discutida
na literatura, com destaque para a incorporacao de propolis, que pode potencializar a
eficacia na cicatrizagao de feridas [1-2]

A propolis é antifungica [14], antibacteriana [15], antisséptica [16], que sé&o de
grande importancia no processo de cicatrizagao, também é antioxidante [17] e possui
propriedades antitumorais [18]. A composi¢cdo da propolis varia com a estacdo, a
diversidade da flora disponivel, as condi¢des climaticas e a abelha. Dessa forma, a
propolis é rica em varias substancias quimicas, como flavonoides, acidos fendlicos,
aldeidos aromaticos, alcoois, esteroides e acidos graxos que possuem propriedades
antibacterianas, antifungicas e anti-inflamataérias [19].

A elevada complexidade quimica da propolis brasileira é atribuida a ampla

diversidade floristica encontrada nas distintas regiées do pais [19]. O presente estudo
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teve como foco a andlise da propolis marrom proveniente da regidao Sul do Brasil,
especificamente do estado do Rio Grande do Sul, bem como da propolis vermelha
originaria do estado de Alagoas. Ambas as amostras foram caracterizadas quanto a
sua composigao quimica e seus potenciais atividades bioldgicas.

A prépolis marrom é uma substancia resinosa produzida pela espécie Apis
mellifera, obtida a partir da coleta de exsudatos de diversas espécies vegetais,
incluindo Araucaria angustifolia, Copaifera langsdorffii € Baccharis dracunculifolia [19-
20]. Sua composic¢ao quimica € altamente complexa e compreende diferentes classes
de metabdlitos secundarios. Destacam-se, entre esses compostos, os fendlicos
derivados dos acidos benzoico e cinamico, os compostos fendlicos prenilados, a
artepillina C, além de acidos graxos e flavonoides [19].

A propolis vermelha, produzida por Apis mellifera, € derivada do exsudato da
planta Dalbergia ecastophyllum, comumente conhecida como rabo-de-bugio e
encontrado nos manguezais da regido nordeste do Brasil. De acordo com estudos
cientificos a composigéo fitoquimica dessa prépolis brasileira € notavelmente rica em
flavonoides, os quais constituem mais de 60% do seu perfil quimico [21] o que confere
a ela uma gama diversificada de aplicagdes no campo da saude.

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo comparar as
mantas obtidas pela técnica de eletrofiacao, variando-se as proporgcdes das propolis
vermelha e marrom.

Sera utilizado uma blenda polimérica composta pelo PCL e um agente
carreador de ativos, o PVP. Ambos os polimeros s&o notaveis por suas propriedades
atdéxicas, biodegradaveis e bioabsorviveis, o que os torna adequados para aplicacdes
biomédicas principalmente na obtengdo de curativo com caracteristicas que
assegurem condi¢des favoraveis a regeneracao dos tecidos lesados, assim como a

liberagao controlada dos ativos durante o tratamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

Os biomateriais sao substancias naturais ou sintéticas projetadas para interagir
com sistemas bioldgicos com a finalidade de reparar, substituir ou servir de apoio a
tecidos, 6rgaos ou mesmo fungdes fisioldégicas. O uso visa restaurar a integridade
estrutural e funcional do corpo e ajudar a manter ou melhorar a qualidade de vida do
paciente [22].

Eles sdo usados em diferentes aplicacbes médicas, tais como dispositivos
odontoldgicos, dispositivos oftalmolégicos, dispositivos para a reconstrugéo de tecido
mole, implantes cardiovasculares e para a entrega de medicamentos de forma
controlada [23].

A utilizacdo dos biomateriais remonta a antiguidade, por exemplo no Antigo
Egito, por volta de 2000 a.C., utilizavam-se suturas de linho e ouro em procedimentos
meédicos [24]. Ha relatos de substitutos 6sseos feitos de madeira (ver Figura 1),
encontrados tanto no Antigo Egito quanto na Europa Medieval, nos quais foi
observada uma eficiente osseointegragdo. Conchas de aproximadamente 600 a.C
foram utilizadas como dentes artificiais pelos maias. Os varios exemplos mostram a
aplicacao de biomateriais para correcdo de problemas relacionados a saude humana
desde a antiguidade sendo, portanto, uma pratica antiga e amplamente difundida entre

diferentes culturas [24].

Figura 1 - Pé com protese de madeira no dedao

Fonte: ref [25]
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Os desenvolvimentos dos materiais biomédicos evoluiram aos longos dos
séculos e passaram nas ultimas décadas a ser de interesse de investigacdes cientifica
em diferentes areas [24].

A busca de matérias bioinertes, ou seja, que nao induzem reagdes significativas
no organismo do ser vivo, se tornou mais ativo a partir da década de 1950. Com o
avango das pesquisas, houve um deslocamento gradual do foco para a bioatividade
dos biomateriais e, mais recentemente, para a regeneracao de tecidos funcionais, com
énfase nas interagbes bioldgicas [26]. O desenvolvimento desses materiais tinha
como objetivos minimizando as respostas bioldgicas indesejadas ao corpo humano
assim como fornecer suporte mecanico ou mesmo substituir tecidos danificados.

Materiais bioativos com propriedades biodegradaveis também estdo sendo
produzidos podendo oferecer um suporte temporario assim como uma interagao com
o tecido que ao longo do tempo pode ser absorvido pelo organismo [24]. Além disso,
o conceito de biomimética foi incorporado ao desenvolvimento de biomateriais,
referindo-se a materiais que, além de serem biocompativeis, participam ativamente
do processo de regeneracdo, estimulando a recuperacado tecidual em nivel celular
[26].

Na pratica clinica, os biomateriais podem ser organizados em fungdo das
propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade [24, 27]. Além
do mais, dependendo da natureza, podem ser classificados como metais, ceramicas,
polimeros (sintéticos ou naturais) e compasitos [27].

Os biomateriais metalicos, como mostrado na Figura 2, apresentam
propriedades mecanicas superiores, como elevada resisténcia a fratura e a fadiga.
Essas caracteristicas tornam esses materiais adequados para aplicagbes em
dispositivos médicos, como parafusos ortopédicos, implantes dentarios e stents [28].
No desenvolvimento desses materiais os agos inoxidaveis, as ligas de titanio, o titanio

comercialmente puro e as ligas de cobalto-cromo sédo largamente utilizados [28].
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Figura 2 - Protese modular de quadril de metal e o acetabulo de polietileno
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Fonte: Adaptado ref. [29]

Outra classe de materiais comumente empregada em aplicagées biomiméticas
€ a ceramica, a qual se destaca por suas propriedades cristalograficas e pela alta
capacidade de compatibilidade quimica com ambientes fisiolégicos. Essa
caracteristica torna a ceramica particularmente adequada para o uso em tecidos
duros, como os 0ssos e os dentes [30], conforme ilustrado na Figura 3. Os materiais
ceramicos sao compostos inorganicos formados principalmente por elementos
metalicos e ndo metalicos ligados por ligacdes ibnicas e/ou covalentes e que possui
alta resistividade elétrica e térmica [31]. Eles sdo particularmente vulneraveis a
presenca de trincas e outros defeitos, que podem atuar como pontos de nucleacao
para fraturas, comprometendo a integridade do material durante o uso. Devido a estes
fatores, as ceramicas ndo sdo recomendadas para aplicagdes em areas sujeitas a

altas tensdes ou que requerem capacidade de suporte mecanico elevado [24, 27].
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Figura 3 - Design e Impressé&o 3D de protese maxilofacial cerdmica com poros gradientes
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Fonte: ref. [32]

Quanto aos polimeros (Figura 4), eles representam a classe com maior
diversidade de biomateriais, devido a ampla variedade de composi¢des e
propriedades [27,33]. Os polimeros sao definidos como uma macromolécula que
possui elevado numero de unidades repetitivas, denominadas meros, que se
encontram interligadas por ligagdes covalentes [30]. Cada polimero possui
propriedades distintas que determinam suas aplicacbes especificas, incluindo a
conformacgao das cadeias, a disposicdo das unidades monoméricas, a presenca ou
nao de atomos ou grupos funcionais particulares, a rigidez estrutural, a polaridade da

cadeia e a massa molar do polimero [34].

Figura 4 - Esquema molecular da formagao de polimeros
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Os materiais poliméricos podem de ser obtidos por rotas quimicas ou mesmo a
partir de organismos vivos, classificando-se, assim, em polimeros sintéticos e
naturais. Os polimeros sintéticos sdo os mais utilizados devido a maior estabilidade
durante o uso, as propriedades bem definidas e reprodutiveis, além do custo reduzido
[26].

Um dos campos em que a aplicagdo de biomateriais poliméricos tem
demonstrado um crescimento significativo é na fabricagéo de scaffolds, utilizados na
engenharia de tecidos (Figura 5). Este avango esta intrinsicamente associado ao
desenvolvimento de sistemas de liberagao controlada de farmacos, e estender a
diversas outras aplicagdes, como em sensores, dispositivos ortopédicos, oftalmicos,

entre outros [33].

Figura 5 - Aplicagao das scaffolds

Fonte: ref. [36]

Do conjunto de polimeros utilizados na engenharia de tecidos, os
biodegradaveis [24] como o PCL e o PVP sao intensamente utilizados no
desenvolvimento de dispositivos biomédicos para aplicagées em engenharia tecidual
[37].
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2.1.1 Policaprolactona - PCL

O PCL é um poliéster alifatico semicristalino com estrutura de cadeia linear,
como mostrado na Figura 6. O PCL é sintetizado através da polimerizagdo da abertura
do anel da g-caprolactona. Este polimero apresenta resisténcia a tracao e capacidade
de alongamento, além de ser biocompativel e biodegradavel, com elevada
hidrofobicidade [38]. Também apresenta estabilidade a alta temperatura, proximas de
350 °C. A temperatura de transigao vitrea (Tg) varia entre -65 °C e -60 °C, enquanto
a temperatura de fusao (Tt) entre 58 °C e 63 °C [39].

Figura 6 - Representagao da estrutura quimica do polimero policaprolactona
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Fonte: Préprio Autor (2024)

O PCL, tem sido extensamente investigado para aplicagbes biomédicas devido
as excelentes caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade e baixa
imunogenicidade. O PCL é um material que pode ser aplicado em sistemas de
liberagao controlada, bem como materiais de sutura e scaffolds em engenharia de
tecidos [38]. De acordo com a Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos
(FDA), o PCL é considerado como um dos polimeros com menor probabilidade de
causar efeitos colaterais quando em contato com as estruturas e células do corpo
humano [27,38]. Uma das grandes vantagens é que a taxa de gradacgao do PCL é
semelhante a taxa de formacao de tecidos 6sseos [40], o que é particularmente
relevante para aplicagdes como um biomaterial.

A degradacao do PCL ocorre em duas fases: na primeira, ocorre hidrélise nao
enzimatica dos grupos éster e na segunda etapa, macréfagos e fagossomos realizam
a degradacéo intracelular do PCL [41]. Gragas a esses dois processos, o0 polimero
pode ser totalmente reabsorvido pelo corpo do paciente. A taxa de degradagéo pode
ser ajustada pela copolimerizagao do polimero com lactones, glicolideos e lactideos

[41]. Em contraste, a degradacgao por clivagem néo enzimatica do PCL € mais lenta
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quando comparada a polimeros como o poli(acido latico) (PLA) e poli(acido glicdlico)
(PGA) [42].

2.1.2 Poli(vinilpirrolidona) — PVP

O PVP é um polimero biodegradavel e biocompativel, soluvel em agua e possui
um carater anfifilico. A sintese pode ser realizada por polimerizagdo em solugao,
utilizando radicais em agua ou solventes organicos [43].

Descoberto por Walter Reppe em 1930, com formula molecular (CeHaNO)n, foi
inicialmente utilizado como substituto do plasma sanguineo durante a Segunda
Guerra Mundial [43], devido a sua baixa toxicidade.

Devido a sua estrutura amorfa (Figura 7) ndo apresenta temperatura de fusao.
O PVP possui uma estrutura rigida, resultado da presencga do grupamento pirrolidona,
e exibe um elevado valor de transicéo vitrea, que varia de acordo com o grau de

polimerizagdo empregado na sintese, situando-se entre 110 °C e 180 °C [43].

Figura 7 - Representagéo da estrutura quimica do polimero poli(vinilpirrolidona)
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Fonte: Adaptado ref. [44]

Devido a sua biocompatibilidade e alto grau de hidrofilicidade, o PVP é
amplamente aplicado na medicina e na industria farmacéutica. Além do mais, tem
propriedades lubrificantes e pode atuar como um eficaz estabilizante em processos

de sintese de nanoparticulas metalicas [44, 45].

2.2 BLENDA POLIMERICA

As blendas poliméricas sao definidas como a mistura fisica de dois ou mais

polimeros [34]. Devido a facilidade de producao e relativamente baixo custo, blendas
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poliméricas tém atraido muita atencdo na area de materiais. Ao combinar polimeros,
as propriedades das blendas podem ter caracteristicas inteiramente novas. Quando
os polimeros sao misturados ocorre a interacao entre suas cadeias poliméricas que é
de natureza intermolecular. Essas caracteristicas permitem a separacdo dos
polimeros por meio de processos fisicos, como a solubilizagdo e a precipitagao
fracionada [34].

Existem algumas abordagens para a obtencado de blendas poliméricas. O
metodo de obtencdo por solugdo envolve a dissolugéo dos polimeros em um solvente,
acompanhado por evaporagao desse solvente para a formacao de um filme [46]. Em
contraste, as blendas obtidas de polimeros interpenetrantes (IPN) sdo formadas por
uma combinagao de polimeros, onde os constituintes apresentam-se como reticulados
que se interpenetram, resultando em um unico sistema reticulado [47]. Ja as blendas
obtidas por meio de mistura mecanica podem ser processadas por técnicas como
extrusdo, injecdo ou em misturadores intermitentes e sdo amplamente utilizadas na
industria [48].

2.2.1 Blenda Polimérica PCL/PVP

As pesquisas envolvendo blendas de PCL/PVP é pouco explorada. Um dos
poucos exemplos da literatura, é o estudo de Kim et al. (2013) [37] que utilizou a
eletrofiacao simultanea de PCL combinado com PVP para a producdo de matrizes
tridimensionais porosas, os chamados scaffolds para aplicagdo na engenharia de
tecidos.

O objetivo de combinar esses dois polimeros decorre das propriedades ja
mencionadas do PCL, ou seja, compatibilidade com tecidos humanos e facilidade de
processamento. Ja o PVP por sua biocompatibilidade, alta solubilidade em agua e na
maioria dos solventes organicos.

Kim et al. [37], utilizou na mistura os solventes cloroférmio e metanol na
propor¢cao de 4:1 (v/v) e a morfologia das fibras eletrofiadas ndo apresentou a
formagao de beads (esferas) em toda a faixa de composigédo da mistura. O diametro
médio das fibras obtidas de PCL puro foi de 1,20 um. Foi observado no experimento
um aumento do didmetro com a adicdo de PVP até 40% em peso. Na analise
mecanica, foi verificado que a presenca de PVP reduz a resisténcia mecéanica dos
scaffolds [37].
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A porosidade € um dos principais parametros na engenharia de tecidos. No
estudo de Sohrabi et al. [49], observou-se que a porosidade do PCL puro foi de (69 +
5)%. Apos a adigdo de PVP, a porosidade aumentou para (73 * 4)%. Essa variagéo
na porosidade é crucial para avaliar a proximidade das células na conexao célula-
célula. Em testes de biodegradagdo, ao longo de 28 dias, verificou-se que a
degradagédo do PCL é insignificante [49]. Com a adigdo de PVP, observou-se um
aumento na biodegradabilidade da mistura PCL/PVP em comparagdao ao PCL
isoladamente, resultando em uma degradacao significativa dos scaffolds apos 28 dias.

Os resultados obtidos pelos diferentes estudos mostram que a combinacao de
PCL e PVP é promissor em aplicagdes como por exemplo em engenharia de tecidos
e em engenharia de tecidos ésseos.

A combinacao de PCL e PVP apresenta um potencial significativo em diversas
aplicacbes, especialmente na producdo de curativos bioativos com liberacdo
controlada de farmacos. Dentre os agentes bioativos que podem ser incorporados a
matrizes poliméricas, destaca-se a prépolis, a qual tem sido proposta para a
elaboracio de curativos destinados a protecdo de lesdes cutaneas. Esses curativos,
ao integrar prépolis, podem proporcionar ndo apenas barreira fisica contra agressdes
externas, mas também atividades terapéuticas devido as propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias da propolis, favorecendo o processo de

cicatrizacao e a prevencgao de infecgdes.

2.3 PROPOLIS

A propolis € um produto natural que tem sido amplamente utilizado por varias
civilizagbes ha milhares de anos. Por exemplo, os antigos egipcios empregavam
prépolis, conhecido como “cera negra”, para embalsamar corpos. Egipcios, gregos e
romanos usaram propolis para tratar feridas, e ela foi um dos agentes cicatrizantes
principais [50,51].

E chamado de prépolis o conjunto complexo de substancias balsamicas
advindas de resinas de diversas partes das plantas (brotos, flores, ramos, latex,
casca) e exsudatos vegetais de lesbes e enzimas salivares [52], coletadas pelas
abelhas operarias da espécie Apis mellifera e abelhas sem ferrdo (Meliponini) [53].

Embora seja claramente um produto animal, boa parte dos componentes da propolis,
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em especial os ativos, advém de plantas e ndo existem muitas modificagdes pelas
abelhas. [52].

Figura 8 - Abelha Apis mellifera depositando prépolis na colmeia

Fonte: Adaptado ref. [52]

O significado da palavra “propolis” deriva do grego, "pro-", que significa "em
defesa", e "polis-" pode ser traduzida como “cidade” ou “comunidade”, ou seja, trata-
se de uma substancia que, em geral, tem como funcao a defesa da “cidade” apicola
[52]. Nas colmeias, ela é usada para revestir fissuras, proteger contra ventos, construir
e reparar a estrutura interna, embalsamar os corpos de intrusos, isolar termicamente,
manter a umidade, impermeabilizar e, sobretudo, inibir o crescimento microbiano [52,
53].

Ha grande variagbes na composigao quimica em fungéo das plantas locais [52,
53], embora a composigao geral parega consistir em aproximadamente 50% de resina,
30% de cera, 10% de dleos essenciais, e 5% de pdlen [51]. Além disso, outros fatores
podem influenciar nesse quesito, como a espécie de abelha, a genética da rainha, e
a existéncia de componentes incorporados a propolis, bem como as variagdes
ambientais como a umidade, altitude, e sazonalidade [52].

A Figura 9 mostra a estrutura quimica de certas substancias na propolis, como
os grupos de compostos fendlicos, flavonoides (como flavonas, flavonais, flavononas,
di-hidroflavonéis, e as chalconas) e terpenos, além de B-esteroides, aldeidos, ésteres
de acido aromaticos, prenil benzofuranona, alcoois, cetonas, fenil éster do acido
cafeico (CAPE) e outras moléculas [51, 54]. De acordo com Sakhawy et al. [51],
também séao identificados agucares em prépolis, incluindo, por exemplo, sacarose,
frutose, ribose, gulose e rhamnose, além de outros hidrocarbonetos, aminoacidos e

elementos minerais.
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Figura 9 - Estruturas de diferentes substancias encontradas na prépolis
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Fonte: ref. [55]

Dentre as diferentes substancias presentes na prépolis destacam-se as
substancias fenolicas, ésteres de acidos aromaticos e flavonoides, pois a eles séao
atribuidas as diversas atividades biolégicas [55].

As amostras de prépolis coletadas em diversas regides do Brasil (com exceg¢ao
da Regidao Norte) foram classificadas em 12 grupos com base na aparéncia e
coloragao dos extratos [56]. A propolis vermelha, recentemente descoberta, é
encontrada ao longo do litoral e em manguezais no Nordeste brasileiro, e é
classificada como pertencente ao grupo 13. Portanto, reconhecem-se 13 tipos de
prépolis catalogados [56, 57], conforme descrito no Quadro 1.

Dentre os tipos existentes, a prépolis verde, (Figura 10), muitas vezes chamada
de propolis brasileira, produzida, sobretudo no Sudeste do Pais, € a mais valorizada
internacionalmente [55]. A prépolis vermelha atualmente é a mais estudada tendo a
composi¢ao quimica e as atividades farmacolégicas bem conhecidas. Por outro lado,

a prépolis marrom tem sido objeto de menos investigacdo em comparagdo com as
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variedades verde e vermelha. Portanto, este estudo se concentrara nas analises das
prépolis vermelha e marrom [58].

Quadro 1 - Classificagdo dos tipos de propolis brasileira

Grupos Cor Origem
Grupo 1 Amarelo Sul
Grupo 2 Castanho claro Sul
Grupo 3 Castanho escuro Sul
Grupo 4 Castanho claro Sul
Grupo 5 Marrom esverdeado Sul
Grupo 6 Marrom avermelhado Nordeste
Grupo 7 Marrom esverdeado Nordeste
Grupo 8 Castanho escuro Nordeste
Grupo 9 Amarelo Nordeste
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste
Grupo 11 Amarelo Nordeste
Grupo 12 Verde ou marrom esverdeado Sudeste
Grupo 13 Vermelha Nordeste

Fonte: Adaptado ref. [50]

Figura 10 - (A) Abelha Apis mellifera coletando material das folhas da Baccharis dracunculifolia, (B)
Abelha preenchendo frestas da colmeia com prépolis verde

Fonte: ref. [34]

2.3.1 Prépolis Vermelha

A propolis vermelha é obtida no Nordeste do Brasil, em regides localizadas nas
proximidades de mar, rios e manguezais, mais precisamente da regido de mangue do
estado do Alagoas [59, 60]. A coloragdo avermelhada desse tipo de prépolis €

predominantemente atribuida a sua origem botanica, proveniente da planta Dalbergia
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ecastophyllum, popularmente conhecida como rabo-de-bugio. A coleta da proépolis

vermelha esta representada na Figura 11.

Figura 11 - Coleta de resina de Dalbergia ecastophyllum para produgao de propolis. (A) Resina
saindo do caule de Dalbergia ecastophyllum, (B) Coleta do material por abelhas Apis mellifera, (C)

Fonte: Ref. [60]

Possui similaridade com outros tipos de propolis, por exemplos as encontradas
em Cuba e Veneza, porém com origem botanica distinta, garantindo, assim, a
certificacdo do |Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), reconhecido
internacionalmente e que da direito a propriedade intelectual autbnoma, indicando a
origem de um determinado produto ou servigo [59, 61].

Entre a diversidade de componentes fitoquimicos existentes na propolis
vermelha brasileira, os flavonoides se destacam, pois, representam mais de 60% da
composi¢cao dos metabdlitos secundarios existentes no extrato, sendo os principais
responsaveis pelos efeitos terapéuticos, possuindo acédo antibacteriana, antiviral,
antioxidante, cicatrizante, anticancerigena, anti-inflamatéria. Tais propriedades
conferem a proépolis vermelha um potencial consideravel para aplicacdes biomédicas,
sendo que, quando combinada com outros materiais, promove sinergia que
potencializa sua eficacia terapéutica [59, 61].

Os flavonoides sao uma classe de compostos polifenélicos amplamente
distribuidos em plantas e substancias de origem vegetal. Eles sdo caracterizados por
sua estrutura quimica complexa, composta por anéis fendlicos interconectados. Os
flavonoides apresentam uma variedade de propriedades bioativos e sdo reconhecidos
pela capacidade antioxidante, que envolve a neutralizagdo de espécies reativas de
oxigénio e a protegao contra danos oxidativos [59,61].

Os flavonoides sao caracterizados por um esqueleto de 15 atomos de carbono

disposto em trés anéis (C6-C3-C6), que sdo chamados A, C e B (Figura 12) [55].
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Figura 12 - Estrutura basica de um flavonoide

Fonte: ref. [55]

De acordo com as variacdes estruturais no anel C, existe uma subdivisdo dos
flavonoides em seis principais classes: flavanol, antocianidina, flavona, isoflavona,
flavonol e flavanona, e podem ocorrer como nao glicosilados, glicosilados e como
derivados metilados (Figura 13) [55].

Na composicao da préopolis sdo encontrados diversos tipos de flavonoides:
quercetina, galangina e canferol (flavonois); apigenina e crisina (flavona);
pinocembrina, pinobanksina e naringenina (flavanonas). Outra caracteristica da
prépolis de regides temperadas € a presencga de flavonoides sem substituintes no anel

B, como a crisina, galangina, pinocembrina, pinobanksina [55].

Figura 13 - Classe de flavonoides encontrados na propolis
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Fonte: ref. [55]
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2.3.2 Prépolis Marrom

A propolis marrom € uma substancia que apresenta variagdes regionais, sendo
frequentemente associada a produgao proveniente de diferentes areas geograficas.
No entanto, no contexto da prépolis marrom brasileira, € comumente referida como

originaria da regido Sul do Brasil (Figura 14) [59].

Figura 14 - Amostra de propolis marrom

Fonte: ref. [58]

Mesmo apresentado uma grande variedade de principios ativos a propolis
marrom nao recebeu a mesma atencao cientifica que as variedades verde e vermelha.
Acredita-se que a origem boténica da prépolis marrom é proveniente da Araucaria
angustifolia, embora algumas substancias encontradas na prépolis marrom também
estejam presentes em Copaifera langsdorffii e Baccharis dracunculifolia [59, 62].

Em relacdo a flora de origem, a Araucaria angustifélia, € conhecida como
pinheiro-do-parana ou pinho, pertencente a familia Araucariaceae e grupo das
coniferas. Localizada predominantemente na regido sul do Brasil, Argentina, Paraguai
e Chile. Em relacao aos acidos fendlicos constituintes os principais sdo: nos acidos
galico, benzéico, p-cumarico, hiidroxicinamico, ferulico, cafeico, protocatecuico e
derivados de éster de acido clorogénico. No que se diz respeito aos flavonoides, estao
presentes principalmente a catequina, epicatequina, apigenina, quercetina, e rutina,
pertencentes as subclasses dos flavanoides, flavonas e flavondis, respectivamente.
Estes compostos sdo responsaveis pela elevada atividade antioxidante e

antimutagénica [63].
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Ja a Copaifera langsdorffii, conhecida por pau-d’éleo ou copaiba, € uma
espécie arborea decidua ou semidecidua, helidfita, seletiva xerofita, ocorrente em
diversas regibes, tais como: Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e
Parana [64]. Possui propriedades medicinais comprovadas como atividades
antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antiulcerogénica, antitumoral e cicatrizante [64].
Estudos realizados, apontam que esta espécie apresenta componentes quimicos
importantes, como flavonoides, alcaloides, cumarinas, entre outros [65]. Também é
notado que além do 6leo-resina também € utilizada a casca, folha, entrecasca, fruto,
semente, raiz e seiva para tratar doengas [65].

Por fim, a Baccharis dracunculifolia, conhecida como alecrim-do-campo,
pertence ao género Baccharis e familia Asteraceae. E uma planta que habita campos
secos e areas alteradas, localizada na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai.
No Brasil, esta distribuida por todo pais, especialmente em Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, ocorrendo nos biomas Cerrado, Pampa e Mata
Atlantica. E notado que esta espécie tem chamado o interesse devido suas
propriedades bioldgicas e potencial terapéutico como anti-inflamatdria, antibacteriana
e anticancerigena e apresentarem compostos fendlicos, flavonoides e terpenoides
[66].

Em relacdo a concentragdo quimica da propolis marrom, os acidos graxos,
como o acido oleico, acido linoleico, acido palmitico e acido estearico, bem como os
compostos polifendlicos, especialmente os derivados do acido cumarico e flavonoides,

merecem destaque [67], conforme descrito no Quadro 2.
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Quadro 2 - Substancias descritas em propolis marrom brasileira

Substancias Referéncias

Flavonoides
Flavanonas

Hesperetina, pinocembrina Waller et al., 2017

Flavonas

Apigenina, crisina, luteolina e 5-metoxi-luteolina Waller et al., 2017, Femandes-Silva et al.,

pigenina, ' 2013, Sawaya et al., 2004
Flavanonol
Diidrokaempferide, metoxi-pinobanksina Machado et al., 2016;61F3ernandes-8|lva et al.,

Flavonois

Dimetil quercetina, galangina, isoramnetina, Waller et al., 2017, Machado et al., 2016b,

kaempferol, quercetina, rutina
Acidos Clorogénicos
Acido 3-0O-cafeoilquinico, acido 4-Ocafeoilquinico, acido
5-0 -cafeoilquinico, acido
3,5-di-O-cafeoilquinico, acido 4,5-di-Ocafeoilquinico,

acido 3,4,5-tri-O-cafeoilquinico

Acidos Cinamicos
Acido p-cumarico, &cido ferulico, acido cafeico,

Fernandes-Silva et al., 2013

Waller et al., 2017, Machado et al., 2016b,
Fernandes-Silva et al., 2013

hidrocinamato de etila, acido benzenopropanoico Waller et al,, 2017, Machado et al., 2016a,
) f ’ ) . o Bittencourt et al., 2015, Fernandes-Silva, 2013
cinamato de metila, trans-cinamato de sitosterila, . .
. , . Santos, David & David, 2017
hidrocinamato de metila

Acidos Cinamicos prenilados
Artepilin C, acido 4-hidroxi-3-prenil- cinamico,

acido 3,4-diidréxi 5-prenil cinamico, baccharina Machado et al., 2016a, 2016b, Fonseca et al.,
T . . . . P ’ 2011, Fernandes-Silva et al., 2013, Sawaya et
drupanina, acido 2,2dimetil-8-prenil-2H-1- )
. Y. al.,2004, Rodrigues et al., 2016
benzopirano-6-propendico

) Outros fendlicos
Acido 4-hidréxido benzoico, acido siringico,

acido vanilico, acido elagico, acido 2,2-dimetil-6- Wa_ller etal., 2017, Bittencourt et al" 20151
AN L = Rodrigues et al., 2016, Santos, David e David,
carboxietinil-2H-1benzopirano, ananixantona 2017
(xantona)
Terpenos

Monoterpenos : a-pineno
Sesquiterpenos: 7-epi-sesquitujeno,
alloaromadendreno, aromadendreno, cariofileno,
espatulenol, germacreno D, trans-cadina-1,4-
dieno, trans-nerolidol, viridifloreno, a-cadineno,
a-cis-bergamoteno, a-copaeno, a-cubebeno,
acurcumeno, a-gurjuneno, a-himachaleno, ahumuleno,
a-muuroleno, a-trans-bergamoteno, aylangeno, -
bisaboleno, $-curcumeno, B-elemeno,
B-gurjuneno, B-selineno, y-cadineno, y-muuroleno
Triterpenos: Cicloartenol, lupeol
Acidos Graxos
Acido cis-oleico, hexadecanoato de etila, oleato
de etila, tetracosanoato de etila, y-palmitolactona,
acido hexadecanaico, cis-9-octadecenoato de
metila, hexadecanoato de metila, tetracosanoato
de metila

Fernandes et al., 2015

Bittencourt et al., 2015, Fernandes et al., 2015

Bittencourt et al., 2015

Bittencourt et al., 2015

Fonte: Adaptado ref. [67]

Estudos recentes indicam que a propolis marrom brasileira é extremamente

ativa em todas as propriedades bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana,
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antioxidante, anti-inflamatéria, antiparasitaria e antitumoral [58]. A capacidade
antioxidante da propolis deve-se ao alto teor de fendis e outras substancias
antioxidantes, podendo atrasar ou inibir a oxidacdo de moléculas [68].

No estudo realizado por Magalhaes et al. [70], as cepas bacterianas testadas
incluiram os géneros Staphylococcus e Streptococcus, assim como bactérias do
género Escherichia coli e Salmonella spp. Nao se verificou forte inibicdo do
crescimento bacteriano mediada por prépolis ndo alcodlica, tendo-se apenas
observado fraca inibicao, principalmente para as bactérias Gram-positivas avaliadas.
Nao obstante, em relacdo a propolis alcodlica os indices de inibicao foram superiores.
As bactérias Gram-negativas, tal como a Escherichia coli e Salmonella ndo foram
inibidas por proépolis.

Campos et al. [71] também observaram que o extrato de prdpolis verde foi
eficaz na inibicdo do crescimento da bactéria de Staphylococcus e ineficaz na
Escherichia coli.

Além disso, estudos demonstram que a incorporacao do extrato de propolis em
polimeros, tais como policaprolactona e carboximetilcelulose resulta na formacéao de
membranas, que pode ser utilizada como curativos. A prépolis, em virtude de suas
propriedades biolégicas, vem a tona como uma alternativa viavel no tratamento de

feridas, ressaltando-se o baixo custo e a facilidade de aquisi¢ao.

2.4 ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos € um campo hibrido que combina métodos de biologia,
engenharia e medicina, a fim de estimular a regeneracao de tecidos [72]. Atualmente,
essa area € muito promissora e utiliza maneiras avangadas de biologia celular,
engenharia de materiais e medicina regenerativa. A aplicagdo de matriz de tecido
biodegradaveis como uma alternativa as préteses € um dos objetivos da engenharia
de tecidos. De modo geral, esse campo de investigagéo busca recuperar os tecidos
lesados ou perdidos [72]. Além disso, as matrizes tridimensionais desenvolvidas
nessa area apresentam muitas vantagens ja que a forma e o tamanho do enxerto
podem ser controlados durante o cultivo in vitro ou mesmo in vivo [73, 74].

A interacdo da engenharia de tecidos com os scaffolds visa desenvolver
estruturas tridimensionais compostas por materiais biocompativeis e biodegradaveis.

Os scaffolds desempenham um papel importante nesse processo porque garantem
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as condicdes necessarias para o crescimento celular, fornecendo sinais bioquimicos
e mecanicos ao tecido em atividade regenerativa [75]. Além disso, eles tém fungdes
estruturais e bioquimicas semelhantes a matriz extracelular nativa, pelo menos até
que as células possam produzir a sua propria matriz [72].

No campo da engenharia de tecidos, os scaffolds desempenham um papel
crucial na estrutura dos materiais produzidos. De fato, para o sucesso dessa matriz, é
fundamental que trés caracteristicas sejam garantidas: uma rede de poros que permite
a difusao eficaz de oxigénio e nutrientes para as células; os materiais utilizados devem
ser biocompativeis e biodegradaveis para a regeneragdo do tecido; a forma e o
tamanho dos scaffolds devem otimizar a funcionalidade da integracdo no ambiente
bioldgico [72, 76]. A criagdo de materiais porosos durante a interagdo da engenharia
de tecidos com os scaffolds ja foi discutida com o uso de muitas técnicas, como
impressao 3D [78], lixiviagao [77] e eletrofiacdo [59]. Cada uma dessas abordagens
pode ser vista como benéfica; no entanto, até o momento, nenhuma dessas
metodologias foi completamente desenvolvida para controlar, por exemplo, o didametro
dos poros. Isso é o que torna a técnica de eletrofiagdo promissora, visto que os
materiais porosos podem ser produzidos em escalas micro ou nano de maneira

simples e versatil [79].

2.5 A TECNICA DE ELETROFIACAO

A técnica de eletrofiacdo, foi desenvolvida no século XIX por Lord Rayleigh e
Zeleny e patenteada por Formhals em 1934. O reconhecimento dessa técnica ocorreu
somente na década de 1990, em resposta ao aumento da demanda por recursos
nanotecnoldgicos e novos materiais [80].

A eletrofiacao utiliza forcas eletrostaticas para produzir fibras a partir de uma
solucao polimérica ou de um polimero. Essa técnica permite a fabricacdo de mantas
poliméricas (que pode ser consideradas como scaffolds), com didmetros variando na
escala micrométrica a nanométrica [81].

O esquema mostrado na Figura 15 mostra o processo de eletrofiagdo que
consiste em uma fonte de alta tensdo, uma seringa, que é conectada a uma agulha, e

um coletor metalico que deve estar aterrado eletricamente [81].
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Figura 15 - Representagcéo esquematica da técnica de eletrofiagéo
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Fonte: Adaptado ref. [82]

A aplicagao de uma alta voltagem (em geral, milhares de volts) em uma solucao
resulta na criagéo de forgas repulsivas entre as cargas presentes. Quando as forgas
elétricas entram em equilibrio com a tensao superficial do liquido ocorre a formagao
de uma forma aproximadamente conica de gota. Se as forgas elétricas forem grandes
o suficiente para superar a tensao superficial, entdo um jato de fibra carregado é
ejetado da agulha para o coletor metalico. O solvente no caminho para o coletor é
evaporado e as fibras sao formadas como resultado de todo o processo [83].

As fibras formadas dessa maneira possuem alta relacdo area superficial e
volume e dimensdes dos poros sdo nano/micrométricos. A técnica de eletrofiacao
pode ser utilizada para a produgédo de fibras de uma ampla gama de polimeros,
podendo ser polimeros naturais e sintéticos. Além disso, a deposi¢ao de dois ou mais
polimeros pode produzir blendas ou copolimeros misturando diferentes polimeros. Na
producao das fibras é possivel a incorporacdao de outros materiais soluveis ou
dispersos, como medicamentos, nanoparticulas e resinas, entre outros [79-84].

Utilizando a técnica de eletrofiacdo os scaffolds produzidos podem ser
projetados conforme a necessidade, o que pode melhorar a adesao, a proliferagao e
a diferenciagao celular [84].

Além do mais as mantas eletrofiadas, por possuirem grande porosidade,

oferecem estruturas de suporte eficazes para o transporte de oxigénio e nutrientes,
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sendo, portanto, importantes nas aplicagdes em engenharia de tecidos [83-86]. Na
producao das fibras por eletrofiagdo uma variedade de fatores pode influenciar no
processo [85]. As principais sao, parametros da solucdo, do processo e ambientais.
Cada um desses conjuntos de variaveis exerce um impacto significativo na morfologia
e no diametro das fibras geradas. Portanto, é essencial otimizar e equilibrar essas

variaveis para garantir a produgao de um produto de alta qualidade [84].

2.5.1 Parametros Da Solugao

2511 Concentragao polimérica e viscosidade

A concentragao polimérica e a viscosidade da solugédo sao fatores de grande
importancia durante o processo de eletrofiacdo. A solucao deve ter concentracido o
suficiente para que as cadeias do polimero se emaranhem no jato, e ter viscosidade
necessaria para a formacao do jato polimérico. Concentragdes e viscosidades que

ficam abaixo de determinados minimos resultam em eletrospray e gotas [83].

251.2 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica de uma solugcdo é determinada pelo potencial de
movimento dos ions presentes nela. Em solugdes com baixa condutividade elétrica, o
cone de Taylor ndo se forma. Por outro lado, solugbes com maior condutividade
resultam em um alongamento mais significativo do jato, levando a formagéao de fibras

com diametro reduzido [79].

2.5.2 Parametros do Processo

2.5.2.1 Voltagem aplicada

A voltagem aplicada e o campo elétrico gerado exercem grande influéncia na

morfologia € no didmetro das fibras produzidas. A voltagem aplicada é fundamental

na formagao do cone de Taylor, assim como para o estiramento e a aceleragao do
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jato polimérico. Um aumento na voltagem e, portanto, no campo elétrico resulta na
diminuicdo do didmetro das fibras, uma vez que provoca um maior estiramento da

solugéo polimérica [84].

2.5.2.2 Distancia entre a agulha e o coletor

A distancia de trabalho, definida como a distancia entre a agulha e o coletor, é
importante no processo de evaporagao eficiente do solvente e na formacéo de um
campo elétrico adequado para a geragao do Cone de Taylor. Se essa distancia for
muito longa, o campo elétrico pode ser insuficiente, o que pode comprometer a
integridade estrutural da fibra. No entanto, uma distancia muito curta pode resultar em
um tempo inadequado para a evaporagao completa do solvente, o que pode levar a
solubilizacao das fibras, ao aumento de seu diametro e a formagao de defeitos em

forma de gotas [84].

2523 Taxa de vazao

A quantidade da solugao, transferida ao longo do percurso, é determinada pela
taxa de fluxo durante o processo de eletrofiacdo, o que tem efeito direto na velocidade
do jato polimérico, e, consequentemente, na espessura final do didmetro das
microfibras produzidas. Fibras produzidas com uma taxa de fluxo elevada tém um
diametro médio maior, enquanto a taxa de fluxo reduzida da solugédo geralmente pode
resultar em microfibras mais homogéneas. Esta diferenca em morfologia ocorre
devido a evaporacéo da dindmica do solvente ao longo da trilha do jato até o coletor
metalico. Uma taxa de fluxo elevada inibe a completa evaporacao do solvente, o que

leva a formacgao de goticulas de fibras e a aglomeracao de microfibras [86].

2524 Tipo de coletores

O tipo de coletor utilizado na eletrofiacdo é um fator que influencia as
propriedades morfolégicas e fisicas das microfibras eletrofiadas. O coletor mais
utilizado é uma placa metalica fixa. Outro sistema utilizado envolve a utilizagdo de um

coletor rotativo, que possibilita a formagéao de agrupamentos de fibras alinhadas [79].
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O uso de desse tipo de coletor pode facilitar a formacdo de microfibras
alinhadas. A velocidade de rotagdo também é um parametro importante no processo
de controle do didmetro das fibras alinhadas. Em contrapartida, em velocidades mais
baixas do rotor, a orientacao das fibras tende a ser reduzida, enquanto velocidades

excessivamente altas podem resultar na quebra das fibras depositadas [87].

2.5.3 Parametros Ambientais: Temperatura e umidade

Fatores ambientais, como umidade, temperatura e composicao do ar, ttm um
grande impacto no processo de eletrofiagdo. A temperatura ambiente mais alta, por
exemplo, leva a uma evaporagcao mais rapida do solvente, o que pode aumentar a
viscosidade da solugdo. Esse estado afeta o tamanho médio das fibras, que
normalmente diminui devido ao aumento do estiramento no fluxo fibroso [88]. Por
outro lado, quanto mais umido o ambiente, mais dificil sera para o solvente evaporar.
Isso fara com que as fibras se fundam e, assim, aumente o diametro médio das fibras.
No entanto, niveis mais altos de umidade podem promover a condensac¢ao de agua
sobre a superficie da fibra. Assim, os poros circulares na manta eletrofiada serao
formados [89, 90].
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como propédsito desenvolver e caracterizar mantas de
microfibras poliméricas bioativas, produzidas por eletrofiacao, a partir da combinacao
de policaprolactona (PCL) e polivinilpirrolidona (PVP), com a incorporacao de extratos

de prépolis vermelha e marrom.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os extratos hidroalcoolicos da prépolis vermelha e marrom e
quantificar o rendimento dos extratos secos;

e Quantificar e comparar as concentracdes de fendis e flavonoides dos extratos
da prépolis vermelha e marrom;

e Avaliar e comparar a capacidade antioxidante dos extratos da propolis
vermelha e marrom;

e Preparar mantas homogéneas com estruturas fibrosas de PCL/PVP;

e Produzir mantas contendo na estrutura extrato da prépolis vermelha e marrom;

e Caracterizar morfologicamente as mantas eletrofiadas por MEV;

o Determinar os didmetros médios das fibras utilizando as micrografias e o
software Image J;

e Caracterizar quimicamente as propolis e mantas por FTIR;

e Avaliar as propriedades mecéanicas por ensaio de tragéo;

e Auvaliar termicamente as amostras por meio da analise termogravimétrica (TGA)
e termogravimetria derivada (DTG);

e Auvaliar o teste de liberagdo das mantas eletrofiadas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de propolis vermelha e marrom.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os polimeros Policaprolactona (Sigma — Aldrich) de massa molar 80.000 g/mol
e Polivinilpirrolidona (Sigma — Aldrich), massa molar 1.360.000 g/mol em pd, foram
utilizados para a confeccdo das mantas utilizando a técnica de eletrofiagdo. Como
solvente foi utilizado o Cloroférmio P.A e Alcool Metilico P.A (ambos da Synth).

Para a producao do extrato seco da propolis foi utilizado a prépolis pura
Vermelha do estado de Alagoas, obtida no apiario de Paripueira, municipio da regiao
metropolitana de Maceid, latitude sul: 9° 26,448 e latitude oeste: 35° 31.710°, e a
prépolis pura Marrom foi adquirida do sul do Brasil, da empresa Agroindustria Favo de
Mel, latitude sul: 29° 39,371 e latitude oeste: 52° 04,184 ". O solvente empregado para
a extracao foi o Alcool Etilico 96% de cereais.

Em relagdo & caracterizacdo da prépolis, utilizou-se como solvente o Alcool
Etilico Absoluto P.A. (Exodo Cientifica) e o reagente 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(Sigma — Aldrich) para a determinagéo da atividade antioxidante.

Os reagentes Cloreto de Aluminio 99% (Sigma — Aldrich), Quercetina (Sigma —
Aldrich) e o solvente Alcool Etilico Absoluto P.A. (Exodo Cientifica) foram empregados
para a determinacéo da porcentagem de flavonoides.

Por fim, para a determinacg&o dos fendis totais, utilizou-se o Acido Gélico (Sigma
- Aldrich), Folin-Ciocolteau (Sigma — Aldrich), Carbonato de Sédio (Exodo Cientifica)

e Agua destilada.

4.2 PROCESSO DE OBTENGCAO DO EXTRATO CONCENTRADO DE PROPOLIS
VERMELHA E MARROM

Para a obtencéo do extrato concentrado de proépolis foi utilizado uma solugao
de alcool etilico 80% em agua na proporg¢ao de 300 mL para 30 g da amostra bruta de
propolis. A suspenséo foi deixada em repouso por 20 dias a temperatura ambiente.

Apods o tempo de repouso, o liquido sobrenadante foi retirado e o procedimento
foi repetido mais uma vez, completando o tempo total de 40 dias para a obtencao do
extrato. O extrato hidroalcéolico obtido foi filtrado em filtro de papel comum e levado

para a secagem em uma estufa Sterilifer a 40 °C. Por fim, o extrato foi armazenado
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em recipiente (plastico com tampa) e levado para a geladeira a 10 °C e estocado,
como mostrado na Figura 16. Este processo foi o realizado para a extragao do extrato

da propolis marrom e vermelha [59].

Figura 16 - Fluxograma do processo de obtencdo do extrato seco
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bruta hidroalcodlico

Fonte: Préprio Autor (2024)

Todos os procedimentos de extragdo da prépolis foram realizados no
Laboratério GAMN, Laboratério de Materiais Nanoestruturados, Departamento de
Fisica e Quimica, UNESP/FEIS.

4.2.1 Caracterizagao do extrato das propolis vermelha e marrom

4.2.1.1 Rendimento dos extratos

Para o calculo da quantificagdo dos extratos secos das propolis estudadas, o
extrato hidroalcéolico obtido apds o processo da filtragem identificado no item 4.2, foi
despejado em um recipiente da marca Marinex de vidro (massa 854,09 g), e levado
para a estufa Sterilifer a 40 °C e secado até obter a evaporacdo completa do alcool
etilico absoluto, observe a Figura 17. Posteriormente, foi retirado da estufa e pesado
as amostras. O processo foi realizado para contabilizar o rendimento das massas dos

extratos secos obtidos na primeira e segunda extracao.
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Figura 17- Extratos secos a) extrato de prépolis vermelha b) Extrato de prépolis marrom

RO M b)

a) C :
Fonte: Préprio Autor (2024)

4.2.1.2 Fendis Totais
I.  Construcdo da curva de calibracao

O método Folin-Ciocaulteau, foi utilizado para obter conteudo total de fendis,
com modificagdes [91]. Para realizar o ensaio, primeiro foram feitas duas diluicbes
para obter a solugao final do estoque do acido galico. Em um baldo de 10 mL; 0,0100
g do acido galico foram pesados para formar a solugdo primaria, que atingiu a
concentracao final de 1000 ug/mL. Um 1 mL dessa solugdo primaria foi retirado e
dissolvido em agua destilada em um baldo volumétrico de 10 mL, alcangando uma
concentracao de 100 pug/mlL.

A curva de calibragéo foi construida usando acido galico em concentragdes
variadas (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 ug/mlL), partindo da solugdo de
100 ug/mL. Adicionou-se 250 uL de Folin-Ciocolteau a esta solu¢do, 6 mL de agua
destilada com agitacdo de 1 minuto e um 1 mL de carbonato de sédio 20% com
agitacao de 30 segundos. A agua destilada foi adicionada para completar o volume.
A leitura UV-Vis foi realizada em um comprimento de onda de 750 nm para criar a

curva de calibragéo do acido galico [91].
II.  Teor de fendis totais dos extratos

Aliquotas de 5,0; 10,0; 15,0; 25,0 e 50,0 uL foram retiradas das solucdes

estoques dos extratos de prépolis vermelha e marrom e transferidas para cincos
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baldes volumétricos de 10 mL. Acrescentou-se 0,25 mL de Folin-Ciocalteau e 6 mL
de agua destilada com agitacdo de 1 minuto e 1mL de carbonato de sddio 20% com
agitacéo de 30 segundos. A leitura UV-Vis foi realizada em um comprimento de onda
de 750 nm [91].

Os valores das absorbancias obtidos com as leituras das amostras foram
adicionados na variavel y, da equagéo y = ax+b, onde y é o valor da absorbancia, a é
o coeficiente linear, x € o valor da concentragcao de acido galico e b o coeficiente
angular [33]. O branco das amostras foi feito com um pouco de agua destilada, Folin-
Ciocalteau, etanol absoluto e 20% de carbonato de sédio [33].

Para calcular a porcentagem de fendis totais presentes nas amostras
analisadas utilizou-se as formulas 1 e 2. Os resultados foram expressos em termos
de miligramas de equivalente de acido galico (GAE) por g de peso de prépolis.

Absorbancia—A

C= . (1)

% = %xlOO (2)

Onde:

%= percentual de acido galico;

C = concentragao de acido galico em pg/mL,
M = Massa da amostra ug/mL;

A = coeficiente linear da equacéao da reta;

B = coeficiente angular da equacao da reta.

4.2.1.3 Flavonoides

I.  Construgao da curva de calibracao

Foi preparada uma solugao normal de quercetina (200 ug/mlL) usando 0,05 g
de quercetina em um béquer de 250 mL e diluiu com aproximadamente 50 mL de
alcool etilico absoluto usando uma placa aquecida e agitacdo magnética. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente (25 °C) a solucao foi transferida para um balao
volumétrico de 250 mL. Completou o volume usando alcool etilico absoluto a uma

temperatura de mais ou menos 16 °C [92].
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Foram pesados 12,5 g de cloreto de aluminio em um béquer de 250 mL e

misturados com aproximadamente 200 mL de alcool etilico absoluto, depois

transferidos para um baldo volumétrico de 250 mL para preparar a solucéo de cloreto
de aluminio (5%) [92].

Para criar a curva padrao para a determinacéo dos flavonoides foi necessario

pipetar 1,0 mL de solucdo de cloreto de aluminio a 5% em quatro tubos de ensaio,

juntamente com aliquotas de alcool etilico absoluto e solu¢ado padrdo de quercetina a

200 ug/mlL [92], conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Curva padrao de flavonoides

Alcool etilico Padrao de Sol. Cloreto de Volume final Concentra¢ao Tubos
absoluto quercetina (mL) aluminio (mL) do tubo (ug/mL)
9,0 0,0 1 10 0 Branco
8,8 0,2 1 10 4 Tubo 1
8,7 0,3 1 10 6 Tubo 2
8,6 0,4 1 10 8 Tubo 3
8,4 0,6 1 10 12 Tubo 4
8,2 0,8 1 10 16 Tubo 5
8,0 1,0 1 10 20 Tubo 6

Fonte: Préprio Autor (2024)

[I. Determinacao dos flavonoides

Para a determinagao dos flavonoides na solugéo, uma aliquota de 4,0 mL do
extrato da propolis foi transferida para tubos de ensaio de 20 mL, contendo 6,0 mL de
etanol. No frasco acrescentou-se 1,0 mL da solucao de cloreto de aluminio a 5% e
agitou-se por alguns segundos. Apdés 30 minutos de repouso, a leitura do
espectrofotdmetro foi realizada a 425 nm [92].

Os valores das absorbancias das amostras foram substituidos na variavel y, de
acordo com a equacéao y = ax+b [33]. Os resultados foram expressos em miligramas

de quercetina por grama de propolis.

4.2.1.4 Capacidade Antioxidante

A técnica descrita por Duarte, 2020 [93] foi utilizada para avaliar a atividade

sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), com modificagdes. Para
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preparar uma solucao de DPPH padrdo com concentragao de 0,1mM, pesou 0,0039
g de DPPH em um béquer na balanga analitica e adicionou 3 mL de etanol absoluto
no béquer. Em seguida, agitou até que a solugao se dissolvesse. Posteriormente, a
solugéo foi transferida para um baldo de 100 mL e o etanol absoluto foi adicionado ao
volume.

As solugdes estoques dos extratos de propolis vermelha e marrom, foram
obtidas pela solubilizagdo de 0,1000 g dos extratos secos das prépolis com o alcool
etilico absoluto em um baldo de 10 mL. Em cinco baldes de 5 mL, adicionou-se 2 mL
da solugdo mae de DPPH. Em seguida, adicionou-se uma porcentagem de 5, 15, 30,
60, 180 e 400 uL do extrato de prépolis em cada baldo, e deixou-se em repouso por
40 minutos [93].

O espectrofotdbmetro UV-Vis modelo V-5000 da Metash com comprimento de
onda 520 nm foi usado para calcular a absorbancia das solucdes [94]. A atividade

antioxidante foi calculada usando a equacao 3.

[(Ab amostra—Ab branco) x 100] (3)

% Capacidade antioxidante = 100 — T —

Onde:

Ab amostra = absorbancia da reacao entre a solugcao do radical DPPH- e a amostra
antioxidante;

Ab branco = absorbancia da solucido de solvente utilizado para preparar a amostra
antioxidante;

Ab controle = absorbéncia do radical DPPHs com uma aliquota do solvente

correspondente ao volume da maior concentracdo da amostra.

4.2.1.5 Avaliagao da atividade biolégica — Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e a

Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Os ensaios de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento
MO7A10 (2012) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para bactérias
aerobias [95]. Foram utilizadas linhagens ATCC de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Klebsiella pneumoniae ATCC (700603).
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O meio de cultura utilizado para a realizacdo dos ensaios de sensibilidade foi o
caldo Mueller Hinton pH 7,4. O controle do crescimento (controle positivo) foi realizado
com 100uL do meio e 100uL do indculo, e o controle negativo do teste apenas com
200 pL do meio. Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pog¢os, nas quais
foram utilizados 100 pL resultantes da diluicao seriada do primeiro pogo que contém
200 uL do meio, mais o extrato de propolis vermelha e marrom. O inéculo foi produzido
na concentragao 5x10° UFC/mL o qual foi adicionado em cada pogo. Como controles
para o ensaio de sensibilidade foram utilizados os farmacos vancomicina, imepemem.
As placas foram incubadas a 35 °C por um periodo total de 48 horas.

As leituras visuais foram realizadas utilizando o corante de viabilidade
resarzurina e a fluorescéncia foi lida em 530-570 nm. Todos os ensaios foram
realizados em triplicatas e ensaios independentes. O esquema representativo das

etapas do processo esta ilustrado na Figura 18.

Figura 18- Esquema da avaliag&o biologica

MICRODILUICAO

EM CALDO *Controle: vancomicina
Imepemem
AMOSTRAS CONTENDO
EXTRATO DE POPOLIS AMOSTRAS SEM
VERMELHO E MARROM ADITIVOS (REFERENCIA)
(ADITIVOS)
Placas encubadas
Meio de cultura caldo Mueller Concentragdo de 0,2 mL nas cepas: a 359C
Hinton, pH 7,4 - Staphylococcus aureus (ATCC 25923) -, Periodo 48h
0 indculo foi produzido na Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) Corante:
concentragdo 5x10° UFC/mL Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) resarzurina
Klebsiella pneumoniae ATCC (700603) Leitura: 530-570

nm

Fonte: Préprio Autor (2025)

A avaliagao dos resultados referente a eficacia da prépolis vermelha e marrom
foi comparando-se o numero de colénias nas amostras tratadas com as prépolis nas
amostras controle sem os aditivos. Os resultados foram classificados de acordo com
as diretrizes do CLSI, categorizando as cepas como sensiveis, intermediarias ou
resistentes [96].

Foi realizado em parceria com o Laboratério de Micologia da Unesp de

Araraquara.
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4.3 PREPARO DA MATRIZ BLENDA (PVP/PCL)

As amostras foram preparadas com porcentagens de PVP variando 25, 30, 50,
70, 75% em relagéo ao peso total (1,5 g) de PCL presente na solugdo. Uma solugao
intitulada como branca foi feito usando apenas com 100% de PCL. Os materiais foram
solubilizados em uma solucgao de cloroférmio/alcool metilico, 10 mL, na proporcgao 4/1
v/v [37]. A solugao foi agitada a 25 °C por 4 horas para garantir a homogeneizacgao.

As amostras foram identificadas por siglas de acordo com a porcentagem do
PVP e PCL contido na solucao e as suas respectivas massas, conforme ilustrado na
Tabela 2.

Tabela 2 - Proporgao da solugdo polimérica

Amostra PCL (g) PVP (g)
25PVP/75PCL 1,125 0,375
30PVP/70PCL 1,050 0,400
50PVP/50PCL 0,750 0,750
70PVP/30PCL 0,400 1,050
75PVP/25PCL 0,375 1,125

Fonte: Préprio Autor (2024)

Apds o preparo das solugdes as mantas foram produzidas pela técnica de
eletrofiacéo (Figura 19). No procedimento, a solugéo polimérica foi adicionada em uma
seringa de vidro de 10 mL acoplada a agulha metalica de 1,2 mm (didmetro). Em
seguida um conector tipo jacaré foi conectado a agulha e aplicado uma tenséo de 20
quilovolt (KV). Os solventes sdo evaporados da solugao polimérica da ponta da agulha
até o coletor e sdo depositadas as micro/nanofibras no coletor rotativo, essa distancia

foi de 26 cm. A taxa de fluxo obedeceu a forga gravitacional.

Figura 19 - Esquema do processo de eletrofiacao
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Como o objetivo desta pesquisa € otimizar a incorporagédo de PVP de forma a
maximizar a hidrofilicidade da manta. Para isso, foi realizado o levantamento do
diametro médio das fibras, bem como a avaliagado da presenca de defeitos do tipo
"bead", caracterizados pela formagéao de "gotas", e da interconexao entre as fibras. A
blenda composta por 75% de PVP e 25% de PCL demonstrou a maior incorporagao
de PVP, com o menor didmetro de fibra e auséncia de defeitos estruturais,

destacando-se como a mais eficaz.

4.3.1 Preparo da blenda incorporada com as prépolis

Apds a definigdo da matriz da manta no item 4.3, a manta otimizada foi a
composta por 75% de PVP e 25% de PCL. As amostras de propolis vermelha e
marrom foram preparadas variando a porcentagem do extrato seco da prépolis entre
5, 10, 15, 25 e 50% em relagcdo a massa de polimeros (1,5g). Obedeceu a mesma
metodologia descrita no item 4.3 para a proporg¢ao dos solventes, agitagéo e distancia
do coletor rotativo, didmetro da agulha, tensao aplicada e a taxa de fluxo. As amostras

foram renomeadas por siglas, e as suas massas foram identificadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Proporgao das mantas contendo extrato de propolis vermelha e marrom

Extrato P. Vermelha Extrato P. Marrom

Amostra PCL (9) PVP (g) (9) (9)
75PVP25PCL5V 0,375 1,125 0,075 o
75PVP25PCL10V 0,375 1,125 0,15 i
75PVP25PCL15V 0,375 1,125 0,225 b
75PVP25PCL25V 0,375 1,125 0,375 i
75PVP25PCL50V 0,375 1,125 0,750 o
75PVP25PCL5M 0,375 1,125 b 0,075
75PVP25PCL10M 0,375 1,125 b 0,150
75PVP25PCL15M 0,375 1,125 o 0,225
75PVP25PCL25M 0,375 1,125 o 0,375
75PVP25PCL50M 0,375 1,125 i 0,750

Fonte: Préprio Autor (2024)
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4.4 CARACTERIZACAO DAS MANTAS

4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das microfibras foi caracterizada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) utilizando o equipamento Zeiss, modelo EVO LS15. Para as
caracterizagdes, foram selecionadas pequenas por¢cdes das mantas ainda sobre o
substrato do papel aluminio e revestido com uma fina camada de ouro [97].

Para a obtencao do didmetro médio e a distribuicdo de didmetro das fibras
utilizou-se o software ImagedJ, a partir da medida de 100 microfibras selecionadas
aleatdrias [97]. Os dados extraidos foram manipulados no Excel e a plotagem no

software Origin 2024. Repetiu-se o processo para cada manta eletrofiada.

4.4.2 Caracterizagao por espectroscopia de infravermelho por transformada de
fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho das amostras formadas pelas mantas
eletrofiadas foram obtidos no modo Refletancia Total Atenuada (ATR). As amostras
dos extratos da propolis vermelha e marrom foram realizadas por meio da preparagao
de pastilha de Brometo de Potassio (KBr).

O espectrémetro utilizado foi o0 modelo Nexus, 670, Nicolet. O ensaio foi feito

no intervalo do comprimento de onda de 4000 a 600 cm™? [59].

4.4.3 Ensaios Mecanicos

Os ensaios de tragdo das mantas puras (PCL, PVP, 75PVP/25PCL) e as
mantas com adig¢do de propolis vermelha e marrom foram realizados de acordo com
a norma ASTM 882-10 [98], em uma maquina universal de ensaios mecanicos da
Instron, modelo 3369, com uma célula de carga de 50N. Foram utilizados 5 corpos de
prova, com dimenséo de 22 mm de comprimento, 0,1mm de espessura e 5 mm de
largura. A taxa de deslocamento foi de 500 mm/min. Os dados foram coletados e

plotados no Origin 2024.
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4.4.4 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

Para a realizagdo da analise termogravimétrica (TGA), foi utilizado o
instrumento SDT Q600 (TA Instruments), com cerca de 10 mg das amostras. Foram
aquecidas a 10°C min~' em uma faixa de temperatura 0 a 600 °C, com atmosfera de

nitrogénio e cadinho de Alumina.

4.4.5 Teste de Liberagao

As mantas eletrofiadas contendo 75% PVP, 25% PCL e 15% do extrato de
propolis vermelha, assim como a manta composta por 75% PVP, 25% PCL e 25% de
prépolis marrom (porcentagens otimizadas), foram recortadas em tamanhos de 5,0
cm x 5,0 cm e submersas em 30 mL de agua destilada em repouso, no intervalo de
tempo de 30 minutos, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 168 horas. As massas
iniciais estao reproduzidas na Tabela 4.

Apos o periodo de incubagao, as mantas foram retiradas deixadas para secar.
Foi necessaria a secagem para poder realizar a proxima etapa: a analise de
Microscopia Eletrénica de Varredura, seguindo as mesmas especificagées do item
4.4.1 para obtengdo das micrografias. O liquido sobrenadante foi armazenado e a
absorbancia foi medida no espectrofotdmetro da marca Metash, modelo V-5000
Visible, a 510 nm.

Tabela 4 - Descricdo das massas das amostras dentro do intervalo de tempo de 0,5 a 168 horas

Amostras (g)

Tempo (h) 75PVP25PCL10V 75PVP25PCL25M
05 0,080 0,071
24 0,088 0,071
48 0,091 0,08
72 0,095 0,081
96 0,108 0,082
168 0,109 0,086

Fonte: Préprio Autor (2024)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DO EXTRATO DA PROPOLIS VERMELHA E MARROM E
RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Os resultados dos rendimentos dos extratos da propolis vermelha e marrom
através da técnica utilizada estdo demonstrados na Tabela 5.

De acordo com os dados obtidos, foi evidenciado que ao fornecer 30 g de
propolis vermelha para realizar o processo de extragao foi obtido 58,93% de extrato
seco, dessa forma, podemos concluir que, para se obter 1 quilograma de extrato seco,
sera necessario 1.696,83 g de prépolis vermelha.

Ja para o extrato de prépolis marrom, obteve-se rendimento inferior ao extrato
da prépolis vermelha, sendo de 55,90%. Logo, para se obter 1 quilograma de extrato

de propolis marrom, sera necessario fornecer 1.788,91 g de propolis marrom.

Tabela 5 - Rendimento dos extratos secos das prépolis vermelha e marrom

M final
P Massa Inicial assa |n~a Massa final 22  Massa total Porcentagem de
Especificacao 12 extracao o .
(g) (&) extragdo (g) (8) rendimento (%)
Extrato de
propolis 30,00 16,37 1,31 17,68 58,93
vermelha
Extrato de 30,00 16,06 0,71 16,77 55,90

propolis marrom

Fonte: Préprio Autor (2024)

Para a técnica empregada de extragédo, o rendimento dos extratos secos de
prépolis estdo conforme a literatura, pois no estudo de Trusheva, et al. [99], no qual
estudou a extragao por trés técnicas diferentes, obteve-se rendimento de 55 a 58%
de extrato seco para a extragcdo por maceracao. Portanto, conclui-se que o extrato de
propolis vermelha rendeu discretamente mais que o extrato de prépolis marrom,
possivelmente devido a concentracdo maior de compostos soluveis em solugéo

hidroalcodlica na propolis vermelha.
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5.1.1 Fenois totais

5.1.1.1 Curva de calibracao fendis totais

Para as amostras de propolis vermelha e marrom, foram analisados os teores
de fendis totais, com o uso do método Folin-Ciocalteu, que proporciona a medi¢ao
desses compostos através de uma reagao colorimétrica, que permite a quantificagao
dos fendis totais [100]. O principio fundamental do procedimento consiste na reducéao
do reagente de Folin-Ciocalteu pelos fendis totais, que leva ao surgimento da cor azul
cuja intensidade da cor é proporcional a quantia total de fenaéis [100].

A curva de calibragdo criada a partir da reacdo do padrdo de acido galico,
considerado padrao de referéncia, devido a estabilidade e reatividade consistente e
tem a resposta linear em diferentes concentragbes (Figura 20). A utilizagcao dessa
curva de calibragado é de fundamental importancia na determinagao da concentragao
de fendis nas amostras de propolis.

Do ponto de vista estatistico, o coeficiente de determinagao (R?) consiste em
uma medida que quantifica o grau de ajuste de um modelo de regressao aos dados
obtidos, sendo que superior a 0,99, indica alta linearidade e confiabilidade dos dados
obtidos [101].

Figura 20 - Curva padrao de acido galico para quantificacdo de fendis totais pelo método Folin-
Ciocalteau

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Concentracéo de acido galico (ug/mL)
Fonte: Préprio Autor (2024)
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A curva de calibragao para a determinacao dos fendis totais das propolis foi
obtida a partir da relacdo entre a absorbancia e a concentragao de acido galico. O

resultado foi a Equagdo 04 e com resultado em R? = 0,997.

y = 0,097471x + 0,071571 (04)

Na Equacéao 04, y é a absorbancia medida (em 750 nm) e x é a quantidade de
acido galico em ug. O coeficiente de determinagao (R?) encontrado de 0,997, assegura
linearidade entre a absorbancia e a concentracdo de acido galico, assim como
encontrado no estudo de Andrade, et al. [102] (R?=0,996) para a curva de calibracao
com o0 mesmo padrao, representando elevada confianga dos dados no ponto de vista
estatistico.

5.1.1.2 Determinacao Fendis Totais
A partir da Equacao 04, foi calculado a quantidade de fendis totais nas amostras
de propolis, expressa em equivalentes de acido galico por grama de propolis (Tabela

6).

Tabela 6 - Teor de Fendis Totais em equivalentes de acido galico por grama de propolis

Amostras Quantidade de Fenéis Totais (mgGAE.g™")
Extrato de
Prépolis 230,2
Vermelha
Extrato de

54,9
Fonte: Préprio Autor (2024)

Prépolis Marrom

O extrato de prépolis vermelha apresentou o teor de fenois totais de 230,2
mgGAE/g e o extrato de prépolis marrom apresentou 54,9 mgGAE/g, evidenciando
que o extrato de propolis vermelho sobressaiu o da marrom.

Esses dados estdo de acordo com encontrados na literatura, sendo 232,2
mgGAE/g relatado em seu estudo para a propolis vermelha [103]. Os principais
componentes da propolis vermelha encontradas foram os fendlicos simples,
triterepenoides, isoflavonoides (isoflavona, isosativana, pterocarpano e medicarpina),

benzofenonas preniladas e um epdxido de naftoquinona. Os resultados indicaram que
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os isoflavonoides sdo importantes componentes antimicrobianos da propolis
vermelha, assim como também apresentaram alta capacidade de neutralizacdo de
radicais contra DPPH [104].

No estudo de Andrade [105], o extrato de prépolis marrom brasileira variou de
55,74 e 32,77 mgGAE.g ' dependendo do método de extragdo empregado. Esses
resultados estdo em conformidade com os dados descritos na literatura, corroborando
as conclusoes obtidas neste estudo. Essa variagao do teor de fendlicos totais entre as
amostras de extrato de propolis vermelha e marrom, podem estar relacionadas com a
complexidade da composi¢cao quimica proveniente da regido geografica, estagéo
climatica, da flora, da época do ano em que é coletado, além da forma de extracao
utilizada [105].

5.1.2 Flavonoides
5.1.2.1 Curva de calibracao dos flavonoides
Para uma maior precisdo dos dados quantitativos obtidos das analises dos

extratos da prépolis vermelha e marrom, foi elaborada a curva de calibragado padrao

mostrada na Figura 21.

Figura 21 - Curva padrao de quercetina para a quantificagao de flavonoides pelo método AICL;

0,14

0,12

0,10 + y

0,08 4

0,06

Absorbéncia
| |

0,04

0024 o

0+ T T T T 1

Concentragio de quercetina (pg/mL)

Fonte: Préprio Autor (2024)



60

A curva de calibracdo para a determinacdo da quantidade de quercetina foi
realizado por meio da Equacao 05, conforme apresentada abaixo:
y= —0,01118 + 0,00696 x (5)

Onde y é a absorbancia medida a 425 nm e x representa a concentragao de

qguercetina em microgramas (ug).

O coeficiente de determinagdo (R? = 0,99941) mostra precisdo e
reprodutibilidade dos dados confirmando a adequacgao do método para quantificacédo
do composto quercetina. Esses resultados também sdo consistentes com os
encontrados por Andrade, et al. [102] (R2=0,9998) para a curva de calibragéo padréo

de quercetina.

5.1.2.2 Quantificacdo dos Flavonoides

No presente trabalho, a quantificacdo de flavonoides por analise
espectrofotométrica foi realizada por medicdo da absorbancia a 425 nm [106]. Os
resultados sdo dados em equivalentes de quercetina por grama de propolis e em
porcentagem de flavonoides (Tabela 7).

A comparacgéo dos resultados mostra diferengas visiveis entre as variedades
da prépolis, sendo que a vermelha tem concentracio de flavonoides mais elevada em
comparagao a propolis marrom, assim como ja visto que a prépolis vermelha
apresentou maior quantidade de fendis totais. Tendo em consideracdo que as duas
variedades de propolis possuem origens vegetais diferentes, observou-se que existem
diferengas botanicas entre elas. Essas variagbes na origem tém um impacto
significativo nas propriedades bioativas e nos efeitos farmacolégicos dos produtos

terapéuticos.

Tabela 7 - Valores obtidos de flavonoides em equivalentes de quercetina por grama de prépolis e em

porcentagem
Amostras Porcentagem (%) Te(?r pel~a Quantidade de Fli\)lonmdes
Legislacéo (mgQE.g
Extrato de Prépolis 3,01 Alto 30,13
Vermelha
EXtratl?/l de Propolis 115 Médio 11,54
arrom

Fonte: Préprio Autor (2024)
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De acordo com a Legislacao [107], a propolis é classificada em:
e Baixo teor: até 1,0 % (m/m);
o Médio teor: >1,0% - 2,0 % (m/m);
e Alto teor: >2,0 % (m/m).

Dessa forma, os resultados demonstram que os teores de flavonoides nas
amostras analisadas, em especial a quercetina, ultrapassam o valor minimo
estabelecido pela legislagao brasileira 1% m/m [107], ou seja, reforcam a classificagéo
da prépolis vermelha entre as variedades mais ricas em compostos bioativos.

A concentragao de flavonoides nesta variedade de prépolis, ocorre em razao
do material resinoso ser obtido da planta Dalbergia ecastophyllum, no qual apresenta
altas concentragcdes de compostos fendlicos e flavonoides, incluindo a quercetina,
atuante no potencial terapéutico da proépolis [58, 108].

Uma das explicacdes para menor concentracao de flavonoides encontradas na
prépolis marrom pode ser atribuida a flora predominante das regides de coleta do
material pelas abelhas. A vegetagdo, como mencionado anteriormente, pode
influenciar a composigéao quimica da propolis, levando a variagées nos resultados de
suas atividades biolégicas, antioxidantes, antibacterianas e anti-inflamatdrias, entre
outras [102,109].

Como observado, a presenga e a concentracdo de flavonoides sao
fundamentais, uma vez que esses compostos podem promover a regeneragao celular
e a capacidade de modular processos inflamatérios [58, 110], devido a seu alto teor
de flavonoides, especialmente a galangina e o acido fenil éster caféico (CAPE)
promovendo a atividade anti-inflamatdria na via metabdlica do acido araquidénico. Os
flavonoides também sao caracterizados pelas excelentes propriedades antioxidantes,
sendo intimamente relacionada a estrutura dos compostos [58,108].

Dessa forma, ajustar a concentragéo de flavonoides, de acordo com o tipo de
prépolis utilizado, pode permitir a modulagéo precisa da resposta biolégica, levando a
uma otimizagdo do desempenho de scaffolds e, consequentemente, o sucesso das

aplicagdes em regeneragéo e reparo tecidual.

5.1.3 Capacidade Antioxidante
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Antioxidantes atuam estabilizando ou desativando radicais livres, tal acao
possibilita que os constituidos reativos ataquem alvos biolégicos nas células [111].

Os resultados obtidos por andlise da capacidade antioxidante dos extratos
etandlicos de propolis vermelha e marrom realizados neste trabalho, podem ser
observados na Figura 22. Os testes foram realizados com concentragdes crescentes
dos extratos, de 1 pg/mL a 80 pg/mL. Nesses intervalos a propolis vermelha
apresentou percentual em média de inibicao do radical livre DPPH entre 58,91% (na
menor concentragao) e 90,29% (na maior). Para a propolis marrom, os percentuais
variaram de 9,1% a 85,03%, sob as mesmas condigdes.

Nos resultados pode-se verificar uma relagao direta entre o aumento da

concentracédo com a melhora da eficacia do extrato na neutralizagao dos radicais.

Figura 22 - Perfil da capacidade antioxidante do extrato etandlico de propolis vermelha e marrom
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Fonte: Préprio Autor (2024)

Os valores apresentados na Figura 22 estdo de acordo com os dados
publicados por Nascimento, et al. [112], nos quais observaram para o mesmo tipo de
propolis, inibicado de radicais livres de 59,36% e 88,31% nas concentracbes de 1

pMg/mL e 25 pg/mL, respectivamente, utilizando também o método de DPPH.
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Em outro estudo realizador por Andrade et al. [102], na qual foi analisado a
capacidade antioxidante de trés variedades de prépolis brasileira - vermelha, verde e
marrom -, por meio do método DPPH, observou-se que a propolis vermelha foi a mais
eficaz, com inibicdo de 90,72%, a verde, 88,53% e a marrom 86,06%

Com base na analise da capacidade antioxidante, verificou-se que os extratos
da prépolis vermelha e marrom apresentam grande potencial. Em particular, o extrato
de prépolis vermelha destaca-se, apresentando o maior teor de fendis totais presentes
em seu extrato e niveis elevados de flavonoides, que sdo diretamente responsaveis
para sua capacidade antioxidante, em conformidade com os estudos publicados
[112,113].

As capacidades antioxidantes, a qual varia consideravelmente entre diferentes
concentragdes de fendis totais e flavonoides, €, em grande parte, influenciado pela
cobertura vegetal ao redor da colmeia no local de amostragem, bem como pelas
caracteristicas geograficas e as condi¢des climaticas da area de coleta das amostras,
além da presenca de impurezas nas amostras analisadas. Nesse contexto, um fator
determinante para as variagcbes consideraveis dos compostos € a diversidade
botanica que compde a cobertura vegetal ocorre ao redor da colmeia. Além disso as
condicbes climaticas, como temperatura, umidade e exposicao a luz, influenciam as

propriedades bioquimicas da propolis [58, 114].

5.1.4 Avaliagao da Atividade Antibacteriana — (CIM) e Concentragcao Bactericida
Minima (CBM)

Para a selegdo dos microrganismos a serem testados, foi realizado,
inicialmente um estudo sobre a atuacdo dos extratos de propolis. Os resultados
indicaram uma maior sensibilidade das bactérias gram-positivas [115]. De acordo com
De Vargas, et al. [115], a atividade antibacteriana dos extratos da propolis ocorre
devido a presenca de flavonoides, acidos e ésteres aromaticos presentes na resina,
0s quais possivelmente atuariam sobre a estrutura da parede celular desses
microrganismos através de um mecanismo de ac¢ao ainda nio elucidado.

Diante disso, foram realizados ensaios para determinar o CIM e CBM utilizando
as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Klebsiella pneumoniae ATCC
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(700603) (Tabela 8), empregando drogas como Vancomicina e Imepemem como

controle.

Tabela 8 - Resultados CIM e CBM dos extratos de prépolis vermelha e marrom

Klebsiella Pseudomas Staphylococcus Staphylococcus
pneumoniae aeruginosa aureus epidermidis
Droga (gram-negativa) | (gram-negativa) | (gram-positiva) (gram-positiva)
CiMm CBM CiM CBM CiMm CBM CiM CBM
(ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) [ (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ug/mL)
Extrato de
prépolis 313 | >125 | >125 | >125 | 31,3 | >125 | 125 | >125
vermelha
(seco)
Extrato de
proépolis 62,5 >125 62,5 >125 >125 >125 >125 >125
marrom (seco)
Vancomicina - - - - 1,9 1,9 7,8 7,8
Imepemem 31,3 31,3 - - - - - -

Fonte: Préprio Autor (2025)

Portanto para estas quatro cepas, os resultados obtidos foram satisfatorios,
indicando que ambos os extratos possuem efeito bacteriostatico em especial ao
extrato de prépolis vermelha que obteve o CIM 31,3 ug/mL para a Klebsiella
pneumoniae (gram-negativa) e Staphylococcus aureus (gram-positiva). Para as cepas
Pseudomas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis o CIM foi >125 ug/mL indicando
sem eficacia.

O extrato de propolis marrom também obteve resultado para a K. pneumoniae,
e P. aeruginosa (gram-negativas) com CIM 62,5 ug/mL para ambas resultando em um
efeito baixo e sem eficacia para as gram-positivas S. aureus e S. epidermidis.

Em relacido a analise do CBM, pode-se observar que todos os valores foram
superiores a 125 ug/mL o que sugere que a agao dos extratos de prépolis vermelha e
marrom sejam predominantemente bacteriostaticos, ou seja, inibidora do crescimento
bacteriano, em vez de promover a morte.

Dessa maneira, temos que neste presente estudo o extrato de prépolis
vermelha apresentou resultados satisfatorios para duas cepas sendo a gram-positiva

(S. aureus) e gram-negativa (K. pneumoniae). Ja na literatura [116], & notado eficacia
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contra bactérias gram-positivas (especialmente a S. aureus e Enterococcus faecalis)
e sem eficacia em gram-negativa (Escherichia coli).

Ja no estudo de Junior, et al. [117], o extrato de prépolis vermelha apresentou
atividade antibacteriana para 100% das gram-positivas testadas (S. aureus, S. aureus
ATCC 25923, Coagulase negativo) e para as gram-negativas (K. pneumoniae ATCC
13883 e Proteus mirabilis).

Por fim, no estudo de Gomes, et al (2016) [118], o extrato contendo 35% de
prépolis marrom, apresentou acao bactericida frente as bactérias gram-positivas (CIM
variou de 2,25 a 18,5mg/mL Streptococcus spp. a) e gram-negativas (CIM entre 4,5 a
18,9mg/mL para E. coli e de 4,5 a 9,3mg/mL para P. aeruginosa), variando de acordo
com a origem, sendo a de origem bovina e canina as mais resistentes, assim como
também dependente da espécie do microrganismo e de sua procedéncia.

Por fim, no estudo de Mirzoeva, et al (1997) [119], o extrato de propolis também
se obteve agao bactericida contra espécies gram-negativas (CIM entre 4,5 e 18,9mg/
mL) e gram-positivas (CIM entre 2,25 e 18,9mg/mL), sugerindo-se que o efeito seja
dependente da espécie de microrganismos, devido a complexidade da composicéo
da membrana externa das bactérias gram-negativas serem de lipossacarideos
dificultando a acdo bactericida dos ativos constituintes dos extratos de prdpolis

(derivados cinadmicos e flavonoides) em permear a membrana externa das bactérias.

5.2 CARACTERIZACAO DAS MANTAS ELETROFIADAS

Inicialmente foram preparadas mantas de PVP/PCL em diferentes
concentragdes de polimeros. Todas as mantas possuiram cor branca, de acordo com
a coloragao das matérias primas.

Posteriormente foram adicionados na solucdo PVP/PCL, a ser eletrofiada,
diferentes concentracdes de extratos de propolis vermelha, e extrato marrom. Na
Figura 23, é possivel visualizar a modificacdo da coloragao das mantas conforme a
adicdo de maior concentracdo de extratos. Para as mantas produzidas com propolis
vermelha estas possuiram coloracao avermelhada, e para as amostras produzidas
com prépolis marrom, coloragdo amarelada. Sendo que a amostra 75PVP25PCL50V

nao foi observada a formacao de fibras.
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Figura 23- Mantas Eletrofiadas a) contendo variagdes de extrato de prépolis vermelha; b) contendo
variagoes de extrato de propolis marrom

Fonte: Proprio Autor (2024)

5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

5.2.1.1 Blenda Polimérica PCL/PVP

As Figuras de 22 a 26 ilustram as morfologias das mantas eletrofiadas, com a
blenda de polimeros PCL/PVP e os respectivos histogramas de distribuicdo do
diametro. Dessa forma, foi possivel a andlise da dispersdo do diametro das
microfibras, assim como a visualizagdo do desvio padrao (Tabela 9).

A morfologia e a distribuigdo dos didmetros das microfibras composta
exclusivamente por PCL podem ser observadas na figura 24. As microfibras dispdem
de um entrelagamento aleatdrio e ndo ha nenhum padrao de alinhamento, o que pode
indicar uma deposicédo desordenada. Ja o histograma mostra um didmetro médio de
cerca de 900 nm, com um desvio padréo de 879 nm, revelando uma grande variagéo
do didmetro das fibras. Embora ndo tenham sido observados “bead”, assim como
qualquer irregularidade superficial como rugosidades, nota-se rugosidades em
algumas das microfibras. Essas rugosidades podem ser explicadas pelas interagbes

que ocorrem entre os atomos dos polimeros e o solvente usado no processo da
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eletrofiacdo, que pode afetar diretamente a qualidade das fibras [59]. Além disso, &
evidente que fatores como tensao superficial, taxa de evaporacdo do solvente e
viscosidade da solucdo também podem desempenhar um papel fundamental na
formacao das fibras. Em particular, a evaporacao incompleta do solvente durante o
deslocamento do jato para o contra eletrodo pode causar uma aglutinagdo ou mesmo
mudangas morfoldgicas, que se manifestam na forma de mantas com textura nao
homogénea. Portanto, a escolha adequada de solventes, como alcool metilico e
cloroférmio é crucial para alcancgar fibras com estruturas e texturas aprimoradas [59].

Apos a adicao de quantidades crescentes do polimero PVP ao PCL, na
proporcao de 25%, 50% e 75%, foi possivel observar um aumento inicial no didmetro
médio das fibras. Um possivel fator responsavel para esse resultado esta relacionado
a modificagdo no afinamento do jato extrudado. Dessa forma, concentra¢cdes mais
elevadas do PVP adicionado, dificulta a capacidade do jato de se manter ativo durante
a eletrofiagao. Por consequéncia, o jato foi incapaz de ser esticado antes de alcancar
o contra eletrodo. Deste modo, as fibras formadas possuiam didmetros
progressivamente maiores [37].

Por outro lado, a morfologia das fibras das blendas de PCL/PVP manteve as
caracteristicas de entrelagcamento sem alinhamento em todas as proporgdes. As
amostras de maior porcentagem de PCL apresentaram concentragao de rugosidades
superficiais maior, como evidenciado nas Figuras 25 e 26. As imagens ndo mostram
a presencga do tipo de defeito bead, o que aponta para a eficiéncia do processo de
eletrofiacao para as condigdes do experimento utilizadas no trabalho.

Na Figura 28, é mostrada a morfologia da manta eletrofiada, na auséncia de
PCL. Da mesma forma, o padrao de entrelagamento e alinhamento das fibras esta
preservado, e nenhum bead foi observado. O didmetro médio foi de 1267 nm, com um
desvio padrdo de 586 nm. A uniformidade da manta pode ser atribuida a baixa

viscosidade e a maior condutividade da solucao de PVP.
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Figura 24 - Diametro das fibras 100% PCL
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Figura 25 - Diametro das Fibras 75% PCL e 25% PVP
Figura 26 - Didametro das Fibras 50% PCL e 50%PVP
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Figura 27 - Diametro das Fibras 25% PCL e 75% PVP
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Figura 28 - Diametro das Fibras 100% PVP
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Na Tabela 9, sdo apresentados os didametros médios e os desvios das fibras

para cada amostra analisada.

Tabela 9 - Relagdo dos didmetros médios das microfibras e o desvio padrao

PCL/PVP (%) Diametro Médio (nm) Desvio Padrao (nm)

100/0 900 879
75125 1334 874
50/50 1310 586
25/75 1307 673
0/100 1267 586

Fonte: Proprio Autor (2024)
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Pode ser observado que os didmetros das microfibras mantiveram uma
distribuicdo relativamente homogénea em funcado das diferentes composi¢cdes da
blenda. Das amostras, a blenda composta por 25% de PCL e 75% de PVP apresentou
0 menor didmetro médio, com 1307 nm e um desvio de 673 nm, 0 que mostra uma
maior dispersdo quando utilizada essas proporgdes.

Os resultados obtidos evidenciam concordancia com o objetivo do trabalho
qgue é otimizar as propriedades das mantas fibrosas para aplicagbes biomédicas. O
aumento da proporcdo de PVP contribui para a hidrofilicidade da manta, uma
caracteristica importante para o sistema cujo objetivo e a liberagado controlada de
farmacos. Essa caracteristica se deve a alta solubilidade em agua do PVP e a
afinidade por liquidos biolégicos. Ja a presenga do PCL na solugéo, como observado,
mesmo em menores concentragdes, proporcionou as fibras resisténcia mecénica e
estabilidade estrutural. Para curativos, por exemplo, sdo caracteristicas fundamentais

para garantir a integridade fisica do material durante o0 manuseio e uso clinico.

5.2.1.2 Blenda Polimérica PCL/PVP — Propolis Marrom

Os resultados realgados nas Figuras 24 a 28 demonstram que a blenda mais
indicada para preparagéo de curativos, cujo objetivo é a liberagdo controlada de
farmacos, € composta por 25% de PCL e 75% de PVP, pois obteve-se a maior
incorporagao do polimero hidrofilico PVP sem apresentar defeitos e com o menor
diametro, favorecendo o objetivo deste estudo. Utilizando essas proporgdes, foram
incorporadas concentragdes de propolis marrom de 5, 10, 15, 25 e 50%, em relagéo
ao peso total dos polimeros.

A morfologia das amostras e a distribuicdo do didmetro das fibras contendo 5%,
10%, 15% e 25% de propolis marrom, respectivamente, sdo observadas nas figuras
de 29 a 32. Nas imagens, pode ser visto também, um arranjo aleatério das fibras,
auséncia de defeitos do tipo bead e uma superficie mais lisa das fibras, sem
rugosidade aparente.

A morfologia da blenda contendo 50% de prépolis marrom € apresentada na
Figura 33 que mostra uma deposic¢ao irregular das fibras, acompanhada por um
aumento no didmetro. Apesar de nao serem vistos rugosidade ou defeito do tipo bead,
a fibra com 50% de propolis tem a formacao de interconexdes entre si. O aumento no

didmetro observado pode ser devido a elevada concentracédo de prépolis marrom na
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blenda. Quanto as interconexdes, estudos relatam que essas caracteristicas podem
estar relacionadas a instabilidade do cone de Taylor, causada pela alta taxa de

evaporagao do solvente durante o processo de produgao das fibras [120].

Figura 29 - Diametro das Fibras contendo 5% de prépolis marrom
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Figura 30 - Diametro das Fibras contendo 10% de prépolis marrom
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Figura 31 - Didmetro das Fibras contendo 15% de prépolis marrom
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Figura 32 - Diametro das Fibras contendo 25% de prépolis marrom
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Figura 33 - Diametro das Fibras contendo 50% de prépolis marrom
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A Tabela 10 descreve os valores dos didametros médios das fibras contendo 5

a 50% de prépolis marrom.

Tabela 10 - Didmetro médio e desvio padrédo das blendas poliméricas variando a porcentagem de
propolis marrom

Amostra Diametro Médio (nm) Desvio Padrao (nm)
75PVP/25PCL/5M 1153 278
75PVP/25PCL/10M 1794 683
75PVP/25PCL/15M 1588 640
75PVP/25PCL/25M 1548 533
75PVP/25PCL/50M 1833 617

Fonte: Préprio Autor (2024)

A amostra com menor concentragao de prépolis marrom obteve diametro de
fibras inferiores a demais amostras. As amostras que possuiram maior didmetro das
fibras foram as amostras contendo 10 e 50% de propolis marrom. Diferentemente das
amostras com propolis vermelho, foi possivel incorporar maior quantidade de propolis
marrom nas fibras, chegando ao valor de 50%. Isto foi possivel devido a composigéo
do extrato de prépolis marrom, provavelmente mais compativel com processamento
por eletrofiagao. A adicao de maior quantidade de propolis nas fibras é favoravel, pois
estas apresentam maior quantidade de ativos presentes a serem liberados. Por outro
lado, a amostra com 50% de prépolis marrom obteve maior didmetro das fibras que
podem diminuir a area de contato da manta com uma possivel ferida. E assim,

prejudicando a efetiva liberagao.

5.2.1.3 Blenda Polimérica PCL/PVP - Prépolis Vermelho

Conforme observado nos resultados apresentados anteriormente, a blenda
ideal foi composta por 25% de PCL e 75% de PVP. A partir dessa formulagado de
proporcionalidade entre PCL e PVP, diferentes propor¢des de prépolis vermelha foram
adicionadas, correspondendo a 5%, 10%, 15%, 25% e 50% da massa total dos
polimeros.

Os resultados dessas variagdes de concentracées de propolis vermelha sao
ilustrados nas Figuras de 35 a 37. Nas micrografias ndo exibem um padrao consistente

na deposi¢cao das fibras, embora ndo tenham defeitos do tipo bead. Entretanto, a
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manta eletrofiada com 25% de propolis apontou interconexdes excessivas entre as
fibras, como mostrado na Figura 37.

Os didametros médios das fibras com diferentes concentragdes de propolis sao
demonstrados na Tabela 11. A manta com 5% de prépolis, revelou um didmetro médio
de 1958 nm com desvio de 724 nm. No entanto, para as amostras com concentracdes
de 10% e 15% de propolis os didmetros médios foram de 1361 nm e com desvio
padréo de 623 nm e 1325 nm com desvio padrdo de 563 nm, respectivamente. Por
fim, a manta com 25% de propolis resultou em um aumento significativo no didametro
médio, 3422 nm, com desvio padrao de 2314 nm.

Os resultados da amostra contendo 50% de prépolis ndo pdde ser eletrofiada
devido a alta viscosidade da solugao. Esse resultado evidencia que concentragdes
elevadas de propolis podem impactar negativamente no processo de eletrofiagao.

Como observado, os diametros das fibras ndo apresentaram uniformidade
entre as amostras. A adigao de 5% de propolis resultou em um aumento no didmetro
das fibras, enquanto as concentragbes de 10% e 15% levaram uma redugéo. Dentre
as amostras avaliadas, a blenda com 15% de prépolis foi considerada a mais
adequada para as condi¢des experimentais, pois apresentou o menor didametro, o que

é favoravel ao crescimento celular.

Figura 34 - Diametro das Fibras contendo 5% de prépolis vermelha
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de propolis vermelha

Figura 35 - Diametro das Fibras contendo 10%
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Tabela 11 - Didmetro médio das blendas poliméricas variando a porcentagem de propolis vermelha

Amostra Diametro Médio (hm) Desvio Padrdao (nm)
75PVP/25PCL/5V 1958 724
75PVP/25PCL/10V 1361 623
75PVP/25PCL/15V 1325 563
75PVP/25PCL/25V 3422 2314

Fonte: Préprio Autor (2024)

5.2.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier — FTIR

Para as diferentes mantas eletrofiadas foram realizadas analises
espectroscépicas FTIR-ATR. As mantas analisadas foram as de: PCL puro (100%);
PVP puro (100%); mantas contendo 75% PVP e 25% PCL, e mantas com 75% PVP
e 25% PCL com concentracdes de extrato de prépolis vermelha variando entre 5% e
25% e mantas contendo extrato de propolis marrom variando a concentragao de 5%
a 50%. Além das espectrometrias FTIR-ATR, foram obtidos espectros de FTIR com o
uso de pastilhas de Brometo de Potassio (KBr) para as amostras de prépolis marrom
(100%) e prépolis vermelha (100%).

As analises espectroscopicas por FTIR das mantas com diferentes
concentragdes de propolis vermelha, assim como com os espectros dos compostos
do PVP puro (100%), PCL puro (100%) e extrato de prépolis vermelha (100%) séo
demonstrados na Figura 38. A Figura 39 ilustra os espectros de FTIR das mantas
contendo variagdes de propolis marrom, PVP puro (100%), PCL puro (100%) e extrato
de prépolis marrom (100%), evidenciando as principais vibragbes moleculares
associadas. Podem ser observados no Quadro 3 e 4, as principais vibragbes nos

espectros FTIR.



Figura 38 - Espectros FTIR das mantas contendo PCL, PVP e extrato de propolis vermelha
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Figura 39 - Espectros FTIR das mantas contendo PCL, PVP e extrato de prépolis marrom
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O espectro de FTIR do PCL demonstra as vibracdes caracteristicas em 2944
cm™ e 2865 cm™ que fora atribuido ao alongamento assimétrico do grupo metileno-
oxigénio (CH,-O) e também ao alongamento simétrico dos grupos metileno (CH,-),
respectivamente [121]. A presenga do grupo carbonil no polimero é confirmado pela
banda intensa apresentada em 1724 cm™ que € caracteristica do estiramento da
carbonila (C=0) [121]. A banda em 1294 cm™ identifica o alongamento do grupo éster
(C-O e C-C) na fase cristalina. As deformagdes observadas dos grupos metileno (CH,)
que estao presentes nas bandas em 1045 cm™ e 960 cm™ [121], assim como vibragao
de alongamento assimétrico C-O-C é registrada em 1240 cm™, enquanto as bandas
em 1187 cm™ e 1170 cm™ correspondem ao alongamento simétrico C-O-C, sendo
esta ultima relacionada a fase amorfa do PCL [121, 113].

O espectro do PVP expde uma larga banda em torno de 3429 cm™', no qual
expressa a vibragao do estiramento O-H, devido a presenga de agua neste polimero
por ser altamente higroscopico [122]. A banda em 2954 cm™' surge a partir do
estiramento do —CHz. A banda mais intensa foi encontrada em 1646cm-' devido a
vibragdo do estiramento C=0 na amida. A banda em 1496 cm™' corresponde as
vibragdes de estiramento C-N [122, 123]. As bandas 1463, 1440 e 1422 cm™' sdo
atribuidas a deformagéo CH do grupo CHzciclico. A banda em 1291 cm™' corresponde
ao alongamento C-N no anel N-vinilpirrolidona. As outras bandas fracas também
foram encontradas em 1229 e 1171 que foram atribuidas a torgao CHz2 [123].

Forte absorgcdo no intervalo de 3600-3000 cm™ dos extratos de propolis
vermelha e marrom aparecem em aproximadamente 3410 cm™ e 3417 cm™,
respectivamente. Essas bandas sao atribuidas ao estiramento O-H dos grupos
fendlicos [102, 124]. Bandas em 2929 cm™ (prépolis vermelha) e 2927 cm™ (prépolis
marrom) indicam estiramentos assimétricos dos grupos CH, [102, 124].

Os sinais em 1619 cm™ e 1618 cm™, observados nos extratos de propolis
vermelha e marrom, respectivamente, estdo associados a deformagédo axial C=0.
Uma variagcéo significativa na regiao de 1500 a 900 cm™ sugere diferengas na
composic¢ao quimica entre os extratos analisados [124].

A deformacéao axial C=C, sao representadas pelas bandas em 1508 cm™ e
1454 cm™ (prépolis vermelha), e 1515 cm™ e 1457 cm™ (propolis marrom) e séo
caracteristica do anel aromatico presente nos flavonoides [124]. Para a propolis

vermelha, a banda em 1285 cm™ ¢é atribuida a deformacao axial assimétrica C-O-C,
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enquanto as bandas em 1025 cm™ e 1027 cm™ (propolis vermelha e marrom,
respectivamente) indicam deformacao axial simétrica C-O-C. Finalmente, a banda em
840 cm™ na prépolis vermelha representa a deformagao angular fora do plano para
C-H [124].

Os extratos de prépolis vermelha e marrom apresentam bandas caracteristicas
de grupos funcionais fendlicos (O-H) e anéis aromaticos (C=C), confirmando a
presenca de flavonoides. Além disso, as bandas atribuidas a grupos C-O-C reforgam

a identificagdo desses compostos em ambos os extratos [124].

Quadro 3 - Atribui¢cdes das vibracdes dos compostos do PCL e PVP

Amostra| Numero de onda (cm’) Atribuicdo Referéncias
2944 Alongamento assimétrico C-H [121]
(CH2)
2865 Alongamento simétrico C-H [121]
(CH2)
1724 AIongamt'ento' C=0 (fase [121]
cristalina)
Alongamento C-O e
_. 1294 alongamento C-C (fase [121]
g cristalina)
1240 Alongamento assimétrico C-O-C [113, 121]
1187 Alongamento simétrico C-O-C [121]
1170 Alongamento simétrico C-O e C- (113, 121]
C (fase amorfa)
1045 Deformacdo angular CH» [121]
960 Deformacao angular CH; [121]
3410 Alongamento OH [122]
2954 Alongamento assimétrico (CH2) [122]
1646 AIongament'o C:O na amida [122]
primaria
X 1496 Alongamento C—N [122,123]
e 1463 Deformacgdo C-H (CH>) [123]
1440 Deformacgdo C-H(CH) [123]
1422 Deformacdo C-H(CH) [123]
1291 Alongamento C—N [123]
1229 Torgao CH» [123]

Proéprio Autor (2024)



80

Quadro 4 - Atribui¢cdes das vibragcdes dos compostos dos extratos de prépolis vermelha e marrom

Numero de onda e ~ A .
Amostras u (cm) Atribuicao-Deformacao Referéncias
3410 O-H para fendis [124]
2929 C-H para aromaticos [124]
© 2853 C-H para alifaticos [124]
TEJ 1619 C=0 [124]
g 1508 C=C para anel aromatico [124]
o
% 1454 C=C para anel aromatico [124]
E 1285 assimétrica para C-O-C [124]
1025 simétrica para C-O-C [124]
840 angular fora do plano para C-H [124]
3417 O-H para fendis [102]
g 2927 C-H para aromaticos [102]
s 1618 c=0 [102]
o
% 1515 C=C para anel aromatico [102]
& 1278 assimétrica para C-O-C [102]
1027 simétrica para C-O-C [102]
Proprio Autor (2024)

Os espectros de FTIR-ATR das blendas compostas por 75% de PCL e 25% de
PVP, incorporadas com extratos de propolis vermelha e marrom, ilustram intensidades
e bandas caracteristicas correspondentes aos componentes PCL e PVP.

As composigdes das mantas contendo 5%, 10%, 15% e 25% de propolis
vermelha, bem como 5%, 10% e 15% de prépolis marrom, ndo exibem vibragdes
atribuiveis aos extratos das prépolis. O comportamento pode ser atribuido a baixa
concentracdo dos extratos nas blendas, aliada a possibilidade de sobreposicao de
bandas espectrais, sugerindo boa homogeneidade das mantas analisadas [59].

Para as blendas contendo 25% e 50% de prépolis marrom, foi observado
formagdo de uma banda de menor intensidade em 1618 cm™, que foi atribuida a
deformacéo axial da ligacao C=0. Esse resultado pode indicar que para maiores

concentragdes de prépolis marrom, 25% e 50% pode levar a uma influéncia na
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estrutura quimica que pode ser detectada por FTIR. O mesmo comportamento foi
observado por Rodrigues et al. [59], no entanto, no estudo, foram produzidas mantas
eletrofiadas contendo apenas PCL e variagbes de 1 a 15% de prépolis vermelha e 1

a 15% de cera de propolis vermelha.

5.2.3 Propriedades mecéanicas das mantas eletrofiadas

As mantas de 100% de PCL, 100% de PVP, as blendas de 75% de PVP e 25%
de PCL, assim como as variacdes de incorporacao de 5%, 10% e 15% de extrato de
propolis vermelha e 5%, 10%, 15%, 25% e 50% de extrato de propolis marrom tiveram
as propriedades mecanicas obtidas por ensaios de tracdo uniaxial. Como as blendas
compostas por 75% de PVP, 25% de PCL e 25% de extrato de propolis vermelha
possuiu elevada fragilidade nao foi possivel realizar os ensaios para esta amostra. Os
resultados das curvas de tensao-deformacgao sao expostos na Figura 40. As mantas
contendo diferentes concentracdes de extrato de prépolis marrom sao mostradas na
Figura 41. Os resultados com os valores de resisténcia a tragdo, alongamento na
ruptura e modulo de elasticidade sdo mostrados na Tabela 12. Os calculos foram

realizados com base nos dados extraidos das curvas.

Figura 40 - Curvas representativas do comportamento tens&o x deformagéo das mantas contendo
extrato de propolis vermelha, juntamente com 100% PCL e 100% PVP
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Figura 41 - Curvas representativas do comportamento tens&o x deformagéo das mantas contendo
extrato de propolis vermelha, juntamente com 100% PCL e 100% PVP
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Tabela 12 - Propriedades mecanicas das mantas eletrofiadas

Deformagao Mdxima

Amostras Tensao Maxima (Mpa) (%) Modulo elastico (Mpa)
100% PCL 3,4+0,6 166,7+14,5 18,9
100% PVP 0,810,3 2,9+0,8 28,6
75PVP/25PCL 1,0+0,9 48,014,1 9,1
75PVP/25PCL/5V 0,6+0,2 15,2+2,3 15,1
75PVP/25PCL/10V 0,8+0,1 7,2+1,9 24,1
75PVP/25PCL/15V 1,5+0,3 3,710,8 41,2
75PVP/25PCL/5M 0,6+0,2 7,5¢1,1 16,1
75PVP/25PCL/10M 1,1+0,4 4,2+0,7 26,4
75PVP/25PCL/15M 1,6%0,2 2,0+0,5 78,1
75PVP/25PCL/25M 0,5+0,1 3,1+0,4 15,8
75PVP/25PCL/50M 0,4+0,1 3,1+0,6 10,8

Fonte: Préprio Autor (2024)

Os resultados obtidos com os ensaios de tensao-deformagcéo mostram

diferengas importantes no comportamento mecéanico das mantas compostas por 100%

de PCL e 100% de PVP. A manta de PCL mostra uma grande regido de deformagéao

apos o esforco aplicado nos testes, o que mostra uma alta ductilidade, enquanto as

mantas de PVP realgaram rompimentos logo apds atingir o ponto de escoamento, o

que demonstrando sua fragilidade. Os mesmos resultados foram observados por KIM,
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et al. [37], que estudou blendas formadas por 100% PCL, 100% PVP, e proporcoes
mistas de 90% PCL/10% PVP, 80% PCL/20% PVP, 60% PCL/40% PVP, 50%
PCL/50% PVP, e 40% PCL/60% PVP.

Nos resultados do trabalho, a blenda composta por 75% de PVP e 25% de PCL
revelou reducgdes na tensdo maxima e na deformagado maxima quando comparada as
mantas com composigdes puras. No entanto, mesmo exibindo esses resultados, a
blenda ainda manteve certa ductilidade.

Com a incorporagéo de diferentes proporgdes de propolis vermelha (5%, 10%
e 15%) a matriz 75% PVP/25% PCL, foi observado redugdo na deformacgao,
acompanhada por um aumento no modulo de elasticidade. Também foi observado
que a tensdo maxima expés um pequeno aumento, que é gradual, com o aumento da
concentracdo de prépolis vermelha. Essas alteragbes conferiram as mantas
caracteristicas frageis.

Quando comparadas aos resultados das mantas com a prépolis vermelha as
blendas contendo propolis marrom (5%, 10% e 15%) obtiveram comportamentos
mecanicos semelhantes as blendas com propolis vermelha, no entanto, as amostras
com adicado de prépolis marrom apresentaram maior resisténcia que as de propolis
vermelha nas mesmas concentracgdes.

Os resultados mostram que o PVP, em concentragdes superiores as do PCL,
75% de PVP e 25% de PCL, observa-se uma redugéo tanto da tensdo maxima quanto
da deformacao da blenda.

Por fim, os resultados obtidos, indicam que a adigdo de extratos de prépolis,
tanto vermelha quanto marrom na porcentagem de 15%, intensifica a resisténcia
quando comparado a blenda composta por 75%PVP e 25%PCL. Esses resultados
mostram a grande importdncia para manipulagdo, transporte e aplicacdo dos
curativos. Assim como também, a importancia de manter o PCL como um componente
essencial na matriz das blendas, uma vez que sua auséncia resulta em uma manta
com propriedades mecanicas fragil e, portanto, inadequadas para aplicagbes que

requerem maior resisténcia e ductilidade.

5.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das mantas eletrofiadas foram realizadas por meio da

analise termogravimétrica (TGA) (Figura 42), evidenciando a variagcdo da massa
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residual em fungéo da temperatura e sua derivada (DTG) (Figura 43), no qual ilustrou
a taxa de variacdo da perda de massa, possibilitando identificagdo precisa dos
eventos associados a degradagao térmica.

Figura 42- Curvas de TGA das mantas eletrofiadas
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Figura 43- Curvas DTG das mantas eletrofiadas
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Conforme o termograma ilustrado na Figura 42 das mantas eletrofiadas pode-
se verificar que a perda de massa do PCL puro comecgou a ocorrer por volta de 350
°C e se estendeu a 450 °C. Em relagao ao PVP puro, o intervalo de perda de massa
compreendeu entre 26 a 80 °C referente a perca de umidade e apés 380 a 480 °C. Ja
as blendas formadas por 50% PCL e 50% PVP, 75% PCL e 25% PVP, e 25% PCL e
75% PVP a temperatura de degradagdo apresentou-se proxima aos valores
mencionados para os polimeros de forma individualizada.

As blendas preparadas com a adicdo de extrato de propolis vermelho
apresentaram trés eventos térmicos distintos, observados durante a anélise térmica.
O primeiro evento ocorreu entre aproximadamente 32 °C e 80 °C, atribuido a perda
de umidade. O segundo evento foi registrado entre 270 °C e 380 °C, e o terceiro evento
se manifestou entre 390 °C e 480 °C. Em comparag¢ao com a blenda pura, composta
por 75% de PVP e 25% de PCL, os resultados indicaram um comportamento térmico
semelhante, com apenas uma leve variacdo. Isso sugere que a adi¢do do extrato de
prépolis vermelho a blenda n&o exerce uma influéncia significativa sobre seu
desempenho térmico, evidenciando que a inser¢cdo do extrato ndo altera
substancialmente as propriedades térmicas da composicdo. Ja para as blendas
formadas com adicdo de propolis marrom, pode-se verificar que continuam
apresentando a perca de umidade variando entre 26 a 80 °C, posteriormente ha perca
de massa em 260 a 380 °C e 400 a 480 °C. Com excecéao das blendas compostas por
25 e 50% de prépolis marrom, que ha uma certa variagdo no segundo estagio de180
a 270 °C e no terceiro estagio variando de 300 a 380 °C. Isso pode ser justificado, pela
alta concentragao de prépolis marrom na estrutura do material resultando numa maior
degradagéo dos compostos volateis contidos na propolis marrom. E por fim, o ultimo
estagio, assemelhando com a caracteristica da blenda composta por 75% PVP e 25%
PCL, variando de 400 a 480 °C.

Na Figura 43, para o PCL puro ¢ ilustrado o pico de 410 °C e para o PVP puro
o pico de 430 °C. Os valores obtidos estdao em consonancia com os dados presentes
na literatura, uma vez que a decomposi¢cao da cadeia principal do PCL ocorre entre
300 a 410 °C [125] e a temperatura de degradacgao do pico de PVP ocorre por volta
de 400 a 450 °C [126].

Em relacao as blendas contendo 50% PCL e 50% PVP, 75% PCL e 25% PVP,
e 25% PCL e 75% PVP, é observado que surge dois picos e as intensidades variam

de acordo com a concentragcdo de PVP. Em relac&o as blendas contendo as variacdes
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de prépolis vermelha e marrom, também apresentaram os picos caracteristicos do
PCL e PVP, caracterizando-se a blenda em materiais imisciveis, uma vez que mantem

as caracteristicas térmicas dos polimeros individuais.

5.2.5 Teste de liberagao

Os ensaios de liberagcado foram conduzidos para avaliar a liberagao de extratos
de propolis vermelha e marrom em meio aquoso, incorporados na blenda composta
por 75% de PVP e 25% de PCL. As micrografias das mantas eletrofiadas, obtidas
apos periodos de incubagao de 0,5 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h, estéo ilustradas
na Figura 44 e 45.

A Figura 46 exibe o grafico da perda de massa ao longo do mesmo intervalo de
tempo. Na Figura 47, ilustra as imagens apds a finalizagdo da incubagdo das
amostras, ja a Figura 48 apresenta o grafico de absorbancia do meio aquoso residual
apos a incubagao, como medida indireta da liberagdo dos extratos pelas mantas.
Esses resultados fornecem informacgdes relevantes sobre o perfil de liberagdo dos

compostos bioativos incorporados na matriz polimérica.

Figura 44 - Teste de liberagdo da blenda contendo prépolis vermelha (a) em 30 minutos, (b) em 24
horas, (c) 48 horas, (d)72 horas, (e) 96 horas, (f) 168 horas
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Figura 45 - Teste de liberagédo da blenda contendo prépolis marrom, (a) em 30 minutos, (b) 24 horas,
(c) 48 horas, (d) 72 horas, (e) 96 horas, (f) 168 horas
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As imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das mantas
eletrofiadas contendo 75% de PVP/25% de PCL, incorporando propolis vermelha e
marrom, estdo apresentadas nas Figuras 44 e 45. Nas micrografias dessas figuras,
as condicoes de analise foram realizadas nos seguintes periodos: a) 0,5 horas, b) 24
horas e c) 72 horas. A partir das observagdes, constatou-se que as mantas
apresentam caracteristicas de rugosidade e formacdo de interconexdes entre as
fibras, resultando na criacdo de poros. De acordo com o estudo de KIM, et al. [37],
apos 24 horas de repouso, foram formados diversos poros ultrafinos na superficie das
fibras, o que levou a dissolugao do PVP devido ao contato com o meio de incubacéo.
No mesmo estudo, foi mostrado que a manta eletrofiada composta apenas por PCL
nao sofreu alteracdes importantes ao ser submetida a solugao. Esse resultado pode
ser devido a alta cristalinidade do PCL e a hidrofobicidade relativas [37].

Nas micrografias das amostras apresentadas nas Figuras 44 e 45 (itens c, d,
e, f), observa-se a presencga de diversas interconexdes entre as fibras, com diametros
superiores aos inicialmente observados. Com o aumento do tempo de incubacgao,
observa-se uma diminuigdo no numero de fibras presentes. Esse efeito pode indicar
que o didmetro das fibras exerceu influéncia importante na degradagéo das mesmas.
E pode ser explicado pelas diferengas na razdo superficie/volume das fibras, ou seja,
as fibras mais finas realcam uma razao superficie/volume maior, quando comparadas
as mais espessas o que resulta em um contato maior com o meio, favorecendo umas

taxas de degradagédo mais elevadas.
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Figura 46 - Grafico da razdo massa final-massa inicial no periodo de 0,5 a 168h referente ao
processo de liberagéo de propolis vermelho e marrom
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Fonte: Préprio Autor (2024)

A Figura 46 exibe o grafico da perda de massa das blendas no intervalo de
tempos de 0,5 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h. Para a blenda contendo propolis
vermelha, pode ser observado, entre 0,5 h e 96 h, que ocorre a perda, praticamente
total, da massa do PVP, conforme estudo de KIM, et al [37], restando apenas em
pequenos tracos de propolis. Apds 96 h, pode ser observado que a curva fica estavel
de forma quase constante, com uma leve inclinagéo, o que pode indicar uma liberagao
residual minima. O comportamento observado pode ser explicado considerando que
o material restante na manta seja composto predominantemente por PCL e com
pequenos resquicios de propolis vermelha. As fotos obtidas durante o processo de

liberagado podem ser vistas na Figura 47.
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Figura 47 - Produto e subproduto do teste de liberagcdo das mantas poliméricas contendo extrato de
prépolis vermelho € marrom

Fonte: Proprio Autor (2024)

A Figura 48 ilustra uma maior liberagao no intervalo de 0,5 h as 96 h para a
blenda contendo prépolis marrom. No intervalo de tempo é observado a perda maior
de massa, no entanto o processo de liberagéo continua além desse ponto, exibindo
uma inclinagao ligeiramente maior do que a observada para a prépolis vermelha. Isso
indica que a blenda contendo prépolis marrom contém um periodo de liberagdo mais

prolongado em comparagao a blenda com prépolis vermelha.
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Figura 48 - Grafico do estudo de liberagédo do liquido sobressalente contendo prépolis vermelho,
absorbancia x tempo
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As analises de absorbancia no liquido sobrenadante foram realizadas a 510
nm, conforme descrito por De Lima, [125]. A Figura 48 evidencia os perfis de liberacao
para propolis vermelha e marrom. Para a prépolis vermelha o pico maximo de
liberacdo ocorre em aproximadamente 24 horas, no entanto para a propolis marrom o
pico ocorre em 48 horas. O grafico 48 pode indicar que a liberagdo da propolis
vermelha em maior quantidade foi em 24 horas, seguida por declinio e posteriormente
uma continua liberacao de 50 h a 168h. Para a prdpolis marrom houve reducio na
liberagdo apés um pico maximo (48 horas), com retorno do processo de liberagao
apo6s 96 horas, como pode ser observado pela mudancga na inclinagdo da curva. Os
mesmos resultados também foram observados por KIM, et al. [37], que demostrou que
os sistemas de liberagao baseados em PCL/PVP apresentam uma liberagao inicial
rapida (explosao), seguida por uma liberagao prolongada.

O estudo de KIM, et al. [37] também destaca que o aumento do conteudo de
PVP no sistema resulta em maior liberagao inicial. Por exemplo, apds 1 hora de
incubacao, a liberagao inicial para misturas PCL/PVP nas propor¢des 90/10, 80/20 e

50/50 foi de 67%, 75% e 97%, respectivamente. A liberagdo prolongada lenta foi



94

monitorada até 24 horas, quando as fragdes de PVP remanescentes eram de
aproximadamente 25%, 10% e 0%, respectivamente. O estudo ainda ressalta que, na
mistura PCL/PVP 50/50, o PVP foi quase completamente lixiviado em um dia.

Os dados experimentais indicam que os padroes de liberacdo observados para
a prépolis podem ser parcialmente explicados pelo comportamento descrito para
sistemas de liberagdo PCL/PVP, evidenciando semelhangas no fenémeno de

liberacdo, seguido por uma liberagdo sustentada.
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6 CONCLUSAO

As mantas poliméricas eletrofiadas, incorporadas com o extrato de propolis
vermelha e marrom, foram produzidas com éxito. A manta que apresentou a
otimizagcado dos extratos foi a que apresentou 15% de concentragdo de extrato de
prépolis vermelha e 25% de extrato de prépolis marrom.

Durante a caracterizacdo dos extratos, observou-se que o extrato da prépolis
vermelha apresentou altas concentragdes de fendis totais, flavonoides, o que
potencializou sua capacidade antioxidante. Ja o extrato de propolis marrom também
apresentou resultados elevados, embora inferiores aos obtidos com a propolis
vermelha. Isso se deve devido a composig¢ao quimica da propolis vermelha ser rica de
fendis totais e flavonoides, provenientes de uma unica fonte botanica e a préopolis
marrom, de fontes botanicas variadas.

Em termos de atividade antibacteriana, os extratos de prépolis vermelha e
marrom demonstraram propriedades bacteriostaticas. Contudo o extrato de prépolis
marrom apresentou melhor resultado para as cepas gram-negativas quando
comparado a propolis vermelha que apresentou eficacia para uma gram-positiva S.
aureus. Para a cepa K. pneumoniae ambos apresentaram eficiéncia, porém em baixa
escala.

Quanto a liberagdo dos bioativos, as mantas apresentaram comportamentos
distintos, o que as tornam adequadas para diferentes aplicacdes. As mantas contendo
extrato de propolis vermelha sido indicadas para tratamentos que exigem liberacao
rapida de farmacos, enquanto as mantas contendo extrato de prépolis marrom sao
mais adequadas quando se espera uma liberagao mais prolongada, permitindo um
controle mais eficiente do processo.

Na estruturacido, foi perceptivel a importancia da formagao da blenda de
PVP/PCL, pois de um lado, o PVP favoreceu a liberagao dos extratos, embora tenha
conferido fragilidade aos curativos. Por outro lado, o PCL contribuiu para melhorar a
ductilidade da estrutura do curativo.

Portanto, essas caracteristicas foram determinantes para o desenvolvimento
de curativos contendo extratos de propolis vermelha e marrom, que podem ser
utilizados de forma especifica em tratamentos que demandem diferentes perfis de

liberagdo dos compostos bioativos.
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Para etapas futuras sugere-se o avango deste estudo em testes clinicos em
humanos, estudos biolégicos de outros microrganismos e resultados de porosidade

das microfibras.
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