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Resumo

Segundo dados do ministério da saude estima-se que existam milhares de tipos diferentes de
doencas raras em todo o mundo. Alguns tipos séo de pele e provocam ferimentos de grande
proporcdo no tecido dérmico, necessitando de um acompanhamento e tratamento médico.
Atualmente existem curativos dérmicos comerciais, como BiobraneTM, Alloderm® e Integra®
que sdo a base de nylon/coldgeno tipo  I/silicone,  colageno/elastina e
colageno/glicosaminoglicanos, respectivamente. Esses produtos auxiliam no processo
regenerativo, contudo, esses curativos apresentam um custo elevado. Buscar alternativas que
sejam de baixo custo e com um maior desempenho no tratamento, se torna cada vez mais
relevante. Logo, o Latex, e o poli(alcool vinilico) (PVA), que por sua vez, possuem
propriedades quimicas relevantes e caracteristica de biocompatibilidade, se mostrando
alternativas para tratamento de lesdes teciduais. Em associacdo aos dois materiais, o extrato de
Caléndula officinalis (CO) é um extrato natural que possui propriedades que auxiliam no
processo de cura desses ferimentos deérmicos. Desta maneira, objetivo do trabalho foi
desenvolver uma membrana a base de latex e PV A associada ao extrato de CO para as doencas
dérmicas raras. O projeto foi desenvolvido em trés etapas. Na etapa 1 foi realizada o estudo da
desproteinizacdo do latex utilizando o processo de centrifugacdo e purificacdo; na etapa 2 foi
elaborado um estudo da blenda de latex/PVA, nas composi¢des 50/50, 75/25, 80/20, 90/10,
respectivamente. Foram realizadas as caracterizac@es por espectroscopia no infravermelho por
transformada de fourier (FTIR), termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), ensaio de intumescimento, potencial zeta, angulo de contato, microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), ensaio mecénico e ensaios in vitro de viabilidade celular. Os resultados
obtidos na etapa 1 mostraram que o latex ndo centrifugado e ndo purificado (LNCP) resultou
numa estabilidade térmica, maior taxa de intumescimento e uma maior viabilidade celular. Na
etapa 2, o latex/PV A na composicdo de 80/20 se mostraram com maior taxa de intumescimento,
com poros e rugosidade na superficie e mais resistente termicamente e mecanicamente, sendo
promissor para a aplicacdo em questdo. Além disso, todas as composicdes de latex/PVA nédo
apresentaram citotoxicidade. Na etapa 3, as analises de FTIR, TG e DSC mostraram que 0
extrato de CO nas concentracdes de 25, 50 e 100 mg/mL foram incorporados na membrana de
latex/PV A na composicdo 80/20. O ensaio de liberagdo mostrou uma maior liberacéo de extrato
de 100 mg/mL seguidos das demais concentracdes, nas primeiras horas e um platé nos dias
seguintes. Ensaios microbiol6gicos mostraram inibicao do extrato com S. aureus. Os resultados
sugerem que o extrato de CO incorporado a membrana de Latex/PVA se mostram promissores
para as doencas dérmicas raras.

Palavras Chave: Biomaterial, borracha natural, PVA, doenca dérmica, cicatrizacdo de pele.



Abstract

According to data from the Ministry of Health, it is estimated that there are thousands of
different types of rare diseases worldwide. Some types affect the skin and cause extensive
injuries to the dermal tissue, requiring medical monitoring and treatment. Currently, there are
commercial dermal dressings, such as Biobrane™, Alloderm®, and Integra®, which are based
on nylon/collagen type I/silicone, collagen/elastin, and collagen/glycosaminoglycans,
respectively. These products assist in the regenerative process; however, they come with a high
cost. Seeking alternatives that are low-cost and have better performance in treatment is
becoming increasingly relevant. Thus, biomaterials are an alternative for tissue injury
treatments, such as latex and poly(vinyl alcohol) (PVA), which possess relevant chemical
properties and biocompatibility characteristics. In association with these materials, Calendula
officinalis (CO) is a natural extract that possesses properties aiding in the healing process of
these dermal wounds. Thus, the objective of this study was to develop a membrane based on
latex and PV A associated with CO extract for rare dermal diseases. The project was developed
in three stages. In stage 1, the study of latex deproteinization was carried out using
centrifugation and purification processes; in stage 2, a study of the latex/PVA blend was
elaborated, with compositions of 50/50, 75/25, 80/20, 90/10, respectively. Characterizations
were performed by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetry (TG),
differential scanning calorimetry (DSC), swelling assay, zeta potential, contact angle, scanning
electron microscopy (SEM), mechanical testing, and in vitro cell viability assays. The results
obtained in stage 1 showed that non-centrifuged and non-purified latex (NCNP) resulted in
thermal stability, higher swelling rate, and increased cell viability. In stage 2, the latex/PVA
composition of 80/20 showed a higher swelling rate, with pores and roughness on the surface,
and was more thermally and mechanically resistant, being promising for the application in
question. Additionally, all latex/PVA compositions showed no cytotoxicity. In stage 3, the
FTIR, TG, and DSC analyses showed that the CO extract at concentrations of 25, 50, and 100
mg/mL was incorporated into the latex/PVA membrane with an 80/20 composition. The release
assay demonstrated a higher release of the 100 mg/mL extract, followed by the other
concentrations, during the initial hours, reaching a plateau in the subsequent days.
Microbiological assays indicated a slight inhibition of the extract against S. aureus. These
results suggest that the CO extract incorporated into the latex’PVA membrane may be
promising for rare dermal diseases.

Key Word: Biomaterial, natural rubber, PVA, skin diseases, skin healing.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que existam de 6.000 a 8.000 tipos diferentes de doencas raras em todo
0 mundo e no Brasil, cerca de 13 a 15 milhdes de pessoas possuem alguma doenca rara.
Essas doencas sdo geralmente crénicas, progressivas, degenerativas e até mesmo
incapacitantes, afetando a qualidade de vida das pessoas e suas familias. O tratamento por
muitas vezes requer uma equipe multiprofissional, incluindo médicos, fisioterapeutas,
psicologos, nutricionistas e fonoaudidlogos. Por ser raro, muitas dessas doencas nao
possuem um tratamento efetivo e apenas 10 % delas possuem algum tratamento por
medicamentos especificos e que por muitas vezes sdo de alto custo (BRASIL, 2014).

Alguns tipos de doengas, sdo de pele e provocam ferimentos de grande proporcéo
no tecido dérmico. Essas feridas, quando ndo cicatrizadas corretamente ou acarretam
problemas como inflamagdo excessiva, desordem no processo regenerativo da pele e
arquitetura anormal da matriz extracelular (NYSTROM e BRUCKNER 2018). Diante
desse fato, buscar produtos que amenizam esses tipos de problemas se torna cada vez
mais relevante. Atualmente, as pesquisas sdo voltadas a utilizacao de polimeros sintéticos
e naturais para aplicacdes biomédicas (SATCHANSK et al. 2024).

Tendo em vista os polimeros naturais, o latex € uma borracha natural extraida da
arvore brasileira, Hevea brasiliensis ou mais comumente chamada de Seringueira. Essa
borracha é derivada de uma secrecao esbranquicada nomeada de seiva leitosa coagulada,
produzida pelo caule da arvore quando sofre uma incisdo na casca (ROSA et al. 2019). A
composicédo do latex consiste basicamente em 35,62 % de borracha, 1,65 % de extrato de
acetona (lipidios, resinas e ceras), 2,03 % de proteinas, 0,34 % de carboidratos, 0,70 %
de cinzas e 59,62 % de agua (JALANI e RAMLI, 2003). O latex tem sido utilizado, ha
anos, pela indastria para confeccdo de luvas, chupetas, mamadeiras, preservativos
(SALOMEZ et al. 2014). Contudo, se torna muito promissor na area de engenharia
tecidual (OKAMOTO 2018) por apresentar biocompatibilidade (a seiva do latex),
processo de vascularizacdo aprimorada e possuir uma matriz sélida para a liberacao
modificada de medicamento (GUERRA et al. 202). Dentro desse ambito, suas aplica¢es
tém sido voltadas as diversas areas de regeneracéo, tais como, a 6ssea (KERCHE-SILVA
et al. 2018), de cartilagem (KINOSHITA et al. 2019) dérmica (KRUPP et al. 2019;
GARMS et al. 2019).

Apesar do latex ser um material promissor nas aplica¢des na regeneragdo dérmica

(LEITE et al. 2020), as proteinas presentes nas suas estruturas (fracfes séricas do latex)
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se tornam um desafio, uma vez que as mesmas possuem caracteristicas alergénicas que
geralmente se manifesta através da pele (NUCERA et al. 2020). Desta maneira, a
desproteinizacdo do latex é comumente realizada, a partir de diferentes processos, como
a centrifugacdo, lixiviacdo simples ou até mesmo a base de solventes (SUKSAEREE et
al. 2023). Por outro lado, estudos mostram que as proteinas alergénicas que constituem a
fracdo sérica do latex possuem caracteristicas angiogénicas, anticancerigenas,
antimicrobiana e regenerativa, que sdo promissoras na aplicacdo biomedica (FERREIRA
et al. 2009; HERCULANO et al. 2024; ANDRADE et al. 2022). Alem disso, o latex é
comumente associado a outros tipos de materiais para obtencdo de blendas visando
melhorar suas propriedades fisicas (DATTA 2013).

Algumas doencas dérmicas raras, bem como a Psoriase, Epidermolise Bolhosa e
o Prurigo, apresentam alteracdes na pele caracterizadas por lesdes, bolhas, escaras e até
0 aparecimento de Ulceras. Tais alteracdes dérmicas levam a um processo inflamatério,
coceiras, escamacdo e uma dificil cicatrizacdo (MELLERIO et al. 2020; LEE e KIM
2023; WONG e YEN 2022). Em vista disso, o latex demonstra auxiliar no processo
inflamatdrio e de cicatrizacao, devido suas propriedades naturais inerentes (PENHAVEL
et al. 2016). Ademais, para um tratamento que exija protecdo contra a perda de agua,
capacidade de absorver o exsudato, troca de gases e permeacao de fArmacos por meio da
permeacdo da pele, o poli alcool vinilico (PVA) mostra ser um potencial material para
auxiliar no processo de cicatrizacdo dessas lesdes (FERNANDES et al. 2023; JIN 2022).
O PVA pode ser considerado um curativo imido, devido a sua caracteristica hidrofilica.
Tal caracteristica é suficiente para que a ferida seja cicatrizada mais rapidamente
comparado com um curativo seco por manter o local do ferimento apropriado para o
processo de ciacatrizacdo (JIN 2022).

O PVA é um polimero muito empregado na formacdo de blendas para as
utilizacBes biomedicas (ABDEL-MOHSEN et al. 2011; PAN et al. 2020; QURESHI et
al. 2021). O PVA é um hidrogel sintético, livremente solivel em &gua e é associado a
outros materiais para conferir estrutura de suporte e além de propriedades biocompativeis
e biodegradaveis pelo organismo (PARADQOSSI et al. 2003; GAO et al. 2019) O mesmo
pode ser utilizado como uma cobertura ideal para a cicatrizagdo de feridas, pois previne
a perda de agua e desempenha um papel de barreira contra microrganismos do ambiente
externo (KIM e LEE 2017).
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Visando o desenvolvimento de uma blenda, a associacdo blendas com diferentes
tipos de farmacos de origem natural tém sido bastante estudado para liberagdo modificada
(ADEOSUN et al. 2020), regeneracédo de orgaos e tecidos (FARAG 2023), cicatrizacao
de lesdes (MURRAY et al. 2019), enxertos (SHEIKH et al. 2017). Desta forma, os
extratos naturais ganham espaco nesse ambito uma vez que possuem a capacidade de
auxiliar em varios tipos de tratamentos (ILOMUANYA et al. 2021). O extrato de
Caléndula officinalis (CO) contribui em tratamentos de feridas dérmicas, como no efeito
calmante em regides acometidas por irritagdes (SIMOES et al.2020). A CO é uma planta
conhecida comumente como margarida ou bem me quer. Essa planta possui composi¢oes
quimicas que incluem triterpendides, esterdides, terpenoides, &cidos fendlicos,
carboidratos, acidos graxos, carotenoides, Oleos essenciais, minerais, quinonas e
tocoferois (AK et al. 2021). E uma planta considerada aromatica com flores amarelas e
laranjas e muito utilizadas na cura de feridas dérmicas, queimaduras, cortes, erupcdes
cutaneas, contusdes e até mesmo tratamento de Ulceras nos pés (BROWN e DATTNER
1998).

Atualmente, existem varios curativos dérmicos comerciais que sdo utilizados para
o tratamento em diversos tipos de lesdes dérmicas. A Biobrane™ (marca inglesa Smith
Nephew) é produto comercial com uma estrutura bilaminar constituida por uma
membrana de tecido de nylon revestido com silicone o qual o colageno tipo | de origem
suina esta quimicamente ligado (SHARMA et al. 2019). Essa membrana possui
caracteristicas de adesdo, flexibilidade, elasticidade, fornece uma barreira contra
patdgenos e reduz a producdo de exsudato de queimaduras. A mesma pode ser utilizada
para lesdes dérmicas parciais e profundas (FAN et al. 2018). A Alloderm® (Lifecell,
Branchburg, NJ) por sua vez, € uma matriz acelular para regeneracao dérmica a base de
colageno, elastina e possuem antigenos associados a sua matriz (AGARWAL et al 2015).
A matriz tem a capacidade de servir como uma ponte para a reconstru¢cdo permanente
com cobertura de enxerto de pele ou mesmo como curativo bioldgico permanente de
defeitos cirurgicos complexos e com resultados estéticos favoraveis (DENEVE et al.
2013). A membrana Integra® (IDRT, Integra LifeSciences, Princeton, NJ, EUA) é um
curativo dérmico, o qual possui uma dupla camada de colageno tipo | e
glicosaminoglicanos com cobertura de silicio semipermeavel e atua na cobertura e
fechamento imediato das feridas dérmicas (TAUPIN et al. 2023).
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Além de serem produtos importados, o tratamento & base dessas membranas €
relativamente caro. Na Tabela 1, é possivel observar o valor médio, em ddlar, (por cm?)

dos curativos mencionados anteriormente:

Tabela 1. Precos médios dos curativos dérmicos comerciais que sdo utilizados no tratamento de feridas.

Produto Preco médio Referéncia
Biobrane™ | $1,66 por 6 cm? Orkar et al. (2019)
Alloderm® | $28,00 por cm? Cheng; Saint-cyr (2012)
Integra® $2.000,00 a $3.000,00 tamanhos de 5x5 cm | SETH et al. (2019)

A utilizacdo de produtos comerciais importados com elevado valor de mercado
apresenta um desafio significativo, especialmente quando ha lesdes cutaneas extensas.
Nessas situacdes, hd uma tendéncia de necessidade de curativos de maior tamanho, o que
inevitavelmente aumenta os custos do tratamento, assim como o tempo requerido para a
cicatrizacdo. Portanto, a busca por alternativas mais acessiveis, que possuam
caracteristicas semelhantes aos produtos comerciais, é crucial para aprimorar a qualidade
dos curativos. Nesse contexto, o desenvolvimento de curativos de baixo custo, utilizando
biomateriais e extratos naturais, representa um avanco notavel e altamente promissor para
aplicacdes biomédicas. Além disso, estudo de KUO et al. (2022) evidenciou em seu
trabalho de revisdo que apenas 100 medicamentos foram desenvolvidos para doencas
dérmicas raras nos altimos 38 anos. Considerando este fato, o desenvolvimento de
curativos a base de latex/PVA associado ao extrato de CO, torna-se de grande
significancia uma alternativa adicional de baixo custo no ambito das aplicacdes e

particularmente no tratamento de feridas decorrentes de doencas dérmicas raras.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um curativo dérmico a base de Latex/PVA com extrato de CO para
tratamento de doencas raras, visando uma maior acessibilidade do tratamento e eficiéncia

para saude e bem-estar do individuo.
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2.1.1 Objetivos Especificos

e Analisar o efeito da desproteinizacéo do latex;

e Obter membranas de latex/PVA nas composic¢es de 50/50, 75/25, 80/20 e
90/10;

e Caracterizar fisico-quimica e biologicamente a membrana de latex/PVA nas
composicdes de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10;

e Auvaliar microbiologicamente a concentracdo do extrato de CO;

e Associar o extrato de CO a membrana de latex/PVA nas concentracdes de 25,
50 e 100 mg/mL;

e Caracterizar fisico-quimica e biologicamente a membrana a base de

latex/PV Alextrato de CO nas diferentes concentracoes.
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1. DOENCAS DERMICAS RARAS

Doencas sdo consideradas raras quando uma determinada parte da populacdo é
afetada com o diagndstico e a porcentagem dessa populacdo varia de acordo com cada
pais. Cerca de 500 milhGes de pessoas sdo afetadas por doengas raras em todo o mundo e
devido a esta taxa, é potencialmente importante compreender a doenca de qualquer
individuo visando a sua qualidade de vida e bem-estar (UITTO 2012). Segundo a
Sociedade Brasileira de Dermatologia (2023) as doencas dérmicas raras tém origens
genéticas, degenerativas, metabolicas, infecciosas e sdo variadas na area da dermatologia.
Segundo estudos de SETH et al. (2017) os distUrbios cutaneos e subcutaneos sdo a 4°
causa de doenca ndo fatais em todo o mundo, levando uma atencéo especial a sadde desses
pacientes, ndo apenas no ponto de vista epidemiolégico, mas também, socioeconémico.

Na Tabela 2, observam-se alguns tipos de doencas dérmicas raras que afetam
individuos de todas as faixas etarias, desde criancas até adultos.

Tabela 2. Doencas dérmicas raras descritas com maior frequéncia na literatura.

Doenca Faixa etaria Sintomas Referéncia
afetada
, Tem apare_czlmento _ SANTANA et
Sindrome de blau | precoce ainda na Dermatite al. 2019
primeira infancia ' '
. i Qualquer idade e Fotodermatose PILE e CRANE
Prurigo actinico e
Sexo idiopética 2023
Sindrome da X - Escamacdo indolor  SINGHAL et al.
~ N&o é especificado
escamacdao da pele da pele. 2017.
lctiose Primeiro ano de Descamacéo, SUBMUTH et
vida ou em adultos  fissuras ou secura al. 2020.
Epidermolise N30 definido Formagéo de bolnas BARDHAN et
bolhosa e feridas al. 2020

A Sindrome de Blau é uma condicdo de heranca autossémica dominante que
também pode surgir de maneira esporédica devido a mutacbes (SANTANA et al. 2019).
Essa doencga, geralmente, € acometida na primeira infancia como uma dermatite
granulomatosa, artrite e uveite, contudo a primeira manifestacdo costuma ser a erupgéo
cutdnea (WOUTERS et al. 2014). A doenca de prurigo actinico € uma doenca
fotodermatose idiopatica que afeta essencialmente a pele que foi exposta ao sol o qual

tem um clima seco, ensolarado e altitudes superiores a 1000 metros acima do nivel do



29
Reviséo bibliogréafica

mar (GONZALEZ et al. 2017). Geralmente as regifes mais afetadas séo a face, pescoco
e superficie dorsal das extremidades superiores. Além disso, 0s casos graves da doenca
podem ocorrer escoriacoes, queilite (inflamacéo labial), doenca conjuntival e cicatrizes
(PILE e CRANE 2023). Ja a sindrome da escamacdo da pele, € uma doenca rara
autossdmica recessiva que é caracterizada basicamente pela descamacgéo indolor da pele
(pescoco, tronco e extremidades) em laminas superficiais (SINGHAL et al. 2017). A
doenca ictiose apresenta uma semelhanga com os sintomas da sindroma da descamacéo
da pele, contudo a ictiose apresenta varias formas, desde as mais comuns até as formas
mais raras. Essa doenca esté relacionada a fatores genéticos e pode ser adquirida por
consequéncia de outras doengas (SUBMUTH et al. 2020). Outra doenga que se insere
neste ambito é a epidermolise bolhosa. E uma doenca cutanea hereditéaria que é causada
por mutacOes de genes diferentes e que causa bolhas e feridas na pele, ocasionando dor e
desconforto ao paciente (BARDHAN et al. 2020; PRODINGER et al. 2018).

Existem grandes desafios na compreensdo dessas doengas raras, no
desenvolvimento de medicamentos para estas condic¢des, incluindo a identificacdo dos
pacientes portadores, estudos e os custos (LIU et al. 2022). Atualmente, existe um banco
de dados de doengas de peles raras que vinculam com os farmacos que sdo um potencial
alvo para esses tipos de doengas, auxiliando no tratamento mais eficaz e rapido (KUO et
al. 2022). Entretanto, medicamentos para tratar tais doencas raras sdo limitadas, ndo
apenas por se tratar de uma doenca rara, mas também pelo alto custo de investimento,
desenvolvimento, fabricacdo e venda. A maioria das industrias farmacéuticas nédo
investem nesses tipos de farmacos pelo volume e lucro ndo se alinharem aos fatores
econémicos da empresa (KARAS et al. 2019; KATELARIS 2014).

Estudos vém se aprofundando para atender a lacuna significativa entre a oferta e
procura de tratamentos eficazes para essas doencas raras, aléem de buscar o sucesso na
regeneracdo dos tecidos, bem como a regeneracao do tecido dérmico (KUO et al. 2022).
Atualmente existem trabalhos que associam os biomateriais a fim de desenvolver uma
alternativa para a terapia genética visando alguns tipos de doencas raras (ZHAO et al.
2019). De acordo com NEDELCUTA et al. (2021) o colageno derivado das cdrneas
bovina, mostrou ser um Otimo suporte para as células epiteliais que formaram uma
monocamada superficial apos 48 h de aplicacdo e um recém-nascido que sofria de
epidermolise bolhosa. O colageno possibilitou acelerar o processo de regeneragcdo dermo-

epidérmica em diversas condi¢Ges da crianga. Buscar meios com menor custo, com alta
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disponibilidade e com caracteristicas tdo promissoras quanto as opcOes de alto custo
existentes sdo de grande relevancia para a comunidade cientifica e sociedade.

2. REGENERACAO DERMICA

A pele, por ser a camada mais externa do corpo, também se apresenta como o
orgao mais vulneravel e pode ser lesionada facilmente. Contudo, lesdes superficiais da
pele podem cicatrizar facilmente apds o tratamento, j& as lesdes mais profundas
dificilmente cicatrizardo por completo sem o tratamento adequado, levando a néo
regeneracdo do tecido e até causar a morte do individuo (QIN et al. 2022).

A cicatrizacdo de feridas € dividida em inflamacéo, proliferacdo e remodelagédo
(ARAMWIT 2016). O tecido dérmico é uma parte essencial da pele e que faz a conexao
entre a epiderme e a hipoderme (Figura 1). A derme é uma estrutura irregular de tecido
conjuntivo denso composto por células fibroblasticas. Essas células atuam na sintese da
matriz extracelular, o qual é composta por colageno, glicoproteinas e proteoglicanos. A
matriz extracelular, induzird o crescimento de células endoteliais epidérmicas e
vasculares. Além disso, € capaz de regular a migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e
funcdo metabdlica celular e desempenha um papel importante na cicatrizacdo de feridas
(ZHOU et al. 2017).

Duto de suor

Epiderme [~ |0

Glandula sudoripara

Derme Colageno

Hipoderme

Figura 1. Esquema ilustrativo das estruturas do tecido dérmico, composto pela epiderme, derme e
hipoderme. Adaptado de FITZGERALD (2018).

Na fase da homeostase ha a ativagéo da fibrina que € responsavel pela coagulacéo
do sangue, fazendo com que o sangramento seja interrompido. Na fase da inflamacdo, as
células danificadas sdo fagocitadas e os fatores de crescimento sdo liberados para

migragéo e proliferacdo celular. As células fibroblasticas e as células mesenquimais da
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pele, na fase proliferativa, atingem o local da ferida e formam uma matriz extracelular
provisoria. Assim, na fase de remodelamento, as fibras de colageno sdo realinhadas e os
residuos sdo removidos, obtendo assim a cicatrizacdo total da pele (Figura 2)
(SANCHEZ et al. 2021).
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Figura 2. Esquema das fases de cicatrizacdo aguda das feridas dérmicas. Adaptado de SANCHEZ et al.
(2021).

Embora a pele tenha 0 mecanismo natural de regeneracao, doencas e traumas que
acarretam a lesdo dérmica, necessita de atencdo e tratamentos adequados, uma vez que
incapacitam a regeneracdo natural da mesma (QIN et al. 2022). Desta maneira, 0S
biomateriais sdo amplamente utilizados no cuidado da saude, melhorando, substituindo
ou aumentando a funcionalidade do tecido dérmico por um longo periodo (KAUR et al.
2022), além de serem explorados para os desenvolvimentos de novas terapias e aplicagdes
para doencas dérmicas raras (ZHAO et al. 2019). Esses biomateriais podem proporcionar

propriedades anti-inflamatdrias, bactericidas e adesivas satisfatorias (KAUR et al. 2022).

3. BIOMATERIAIS

Nos ultimos 50 anos, a area de biomateriais apresentou avancos significativos,
associando materiais celulares para aplicacdes médicas (CLIMOV et al. 2016). Os
biomateriais devem ser inicialmente ndo toxicos e biocompativeis, para evitar a inducao
da resposta imune, esterilizavel para ser envolvido com seguranca ao tecido receptor,
biodegradavel para ser eliminado do organismo ap6s cumprido sua funcéo e ser bioativo

para o processo de cura do tecido (ELDEEB et al. 2022). Ademais, os biomateriais podem
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orientar a reconstrugdo de estrutura béasica e morfologia dos o6rgdos e agilizar a
regeneracdo tecidual (L1U et al. 2022).

Os modelos curativos dérmicos necessitam atuar em resposta materiais ou
microrganismos toxicos para se obtenha um sucesso no crescimento da matriz celular e
assim promover a cicatrizacdo da ferida (PANDIYAN et al. 2021). Existem varios tipos
de curativos/enxertos dérmicos em estudos, as diferencas se déo pelo tipo do material
utilizado, morfologia e seus componentes adicionais que buscam outras propriedades
benéficas para cada tipo de aplicacdo. Os curativos/enxertos podem ser mais comumente
vistos como membranas eletrofiadas, as quais apresentam uma estrutura em rede,
promovendo a troca de gases; em hidrogéis, que forma uma barreira contra os patégenos
e mantém o local da ferida hidratada (MURRAY et al. 2019); em scaffold (arcabouco) o
qual possui varias camadas para a reconstrucdo de lesbes mais profundas (KAUR et al.
2019) e as membranas que podem auxiliar de forma eficiente as lesdes de pele, servindo
como protecdo contra infeccgdes, reduzindo dor e estimulando a migracéo e proliferagéo
celular (ARAUJO et al. 2020). Além disso, os fatores de crescimento, células epiteliais e
principios ativos sdo associados aos dispositivos para promover uma melhor performance
na aplicacdo (MURRAY et al. 2019).

Dentro dessa area, os biopolimeros sdo excelentes candidatos na aplicacdo de
implantes, cicatrizacdo de feridas e medicina regenerativa (BISWAL 2021; PEARCE e
O’REILLY 2021). Os polimeros podem ser classificados como naturais, tal qual o
colageno, fibrina, quitosana, latex entre outros, e sintéticos, como as poliuretanas, PVA,
poliécidos lécticos, policaprolactonas, poliacido glicdlico etc. (AGARWAL et al. 2020).
Tanto os polimeros naturais quanto os sintéticos, sozinhos ou combinados, apresentam
uma importancia significativa na medicina regenerativa por possuirem caracteristicas de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade (LOVENE et al. 2021).

4. LATEX

O latex pode ser extraido de plantas e arvores, e pode ser sintetizado em
laboratorios por meio da jungéo de varios monémeros. Existem cerca de vinte mil plantas
gue produzem o latex, contudo apenas doze mil espécies contém a borracha natural em
sua composicao. Dentre as espécies existentes, poucas detém a capacidade de produzir

latex de qualidade e quantidade viaveis, a fim de produzir borracha em escala comercial.
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A éarvore Hevea brasiliensis (Figura 3A e B) é cultivada com sucesso e a produgao
comercial da borracha natural é obtida especificamente desta arvore (HO 2013).

Figura 3. Imagem ilustrativa da arvore Hevea brasiliensis (A) e do sistema coloidal da extracdo do latex

diretamente da arvore (B). Fonte: Imagem publica.

O latex é um liquido leitoso extraido da arvore Hevea brasiliensis, mais
comumente conhecida como seringueira. E um liquido que tem na sua composicdo a
borracha natural, polimero a base de isopreno, biocompativel e com grande capacidade
de atuar no reparo tecidual, potencializando o processo de angiogénese (GUERRA et al.
2021). Essa extracdo acontece por um sistema coloidal contendo 50 % de agua, 4-5 % de
ndo borracha (bem como proteinas, lipidios) e 30-45 % de particulas de borracha (cis-1,4-
poliisopreno) (Figura 4). Quando o latex entra em contato com oxigénio, as proteinas se
estabilizam e as particulas de borracha se degradam levando a coagulacdo do latex
(BORGES et al. 2014; FERREIRA et al. 2009).

Seiva da arvore

© Proteinas
© Fosfolipidios
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Figura 4. Estrutura quimica da borracha natural do latex a partir da extracéo da arvore Hevea brasiliensis.
Adaptado de GUERRA et al. (2021).
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A forma coagulada do latex € bastante utilizada na fabricagdo de produtos a base
de “borracha seca”, como pneus automotivos. Contudo, o latex pode ser estabilizado de
forma ndo coagulada com o uso de amoénia, e assim ser utilizado para a fabricacdo de
outros produtos, como luvas cirdrgicas, baldes, mamadeiras etc. (KERSHE-SILVA et al.
2018).

4.1 DESEMPENHO DAS PROPRIEDADES SERICAS DO LATEX

O latex possui proteinas em sua composi¢ao que em muitos casos se apresenta
como um produto alergénico para os individuos e isso acaba sendo um problema de satde
global (PARISI et al. 2021). Por conta disso, quando destinado a aplicagdo médica, a
desproteinizacdo do latex se torna um processo necessario para que seja amenizado 0s
sintomas alergénicos (BOONME et al. 2014). As proteinas contidas no latex sdo de alta
massa molar e sollveis em agua e podem ser extraidas da estrutura do latex por meio de
uma centrifugacdo do latex estabilizado com aménia. A partir dessa centrifugacdo, ha
uma separacao de fases do latex, o qual a primeira porcdo apresenta o latex, a segunda
porcdo as proteinas e a terceira por¢cdo contém outros componentes presentes no latex
(Figura 5) (BARROS et al. 2019).
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Figura 5. Imagem ilustrativa do latex fresco, mostrando as diferentes fases que se formam apds o processo
de centrifugacdo. Adaptado de PARRELLA e GASPARI (2002).

Além do método de centrifugacdo mencionado anteriormente, existem outras
técnicas, como a purificacdo por precipitacdo (KHODAKARAMI e ALAGHA, 2017),

que € utilizada em muitos casos para polimeros sintéticos. Em geral, materiais
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sintetizados ou polimerizados contém radicais livres como subprodutos, componentes que
ndo reagiram no processo e sais. Esses constituintes podem ocasionar efeitos colaterais,
como estresse oxidativo e hemolise ou até mesmo a funcionalidade do polimero, sendo
necessario a realizacdo da purificagdo do mesmo antes do uso (YASUNO et al. 2021).
Estudos utilizam o método de purificacdo por método de reprecipitagdo utilizando
cloroférmio (CHCI3) como solvente e precipitado em alcool metilico (CH30H)
(MARQUES et al. 2017; TSUNEIZUME et al. 2010).

Todavia, a fracdo séria do latex, o qual é composta por inUmeras proteinas, além
de apresentar respostas alérgicas, apresenta atividades anticancerigeno, antimicrobiano e
capacidade angiogénica no processo regenerativo de tecidos (Figura 6) (HERCULANO
et al. 2024).
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Figura 6. Imagem esquematica da atuagdo da fragdo do Soro B e C onde A) os processos de
desproteinizacdo do latex para a retirada de produtos alergénicos; B) atividade anticancerigeno a partir da
fracdo B e C do latex; C) atividade antimicrobiana da fracdo B e C do latex e D) capacidade regenerativa
(angiogéneses) da fracdo sérica B do latex. Adaptado de HERCULANO et al. (2024).

Estudos de ONG et al. (2009) demonstraram que a fracdo sérica B e C derivada
do latex da Hevea brasiliensis possuem propriedades anticancerigenas em ensaios in
vitro, utilizando células HeLa e celulas vero. As fragcOes séricas reduziram o crescimento
das celulas HelLa, que sdo de origem cancerosa, em comparag¢do com as células vero que
ndo sdo de origem cancerosa. Da mesma maneira, LAM et al. (2012) mostraram que a

atividade antiproliferativa da fracdo sérica C em células cancerigenas foi eficaz uma vez
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que os ensaios moleculares de PCR em tempo real demonstraram que as células ndo
morreram por vias de sinalizacdo apoptoética classica, mas sim pela inducdo da fracao
sérica C atuando diretamente nas células.

Adicionalmente, essas fracfes séricas do latex se mostram promissoras nas
atividades antimicrobianas, ou seja, apresentam capacidades antifingica e antibacteriana
(KANOKWIROON et al. 2008). De acordo com estudos de DARULIZA et al. (2011)
demonstraram que o soro C contida no latex exerceu uma atividade antifungica especifica
contra a Aspergillus niger, aléem de evidenciar uma baixa toxicidade do soro C no teste
de letalidade da Artemia salina (crustaceo capaz de sobreviver a ambientes extremamente
secos e com alta salinidade no ambiente). Da mesma forma, as proteinas contidas na
fracdo sérica do latex tém a capacidade de proteger as plantas contra as a¢@es de fungos,
bactérias, virus e parasitas, mostrando a sua funcédo nas seivas das arvores (RAMOS et al.
2019).

A capacidade regenerativa das fracGes séricas do latex, foi demonstrado em
estudos de MENDONCA et al. (2010). Os autores mostraram que a aplicacao de curativos
a base de latex proporcionou bons resultados na cicatrizacdo de feridas dérmicas,
evidenciando a agdo das proteinas do latex quando em contato com a lesdo. Além disso,
verificaram que os curativos foram capazes de estimular a angiogénese, aumentando a
proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos 0s quais contribuiram para a cicatrizacdo da
ferida. Esse processo angiogénico também foi observado em estudos de FERREIRA et
al. (2009) o qual utilizaram uma biomembrana & base de borracha natural e seus

constituintes em um defeito no embrido da galinha.

42 LATEX E ASSOCIACOES A BIOMATERIAIS E OUTROS
COMPONENTES

O latex, possui algumas propriedades limitadas quando comparados aos outros
polimeros utilizados em aplicagdes biomédicas. 1sso 0 torna um material conveniente para
ser associado a outros tipos de polimeros. Segundo os estudos de CESAR et al. (2020) o
latex quando associado ao polimero a base de acido lactico (PLA) em diferentes
concentragfes de ambos, mostrou um dispositivo que é capaz de se degradar mais
facilmente pela presenca do PLA. Isso confere uma nova capacidade de degradabilidade
ao latex, o qual sozinho ndo apresentava essa habilidade. Da mesma maneira, PINTO et

al. (2024) associou a membrana co-eletrofiada de PLDLA com a borracha natural e
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evidenciou um melhoramento na propriedade mecanica da membrana assim como
demonstrou porosidade e viabilidade celular.

Além de demonstrar ser vantajoso em associar com outros componentes, o latex
possui a capacidade de associacdo com farmacos e bioativos. As cadeias de isopreno que
a borracha natural do latex possui formam redes que funcionam como um reservatorio
que permite a liberacdo gradual de compostos (ANDRADE et al. 2022). Estudos que
incorporaram farmacos, como fluconazol (antifingico) (MARCELINO et al. 2018),
extratos naturais, como a propolis (ZANCANELA et al. 2019; KRUPP et al. 2019) e
associagcdo com outros tipos de materiais, como hidroxiapatita (DICK e SANTOS, 2017)
mostraram que a borracha natural, em associacéo aos diferentes componentes, apresentou
resultados satisfatorios de liberacéo sustentada, promovendo a inibi¢do de fungos, funcao
antimicrobiana e uma melhor bioatividade da borracha natural, respectivamente.

Desta maneira, associar o latex a outros tipos de polimeros que melhoram suas
caracteristicas fisico-quimicas e que auxiliam numa maior funcdo de liberacdo de

farmacos se torna um grande desafio.

4.3 POLI(ALCOOL VINILICO) (PVA)

O PVA é um polimero sintético biocompativel e muito utilizado em estudos em
aplicacdes biomédicas como um curativo, suporte para feridas, liberagcdo controlada de
medicamentos, arcaboucos para engenharia tecidual e dispositivos implantaveis
(SHITOKE et al. 2019). E um polimero linear com a formula [CH2CH(OH)]n (Figura 7)
e tem como funcdo de aglutinador em cerdmicas, plasticos, fibras, pigmentos, entre outros
(SALMAN et al. 2018). Este polimero apresenta propriedades de ndo toxicidade, alta
hidrofilicidade, boa processabilidade, resisténcia quimica e mecanica (BAHADORAN et
al. 2020).
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Figura 7. Estrutura quimica do PVA (SALMAN et al. 2018).
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Os géis a base de PVA tem alto grau de intumescimento em agua ou fluidos
bioldgicos, além de conferir em sua estrutura um aspecto elastico ou emborrachado. A
reticulacdo € necessaria para manter a integridade do gel e garantir resisténcia
(OLIVEIRA et al. 2014). O método de reticulacdo fisico por congelamento e
descongelamento do PVA garante a sua reticulagdo na rede e é considerado o melhor
processo para este fim sem uso de produtos quimicos toxicos tradicionais (BAGHAIE et
al. 2017). O método quimico mais comum utilizado para a reticulacdo do PVA é pelos
aldeidos, bem como o glutaraldeido. O grupo funcional aldeido reage com o grupo
hidroxila do PVA formando uma ligacdo éster (BATES et al. 2020).

O PVA é considerado um hidrogel que tem a capacidade de manter o ambiente
umido e absorver exsudatos do local da ferida (GAO et al. 2019). O polimero puro por
sua vez, ndo suportam as propriedades mecanicas aperas pela sua reticulacdo. Portanto,
para aplicacdes biomédicas, estudos visam melhorar e controlar a sua estrutura e funcéo
adicionando diferentes compostos que o torna um candidato promissor para diversos
tratamentos, bem como o desenvolvimento de curativos de feridas (ZHONG et al. 2024).

Diversos estudos que utilizam o PVA para regeneracdo da pele, sdo, por muitas
vezes, associadas a outros componentes. Tais componentes, como células-tronco
mesenquimais (GAO et al. 2019), coldgeno com nanoparticulas de prata (Mendes-Junior
et al. 2021), quitosana com antissépticos (MASSARELLI et al. 2021) e nanoparticulas de
carcuma com colageno (LENG et al. 2020), vao garantir a eficacia da atuacdo do PVA
melhorando a grande absorcao de umidade (MENDES-JUNIOR et al. 2021).

Estudo recente de DORKHANI et al. (2023) mostrou que além das vérias fungdes
e aplicacdes que o PVA possui, 0 polimero apresenta uma capacidade bastante promissora
de estancar sangramentos causados por traumas. No seu trabalho in vivo, utilizando ratos,
evidenciou um estancamento do sangue a partir de uma hemorragia parenquimatosa no
figado do animal, evitando a mortalidade e se mostrando mais eficaz do que a gaze,
torniquete entre outros. Esse estacamento se da pela presenca do PVA no local de
sangramento, diminuindo o volume de sangue, concluindo que o PVA atua como um
agente hemostatico.

Além disso, 0 PVA se mostra um polimero com uma capacidade promissora na
liberacdo de farmacos (HERNANDEZ et al. 2021). Estudos de ARRIAGA et al. (2021)

mostraram que o PVA carregado com um farmaco utilizado como analgésico e anti-
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inflamatorias, apresentou uma liberacdo sustentada in vitro do farmaco. Isso se deve as

interacdes dos grupos funcionais do medicamento com ligac¢Oes de hidrogénio do PVA.

5. Caléndula officinalis (CO)

A Caléndula officinalis (CO) € nativa do centro, leste e sul europeu, e comumente
cultivada em diferentes regiGes no mundo, bem como América do Norte, Europa oriental
e na India (VERMA et al. 2018). A CO é conhecida pela familia Asteraceae e possui uma
cor amarelada e suas flores alaranjadas (Figura 8). O seu cultivo se d& ndo apenas para

fins ornamentais, mas propositos medicinais (DULF et al. 2013).

Figura 8. Imagem ilustrativa da flor de Caléndula officinalis (comumente conhecida como margarida).

Fonte: Imagem Publica

O extrato de CO, por apresentar caracteristicas de atividade antiinflamatorias,
pode auxiliar no tratamento de lesGes cutaneas e em algumas doencas dérmicas, tais como
dermatite alérgica ou de contato, vitiligo, rosacea, melasma, psoriase e até mesmo
toxidade cutanea derivada do tratamento de cancer (SILVA et al. 2021; ALSARAF et al.
2019). Além disso, a CO é largamente estudada em associa¢do a farmacos sedativos,
farmacos anti-hipertensiva, hipoglicémicos e reduacdo de niveis de colesterol
(ASHWLAYAN et al. 2018).

Tais caracteristicas que o extrato possui se deve a presenca de varias classes de
compostos quimicos como os triterpendides, flavonoides, cumarina, quininos, 6leos,
carotenoides e aminoacidos (ASHWLAYAN et al. 2018; BUTNARIU e CORADINI

2012; HMPC 2018). Os flavonoides séo metabolitos secundéarios encontrados nas plantas,
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frutas e sementes, sua principal fungdo é proteger as plantas contra as espéecies reativas
de oxigénio e responsavel pelo crescimento celular (DIAS et al. 2021). Sua estrutura
quimica é basica, o qual é formado quinze carbonos que consiste em dois anéis de
benzeno (A e B) ligados por um anel pirano heterociclico (C) (KUMAR e PANDEY
2013) (Figura 9).

Figura 9. Estrutura quimica basica do flavonoide. Fonte: KUMAR e PANDEY, 2013.

Nesse sentido, os flavonoides podem ser classificados em diferentes subgrupos
conforme a estrutura quimica, o grau de insaturacao e oxidacdo do anel de carbono, bem
como as flavanonas, flavanol, flavanonois, flavans, chalconas, antocianidinas e
isoflavonoides (ULLAH et al. 2020). A CO possui caracteristicas bactericidas pela
presenca dos flavonoides, moléculas antimicrobianas naturais (SHANKAR et al. 2017) e
apresentam atividade antioxidante, antiinflamatorio e antiviral (BOKELMANN 2022).
Os triterpendides sdo componentes importantes anti-inflamatorio e antiedematoso, o qual
apresenta efeito estimulante de fibroblastos. Os flavonoides, além de dividir as mesmas
caracteristicas dos triterpendides, também demonstram a capacidade de inibicdo de
mastocitos e propriedades antioxidantes (GIVOL et al. 2019).

Além disso, a CO auxilia no tratamento de feridas dérmicas, ao passo que seu
extrato contribui na cicatrizacdo dermica, aumentando a atividade hexosamina, a
producéo de colageno e diminuindo os niveis de enzimas marcadoras de dano tecidual e
proteinas de fase aguda. A utilizagdo do extrato de CO diminui o desconforto durante as
trocas de curativos (JAN et al. 2017).

Estudos in vitro demonstram que o extrato de CO tem a capacidade de cicatrizagdo

dérmica por conter as propriedades que inibiram a atividade da colagenase in vitro e
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aumentou a quantidade de colageno no sobrenadante dos fibroblastos dérmicos humanos.
(NICOLAUS et al. 2017). GUNASEKARAN et al. (2020) também demonstraram in vivo
que o extrato CO agiu como cicatrizantes em feridas dérmicas dorsais realizadas em ratos
Wistar, melhorando a sintese de colageno, aumento da contracéo de ferida e alteracdes
nos fatores de crescimento dérmico. SILVA et al. (2021) mostraram que o extrato da flor
de CO exerceu uma atividade anti-inflamatdria em tratamentos de pele lesionada, bem
como casos de dermatite, contato irritativa e alérgica, vitiligo, rosacea, melasma, psoriase
e toxicidades cutaneas. Estudos clinicos de POMMIER et al. (2004) e SCHNEIDER et
al. (2015) estudaram a acdo do extrato de CO em doencas e efeitos colaterais de
tratamentos que ocasionam a irritabilidade dérmica, como por exemplo em pacientes
submetidos a radioterapia apds cirurgia de cancer de mama, obtiveram melhores
resultados quando comparado com o salicilato de trolamina, medicamento usualmente
utilizado para este fim. Devido a presenca do extrato, alguns pacientes ndo apresentaram
a dermatite ou presenca minima da doenca. Além disso, o extrato diminuiu
consideravelmente a dor no local da aplicacdo da radioterapia.

Desta maneira, o extrato de CO demonstra ser um potencial farmaco natural para
ser aplicado em curativos dérmicos, uma vez que tais caracteristicas inerentes da flor
contribuem de forma eficaz no tratamento de feridas e cicatrizacdo de uma leséo

acarretada por doencas dérmicas raras e doencas que acarretam traumas na pele.
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Resumo

O latex é um liquido leitoso extraido da arvore Hevea brasiliensis, que contém borracha
natural, poli(isopreno) e outros componentes como proteinas e fosfolipidios. Esses
componentes estdo presentes tanto na borracha natural quanto no soro do latex. Este
estudo teve como objetivo investigar a influéncia do processo de desproteinizagdo no
comportamento quimico e bioldgico do latex de borracha natural. A borracha natural
(NR) extraida do latex puro (LNCP) foi obtida através de centrifugacdo, e a purificacao
por solvente do latex foi realizada seis vezes (LP6). A estrutura foi caracterizada
utilizando espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), anélise
termogravimétrica (TG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), teste de
intumescimento, potencial zeta de superficie ({), angulo de contato e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Além disso, um ensaio bioldgico foi realizado para
avaliar a citotoxicidade e a adesdo celular usando coloracdo com violeta cristal. Os
resultados mostraram que o grupo LP6 apresentou uma menor taxa de intumescimento,
menor adesdo e proliferacdo celular, e uma superficie menos rugosa com uma carga

superficial negativa menor. Por outro lado, o grupo LNCP exibiu uma maior taxa de
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intumescimento, maior adesdo e crescimento celular, e uma superficie mais
negativamente carregada e mais rugosa. Assim, as propriedades do soro do latex e das

proteinas mostram potencial para varias aplicacdes biomédicas.

Palavras-chave: Purificagdo, Hevea brasiliensis, Caracterizagdo, Proteinas,

Biomateriais

1. INTRODUCAO

A borracha natural (BN) é obtida do latex da arvore Hevea brasiliensis, que
exsuda uma seiva leitosa (ROSA et al. 2019). O latex € composto principalmente por
35,62 % de borracha, 1,65 % de extrato de acetona (composto por lipidios, resinas e
ceras), 2,03 % de proteinas, 0,34 % de carboidratos, 0,70 % de cinzas e 59,62 % de agua
(JALANI et al. 2003). Acredita-se que o0s constituintes presentes no latex, incluindo
proteinas e fosfolipidios, estejam organizados na fracdo do soro e distribuidos ao redor
da superficie das particulas de borracha. Este revestimento, composto por proteinas e
fosfolipidios, confere estabilidade coloidal 8 BN (SANSATSADEEKUL et al. 2011).
Tipicamente, a BN tem sido utilizada na produgéo de itens como luvas, mamadeiras,
preservativos e chupetas (SALOMEZ et al. 2014). No entanto, a BN estd demonstrando
potencial no campo da engenharia biomédica (GUERRA et al. 2021; OKAMOTO et al.
2018). No ambito das aplicagdes médicas, a BN extraida do latex mostra utilidade em
vérias disciplinas. E aplicada para liberagdo sustentada de medicamentos, sistemas de
administracdo transdérmica de farmacos e na medicina regenerativa, visando facilitar a
regeneracdo da pele, 0ssos, cartilagem e diversos tecidos de 6rgdos (ANDRANDE et al.
2022).

De acordo com o estudo conduzido por JAYADEVAN et al. (2023), a utilizacdo
de BN combinada com plastificantes como glicerol e ftalato de dibutilo apresenta
potencial para funcionar como um veiculo no transporte de substancias medicinais. Este
sistema apresenta perspectivas promissoras para sua aplicacdo como adesivos
transdérmicos. Da mesma forma, estudos de BARROS et al. (2019) indicam que a BN
pode ser utilizada como uma matriz solida para a liberacdo sustentada de compostos
farmacologicamente relevantes, como o glicerol, que pode ser utilizado para auxiliar na
cicatrizacdo de fissuras mamilares ocorridas em mulheres no pos-parto devido a

amamentacdo. Outros estudos in vivo envolvendo coelhos também demonstram que a BN
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pode ter biocompatibilidade favoréavel e, quando em contato direto com a pele peniana e
vaginal, ndo induz irritagfes ou sensibiliza¢des dérmicas nos animais (SUKUMAR et al.
2020).

Outras investigacoes reforcam a capacidade da BN como um veiculo para agentes
terapéuticos, tanto sintéticos quanto de origem natural. Estudos abordaram sua utilizacéo
no tratamento de condi¢des como psoriase (HERCULANO et al. 2023), queimaduras de
segundo grau, infeccdes microbiologicas (TANAKA et al. 2021; L1 et al. 2022) e enurese
(BARROS et al. 2017). Além disso, a BN tem mostrado resultados promissores na
regeneracdo 6ssea quando incorporada a uma membrana contendo nanoparticulas de
prata, como demonstrado por MARQUES et al. (2020). Um exemplo notavel de aplicacdo
da BN é destacado no estudo de OKAMOTO e OKAMOTO (2023), que utilizaram o
composito de colageno-BN para induzir a diferenciacdo condrogénica in vitro a partir de
células-tronco mesenquimais, garantindo implicacfes significativas para a formacao de
tecido cartilaginoso.

O latex € uma mistura complexa de substancias organicas, que inclui uma
combinacdo de proteinas (YEANG et al. 2002). Muitas dessas proteinas induzem
respostas alérgicas em humanos, apresentando, assim, uma preocupacdo substancial de
salde mundial (PARISI et al. 2021). Consequentemente, o procedimento de
desproteinizacdo do latex torna-se obrigatério para contextos médicos. Este procedimento
é utilizado para minimizar as reacOes alérgicas (BOONME et al. 2014). Nesse contexto,
diferentes técnicas para desproteinizacao e purificacdo da BN sdo descritas na literatura,
sendo a desproteinizacéao por centrifugacdo (JAYADEVAN et al. 2018) e a reprecipitagdo
(MARQUES et al. 2017) os métodos mais utilizados.

Portanto, a centrifugacdo do latex destaca-se como uma técnica amplamente
utilizada para a isolacéo das proteinas do latex. Apés a centrifugacgdo, o latex se segrega
em trés fases distintas: a fase inicial contendo borracha natural, a segunda fase contendo
proteinas e a terceira fase abrangendo outros constituintes inerentes a solugédo de latex
(BARROS et al. 2018). THAN-ARDNA et al. (2019) demonstraram que 0 aumento do
namero de ciclos de centrifugacéo (trés ciclos de centrifugacdo) aumenta a proporgéo de
BN desproteinizada. Observacdes analogas foram relatadas por HAYEEMASAE et al.
(2022).

Além disso, a técnica de reprecipitacdo representa outra abordagem utilizada para

a desproteinizacdo de polimeros. Tipicamente, materiais ou compostos polimerizados
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incorporam subprodutos, constituintes ndo reagidos, radicais livres e até sais, todos o0s
quais podem apresentar resultados indesejaveis, como estresse oxidativo, hemolise ou
danos funcionais ao polimero. Portanto, a purificacdo torna-se essencial para sua
utilizacdo (YASUNO et al. 2021). Dentro da metodologia de precipitacao, os polimeros
sdo reprecipitados através da utilizagdo de cloroférmio (CHCIls) como solvente,
posteriormente precipitados em alcool metilico (CH3:OH) (MARQUES et al. 2017;
TSUNEIZUMI et al. 2010). CHAIKUMPOLLERT et al. (2011) documentaram que a
purificacdo da BN pode ser alcancada através da utilizacdo de solventes polares, como
cloroférmio e metanol, onde as proteinas séo extraidas da BN por meio da mistura de
solventes. Da mesma forma, YUSOF et al. (2015) demonstraram a purificacdo da BN
utilizando solventes polares como etanol, metanol e tolueno.

Os métodos de desproteinizacdo utilizados na BN sdo obrigatorios devido as
reacOes alérgicas das proteinas para individuos especificos (PARASI et al. 2021).
BERTHELOQOT et al. (2014) destacaram que o fator de elongagéo da borracha (REF) e a
proteina de particula pequena da borracha (SRPP), duas das varias proteinas-chave da
BN, estdo relacionadas a respostas alérgicas, embora tais alergias tenham sido
predominantemente observadas em individuos com uso frequente de luvas de latex.

Por outro lado, as proteinas do latex estdo ligadas ao metabolismo celular,
indicando maior atividade bioldgica (KERCHE-SILVA et al. 2018). Diversas
investigacBes indicaram impactos positivos das proteinas do latex em tratamentos
médicos. MENDONCA et al. (2010) documentaram que a fragdo de soro proteico obtida
do latex da arvore Hevea brasiliensis apresenta efeitos angiogénicos notaveis e aumenta
a permeabilidade vascular. Além disso, essa fracao de soro rica em proteinas demonstrou
cicatrizacao rapida de Ulceras cutaneas. Observacdes comparaveis foram registradas em
investigacOes conduzidas por FERREIRA et al. (2009), enfatizando que tanto a BN
quanto a fracdo de soro desempenham um papel na promocao da angiogénese.

Apesar da existéncia de estudos relevantes envolvendo a BN em diversas
aplicacdes biomédicas, as pesquisas sobre a influéncia das proteinas nas caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas da BN sdo limitadas. Isso se deve ao fato de que as proteinas
presentes na matriz coloidal da BN podem influenciar diretamente na estabilidade do
material, 0 que pode comprometer seu desempenho final. Conforme discutido por HU et
al. (2020) e MAHENDRA et al. (2021), os processos de desproteiniza¢do podem resultar

em uma diminuicdo nas propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas da BN. Alem disso,
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as pesquisas envolvendo a avaliagdo comparativa das metodologias de desproteinizacéo,
especificamente centrifugacdo e reprecipitacdo, também séo limitadas.

O objetivo deste estudo é investigar o impacto das proteinas presentes na matriz
coloidal da BN, obtida do latex da arvore Hevea brasiliensis, em suas propriedades fisico-
quimicas e biologicas. Mais especificamente, o objetivo principal é avaliar como a
presenca de proteinas influencia a estabilidade da BN e comparar e analisar as
metodologias de desproteinizacdo utilizadas na BN, a fim de compreender suas
implicacdes nas propriedades fisicas, quimicas, mecénicas e biologicas. A pesquisa
também visa preencher as lacunas de conhecimento sobre as correlagfes entre proteinas
e as caracteristicas da BN, fornecendo insights valiosos para otimizar e orientar a
utilizacdo da BN em diversas aplicacdes biomédicas, com foco na estabilidade, seguranca

e eficicia do material.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Processo de Desproteinizagdo do Latex por Centrifugacao

Para o processo de desproteinizacdo por centrifugacdo, o latex estabilizado com
hidréxido de aménia foi centrifugado, com o auxilio de uma centrifuga (Centrifuge 5804
R- Eppendorf ®) a uma velocidade de 5000 rotacdes por minuto (rpm) por um periodo de
30 minutos. Esse processo de centrifugacao foi 6 vezes. Nessa fase, as proteinas presentes
no latex foram segregadas em trés fases distintas, como ilustrado na Figura 1. Essas fases
foram identificadas da seguinte forma: a fase A representava as micelas de borracha
(poli(cis-1,4-isopreno)), a fase B consistia no soro contendo proteinas e a fase C denotava
a fracdo inferior. Essa classificacdo estd de acordo com os resultados relatados por
PARRELA e GASPARI (2002). As micelas de borracha, compostas de borracha natural
(BN), obtidas a partir do procedimento de centrifugagdo, foram utilizadas para os fins
deste estudo.
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Micelas da borracha

Soro (contém proteinas)

Fracao inferior

Figura 1. Imagens da solugdo de latex ap6s o processo de centrifugagdo. Fase A: Micelas de borracha

(borracha natural), Fase B: Soro contendo proteinas e fosfolipidios e Fase C: Fragdo inferior.

2.2 Processo de Desproteinizacao do Latex por Purificacdo

O latex com o pH corrigido e coagulado foi solubilizado em cloroférmio P.A
(Labsynth®) sob agitacdo magnética. Em seguida, a solugdo homogénea foi vertida por
gotejamento em solugdo de metanol P.A (Labsynth®) sob agitagdo magnética., levando a
formacdo de um latex precipitado. Essa fase de purificacdo foi adaptada de MARQUES
et al. (2017). O latex precipitado foi lavado com agua destilada e submetido a secagem
em estufa a uma temperatura de 35 °C. Esse processo de solubilizacdo do latex em
cloroférmio e precipitacdo em metanol foi repetido por 6 vezes para obter o latex

purificado final, referido como amostra LP6.

2.3 Preparacdo da Membrana de Latex ndo Centrifugado e ndo Purificado (LNCP)

O latex estabilizado com hidréxido de aménio foi adquirido da empresa latex Sdo
Roque. O pH do latex foi corrigido com HCl a 0,5 M até que o mesmo coagulasse. Apds
a coagulacdo, o material coagulado foi lavado em agua corrente para retirar os residuos
da amdnia e deixado secar em temperatura ambiente. 10 % (m/v) do latex foi solubilizado
em cloroférmio P.A (Labsynth®) sob agitacdo magnética. A solugdo homogénea foi
vertida de uma placa de teflon com um didmetro de 10 cm deixado secar em temperatura
ambiente até que o solvente evaporasse por completo. Tal membrana foi denominada de
Latex Nao Centrifugado e Nao Purificado (LNCP).
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2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi para identificar e caracterizar a estrutura quimica das
amostras LNCP, BN, LP6, utilizando um espectrofotdmetro Perkin EImer em modo ATR
(Spectrum 65 FT-IR). A andlise foi realizada na faixa de niamero de onda de 4000 a 600

cm® com resolucéo de 4 cm™ e 64 varreduras.

2.5 Andlise de Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica das amostras LNCP, BN e LP6, foi avaliada usando analise
TG com um equipamento modelo Discovery TGA 55 da TA Instruments (TA
Instruments, EUA). Aproximadamente 5 mg de cada amostra foi aquecido de 25 a 300

°C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio.

2.6 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A anélise DSC foi realizada usando um equipamento TA Instruments Discovery
DSC 25. Amostras LNCP, BN e LP6 com 5 mg foram hermeticamente seladas em
recipientes de aluminio e submetidas a aquecimento de 25 a 150 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C.mint. Ap0s atingir a temperatura de 150 °C, as amostras foram
resfriadas até -50 °C a uma taxa de resfriamento de 10 °C.min* e mantidas a essa
temperatura por 1 minuto. Por fim, as amostras foram aquecidas novamente (taxa de
aquecimento de 10 °C.min%) até 300 °C. A analise foi conduzida sob uma atmosfera de

nitrogénio com uma taxa de fluxo de 5 mL.min™.

2.7 Ensaio de Intumescimento

As amostras LNCP, BN e LP6 foram submetidas a um teste de intumescimento
usando uma membrana com 3,0 cm (comprimento) x 1,5 cm (largura). As amostras foram
pesadas e, em seguida, imersas em 10 mL de solucdo de PBS a 37 °C por um total de 10
dias. No primeiro dia de analise, as amostras foram pesadas nos seguintes intervalos: 1,
3,5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos. Apos o primeiro dia, as amostras
foram pesadas a cada 24 horas. O teste de intumescimento foi realizado em duplicata. O
percentual de intumescimento (%) de cada amostra foi calculado usando seu peso inicial

(Wo) e seu peso ap0s absorg¢do (W), usando a equacédo 1 descrita por ALVES et al. (2016):
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Wo — Wi

Intumescimento(%) = [ ] x 100 1)

0

2.8 Andlise de Potencial Zeta

A analise de potencial zeta foi realizada por um analisador eletrocinético
(SurPASS, Anton Paar GmbH, Austria). O potencial zeta das superficies das amostras
LNCP, BN e LP6, foram medidas em funcdo das alteracdes de pH de uma solucéo
eletrolitica de cloreto de potassio 0,001 M. O pH da solucéo foi ajustado adicionando 0,05
M de HClI ou 0,05 M de NaOH usando a unidade de titulacdo automatica do instrumento.
As amostras foram fixadas em um suporte plano de amostra medindo 20 mm
(comprimento) e 10 mm (largura) de cada lado, com a distancia entre as superficies
ajustada para 100 + 10 um. O potencial zeta foi realizado em duplicata e todas as medicdes

foram conduzidas a temperatura ambiente.

2.9 Angulo de Contato

As amostras de LNCP, BN e LP6 foram preparadas no formato de membrana com
2 cm (comprimento) x 1 cm (largura). As medicdes do angulo de contato foram realizadas
em quintuplicata usando um goniémetro Rammé-Hart 100-00 e o software DROPimage
Standard. Aproximadamente 10 pL de agua deionizada (um liquido polar) foram
cuidadosamente depositados na superficie da membrana usando um equipamento
controlado por software. Os valores do angulo de contato foram medidos a partir dessas

imagens, e os resultados foram obtidos a partir da média de dez valores medidos.

2.10 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Todas as amostras LNCP, BN e LP6, foram metalizadas com uma camada de ouro de 20
nm usando um metalizador por pulverizacdo catodica Leica EM ACE600. Em seguida,
foi realizada a analise com Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (FEI Quanta
250) operando a uma tensdo de aceleracdo de 3 kV e um detector de elétrons secundério.
Imagens de baixa ampliagdo da morfologia da superficie de cada amostra foram

analisadas.
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2.11 Caracterizacédo Biologica - Citotoxicidade Direta e Citoquimica

Para 0 ensaio de viabilidade celular a membrana de LNCP, BN e LP6 foram
preparadas direto na laminula de vidro de 13 mm e esterilizadas em luz UV germicida
por 12 horas. Foram utilizadas células Vero, derivadas de células renais de macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops). Essas células foram provenientes do Instituto Adolfo
Lutz (Séo Paulo, Brasil). Esta linha celular especifica é recomendada para investigar
citotoxicidade e interacdes célula-biomateriais de acordo com padrdes internacionais
(ASTM F813-20, 2011; ISO 10993-5, 2009; ISO 10993-12, 2012). As ceélulas foram
cultivadas em meio 199 (Lonza, EUA) suplementado com 10 % de SFB (Nutricell,
Campinas, SP, Brasil) e mantidas a 37 °C em atmosfera com 5 % de CO..

Para o ensaio de citotoxicidade da membrana, fragmentos de cada material
(LNCP, BN e LP6) foram colocados assepticamente em placa de cultura celular de 24
pocos e imersos em meio (Lonza) suplementado com 10 % de SFB (Nutricell). A
proporcéo entre fragmentos de material e meio foi mantida em 0,6 cm3/ml e nenhuma
agitacdo foi aplicada. A placa foi entdo incubada a 37 °C com 5 % de CO2 por 24 horas.
Posteriormente, 0 meio resultante, considerado extrato, foi coletado para cultura celular.
As células Vero foram introduzidas em placas de cultura nas concentragdes anteriormente
mencionadas, permitindo aderir durante 2 horas. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido pelos extratos obtidos anteriormente. As células Vero foram entdo cultivadas
por mais 24 horas dentro desses extratos a 37 °C com 5 % de CO..

As imagens microscopicas foram capturadas usando um microscopio de luz
invertida Zeiss Axio Vert Al (Zeiss) com Optica de contraste de fase e objetiva de 20 x.
Apbs o periodo de cultura, as células foram fixadas com 100 pL. de solucdo de
formaldeido a 10 % (em tampéo fosfato 0,1 M em pH 7,2) por 30 minutos. Apos a fixacao,
as células foram enxaguadas com dgua destilada e coradas com 100 pL de Cristal Violeta
(CV) por 20 minutos para facilitar a analise morfologica. Para analise quantitativa, as
amostras foram submetidas a duas lavagens com &gua destilada seguida de incubagéo em
solucéo de citrato de sddio a 5 % (em metanol a 20 %) por 30 minutos. A absorbancia das
amostras foi lida utilizando o leitor de microplacas Epoch (Biotek) em um comprimento

de onda de 540 nm sob todas as condigdes experimentais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR (Figura 2) mostraram as principais bandas caracteristicas do latex,
indicativas de poli (cis-1,4-isopreno), em 3036, 2915 e 2850 cm™, atribuidos ao
estiramento assimétrico e simétrico de ligagdes -CHsz e -CH.. O pico em 1665 cm™ é
atribuido ao estiramento das ligagdes C=C, enquanto os picos em 1446 e 1377 cm™
atribuidos & deformagéo dos grupos -CH: e -CHs, e em 845 cm™ associado a vibragéo de
flex&o fora do plano das ligacbes =CH de cis-1,4 (BARROS et al. 2019).

Transmitancia (u.a)

——LNCP
e BN
——LP6

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NUmero de onda (cm™)

Figura 2. Espectroscopia do FTIR de latex ndo centrifugado e purificado (LNCP), borracha natural (BN)

e latex purificado 6 vezes (LP6).

O espectro da amostra LP6 revelou auséncia de banda em 3400 cm™, caracteristica
dos grupos OH/NH, diferentemente dos demais grupos. Esta banda esta possivelmente
ligada ao grupo amina (NH) presente nas proteinas do latex, o qual demonstrou uma
diminuicdo da intensidade do pico de 1545 cm™ relacionada a vibragdo das ligacdes C-N
nos grupos amida Il (N-C=0). Esta vibracdo corresponde a ligacOes peptidicas que
contribuem para a estrutura da proteina no latex natural (ROLERE et al. 2015; CIFRIADI
et al. 2017). FUKUHARA et al. (2015) e BONFILS et al. (2007) demonstraram que
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solventes polares podem extrair lipidios e &cidos graxos, separando esses componentes
das particulas de borracha e consequentemente criando mais lacunas dentro delas. Assim,
é provavel que a amostra submetida a seis processos de purificacdo (LP6) apresente
auséncia do grupo amina e consequentemente menor quantidade de proteinas em sua
CoOmMposigao.

Desta forma, é evidente que um maior nimero de processos de purificacdo
aplicados ao latex resulta num elevado grau de desproteinizacao. Este resultado corrobora
com a extracao de proteinas do latex através de mecanismos baseados em solvente. Uma
observacdo paralela foi feita por HAYEEMASAE et al. (2022), que destacaram que
submeter o latex a desproteinizagdo por centrifugacdo mais de duas vezes, diminui

significativamente a sua eficacia.

3.2 Analise de Termogravimétrica (TG)

As curvas TG e DTG das amostras de LNCP, BN e LP6 sdo mostradas na
Figura 3.
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Figura 3. Curvas de TG e DTG de amostras de latex ndo centrifugado e purificado (LNCP), borracha
natural (BN) e latex purificado 6 vezes (LP6).
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Com base nos resultados da TG, foi observado que todas as amostras apresentaram
um unico evento térmico. O inicio de perda de massa ocorreu em aproximadamente 350
°C (Tonset) € 0 término em torno de 437 °C (Tendset). A temperatura na qual a perda de
massa € maxima (Tmax) foi observada na analise DTG em 377 °C (Figura 3). Conforme
indicado por DUY et al. (2020), esse fendmeno € atribuido a degradacéao térmica do latex.
No entanto, verificou-se que a intensidade do pico DTG das amostras LP6 e BN diminuiu
gradativamente em comparacdo com a amostra LNCP. CUIET et al. (2020) mostraram
que a BN associada ao outro polimero apresenta um pico com menor intensidade que a
BN pura, indicando uma taxa de degradagdo mais lenta para o copolimero do que para a
BN pura. Este fendmeno pode ser atribuido a alta interagdo quimica entre 0s grupos
funcionais presentes no copolimero e ao reduzido teor de cadeias insaturadas em sua
estrutura. Consequentemente, a decomposicao da BN associada a outro polimero exige

mais energia, proporcionando assim maior estabilidade térmica.

3.3 Andlise de Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As amostras LNCP, BN e LP6 foram submetidas a analise de analise DSC,

referente ao segundo aquecimento, conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Curvas de DSC de amostras de latex ndo centrifugado e purificado (LNCP), borracha natural
(BN) e latex purificado 6 vezes (LP6).
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Verificou-se que todas as amostras apresentaram a temperatura de transicdo vitrea
(Tg) em torno de -65 °C. Este valor de Tg € atribuido a fase poli(cis-1,4-isopreno), de
acordo com observacdes documentadas por PICHAYAKORN et al. (2012) e
PICHAYAKORN et al. (2013). A presenga de uma Tg distinta destaca uma maior
relaxagdo molecular da estrutura amorfa do elastdmero (WANG e DUAN 2019). Os
valores de Tg identificados demonstraram que os processos de purificagcdo ndo conduzem
a alteracOes na estrutura molecular do elastdmero. Neste contexto, torna-se evidente que
0s processos de centrifugacdo e purificacdo ndo impactam as propriedades térmicas e
intrinsecas do latex. Como as propriedades mecanicas dos polimeros sdo dependentes da
temperatura (SMITH et al. 2009; ESPINDOLA et al. 2023), a estabilidade da Ty
apresentada pelo material garante essa estabilidade mecéanica, sendo importante para
aplicacdes biomédicas (ESPINDOLA et al. 2023). Além disso, a mobilidade molecular
em torno da Ty pode influenciar a taxa de substancias farmacoldgicas liberadas do
material para o ambiente circundante, apresentando também uma estabilidade nesse
ambito (KARAVELIDIS et al. 2010).

2.3 Ensaio De Intumescimento

Os resultados do ensaio de intumescimento das amostras de LNCP, BN e LP6
estdo apresentados na Figura 5. A amostra LNCP apresentou alta capacidade de
intumescimento, atingindo aproximadamente 75 % ao final do teste (240 h). A amostra
BN apresentou um percentual de intumescimento de aproximadamente 40 % ao final do
teste (240 h). Por fim, a amostra LP6 apresentou menor percentual de intumescimento em
comparacao as demais amostras (BN e LNCP), com capacidade méaxima inferior a 10 %
no periodo de 144 h. A média de 3 amostras do teste apresentou desvio padrao inferior a
5 %.
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Figura 5. Grafico da taxa de intumescimento (%) vs tempo (horas) das amostras de latex ndo centrifugado
e ndo purificado (LNCP), borracha natural (BN), e latex purificado 6 vezes (LP6).

A capacidade de expansao de diferentes categorias de processamento de BN pode
estar ligada a sua composicao quimica. WADEESIRISAK et al. (2017) documentaram
que o arranjo e a interacao de proteinas e lipidios na interface das particulas de borracha
podem influenciar a capacidade absorvente do latex, afetando consequentemente sua
caracteristica final. O processo de purificacdo contribui para a remocao de proteinas e
lipidios situados na superficie do sistema coloidal da borracha, expondo a cadeia
polimérica  hidrofoébica constituida pelo poli(cis-1,4-isopreno),  restringindo
consequentemente sua capacidade de absorcao de agua (BARROS et al. 2021).

Além disso, a reducdo da massa da amostra LP6 observada no grafico, poderia
estar potencialmente associada a reducdo das caracteristicas fisicas inerentes ao latex,
nomeadamente as suas propriedades mecanicas. Esta ocorréncia pode estar ligada a
contagem de interagdes de purificacdo de latex. De acordo com HAYEEMASAE et al.
(2022), que utilizaram a centrifugacdo para fins de desproteinizagdo, um aumento na
quantidade de ciclos de centrifugacgdo esta correlacionado com um declinio nas redes de
ligagdo as proteinas do latex, resultando em modificagdo substancial nos atributos
mecénicos do material.

Assim, uma maior taxa de intumescimento garante que o material seja promissor
para aplicagdes biomédicas, bem como como carreador de medicamentos. Estudos de

BARROS et al. (2021) demonstraram que membranas a base de latex com alginato
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proporcionaram maior taxa de intumescimento, biocompatibilidade e proliferacdo celular,
indicando material promissor para tratamento de feridas diabéticas, acelerando o processo

de cicatrizacao.

3.5 Anélise do Potencial Zeta

O gréfico do potencial zeta em fungdo do pH, ilustrado na Figura 6, revelou uma
carga superficial negativa em todas as amostras, independentemente dos valores de pH.
Porém, para as amostras BN e LNCP, o potencial zeta apresentou variacdes em funcao
do pH. A medida que o pH aumentou, a carga superficial exibiu maior negatividade,
registrando valores de -35 mV para a amostra BN e -28 mV para a amostra LNCP em pH
9,0. Em contraste, a amostra LP6 apresentou uma carga superficial ligeiramente menos
negativa em comparagdo com as outras amostras (BN e LNCP), obtendo um valor de -13
mV em pH 9,0. Esta diferenca nos valores de potencial zeta pode ser atribuida ao processo
de desproteinizacdo por purificacdo aplicado a amostra LP6, resultando na diminuicdo da
hidrofilicidade.
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Figura 6. Gréafico do potencial Zeta em fungdo do pH das amostras de latex ndo centrifugado e nédo

purificado (LNCP), borracha natural (BN) e latex purificado 6 vezes (LP6).
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Conforme indicado por SANSATSADEEKUL et al. (2011), o latex apresentou
carga superficial negativa atribuida a ionizacéo de grupos acidos carboxilicos presentes
na superficie das particulas de borracha. Neste contexto, a carga superficial das particulas
de borracha aumenta com a adsorcdo de acidos graxos e proteinas na superficie. No
entanto, processos de desproteinizagdo, como a centrifugacdo, podem resultar em uma
diminuicdo na carga superficial negativa do latex (SANSATSADEEKUL et al. 2011)
uma vez que os lipidios contribuem para a alta carga negativa na superficie da borracha
(AMBEGODA et al. 2020). ARIYAWIRIYANAN et al. (2013) também mostraram que
a remocdo de proteinas da superficie do latex contribui para a reducdo da carga negativa
das particulas de borracha.

Além disso, THEVENOT et al. (2008) mostraram que superficies de biomateriais
com cargas negativas possuem interacdes favoraveis com as células, levando assim ao
aumento do crescimento e adesdo celular. Isto implica que uma carga negativa elevada
numa superficie aumenta a atividade celular. Por outro lado, as superficies
funcionalizadas com grupos como porcdes de amina (NH.) elevam a internalizacdo
celular (ARIMA e IWAT, 2007), bem como a ligacdo e proliferacdo celular (HAO et al.
2016). No caso do latex, a desproteinizacdo eliminou 0s grupos amina inerentes a
estrutura (conforme confirmado pela analise FTIR), influenciando potencialmente na
adesdo celular. Esse declinio na adeséo celular foi discernivel na avaliacédo in vitro da
amostra LP6, que sofreu a purificacdo mais extensa e consequentemente apresentou
diminuicdo da quantidade de grupos NH2 em sua composi¢éo, culminando na diminuigéo
da adesdo celular. Portanto, as cargas negativas presentes na superficie do latex sdo
vantajosas para aplicac6es biomédicas devido a sua capacidade de induzir resposta celular
(NASCIMENTO et al. 2018).

3.6 Angulo de Contato

Os resultados das medidas do angulo de contato, conforme ilustrado na Figura 7,
destacaram a influéncia do processo de purificagcdo nos valores dos angulos registrados
das amostras. Especificamente, medidas de angulo de contato de 73,00° (+ 0,03), 79,40°
(x 0,40) e 87,00° (£ 0,02) foram obtidas para LNCP, BN e LP6, respectivamente. Esses
valores elucidam a extensdo da molhabilidade, que significa a interacdo entre uma
superficie liquida e uma superficie sélida. Um angulo de contato < 90° significa uma alta

molhabilidade do material, enquanto > 90° indica um menor grau de molhabilidade
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(YUAN e LEE 2013). Comparando as amostras, LP6 apresentou o a&ngulo de contato mais
substancial, enquanto o menor angulo foi registrado para LNCP. A média de 5 analises

de angulo de contato apresentou desvio padrao inferior a 5 %.
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Figura 7. Valores do angulo de contato (em graus) para amostras de latex ndo centrifugado e ndo purificado

(LNCP), borracha natural (BN) e latex purificado 6 vezes (LP6).

Os procedimentos de purificacdo utilizados no LP6 facilitaram a exposicdo de
unidades de isopreno dentro da cadeia polimérica, levando a um aumento no angulo de
contato e uma diminuicdo na hidrofilicidade (CHAGAS et al. 2021). Essa observagéo
reforcou os resultados dos testes de intumescimento, que mostraram menor grau de
intumescimento no LP6 quando comparado as demais amostras. Este fendmeno pode ser
atribuido as suas caracteristicas hidrofilicas reduzidas resultantes de processos de
purificacao.

O menor valor de angulo de contato observado nas amostras LNCP e BN podem
ser atribuidos a existéncia de proteinas envolvendo as particulas de latex. Essas proteinas
estdo relacionadas a grupos funcionais polares como os acidos carboxilicos, o que poderia
aumentar a hidrofilicidade do material. As medi¢cdes de angulo alinham-se com os
resultados da analise do potencial zeta, revelando cargas superficiais negativas para
LNCP e BN. Esta carga negativa pode ser atribuida a presenca de &cidos carboxilicos nas

proteinas que envolvem a estrutura do isopreno.
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Segundo CHAGAS et al. (2021), o angulo de contato tem influéncia significativa
na proliferacdo e adesdo celular quando aplicado a biomateriais, desempenhando um
papel crucial na interacdo entre as superficies desses materiais e as células. Além de
influenciar fortemente a proliferacdo e adesdo celular, a hidrofilicidade moderada do
material também pode contribuir para a protecéo e hidratacdo do local da ferida, evitando
assim a contaminacao bacteriana (MADDALOZZO et al. 2022).

3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi realizada para analisar a

superficie das membranas de LNCP, BN e PL6, conforme mostrado na Figura 8.

Figura 8. Imagens de MEV de amostras de latex. A: latex ndo centrifugado e ndo purificado (LNCP); B:

Borracha natural (BN) e C: Latex purificado 6 vezes (LP6). Ampliacdo de 500 x. Barra de escala: 100um.

A micrografia apresentada na Figura 8A ilustra a superficie irregular da amostra
LNCP com formagcé&o irregular e com rugosidades. Esta irregularidade foi provavelmente
devido a evaporacao de solventes durante o processo de secagem (STROPA et al 2016;
MASUDA e OLIVEIRA 2019). A capacidade aumentada de intumescimento do LNCP,
resultante da presenca de proteinas e lipidios em sua estrutura, poderia impactar a cinética
de evaporacdo do solvente durante a secagem, contribuindo assim para o
desenvolvimento de uma superficie mais irregular.

Na Figura 8B, as amostras de BN apresentaram uma superficie uniforme pela
presenca de estrias. Esse fenémeno, como também notado por CESAR et al. (2020), o
qual foi atribuido estrias da membrana. A superficie lisa do LP6 na Figura 8C pode estar
relacionada a eliminacéo de impurezas, como proteinas e lipidios, através do processo de

purificagdo, resultando em um material mais homogéneo.
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De acordo com METWALLY et al. (2020), materiais com superficies mais lisas
possuem uma capacidade de adesdo celular reduzida e consequentemente menor
contagem de células em comparacao com superficies rugosas. Além disso, a rugosidade
e a carga superficial contribuem para a formacao do tecido, promovendo a regeneragédo
tecidual. Estudos de FLORIANO et al. (2018) e BARROS et al. (2019) demonstraram
que as superficies mais rugosas e porosas presentes no latex sdo suscetiveis a adsorcao,
permeacdo e incorporacdo de farmacos e extratos, garantindo a liberacdo sustentada
desses componentes. Além disso, a presenca de poros proporciona um ambiente favoravel
para a absorcdo de exsudatos, permitindo a troca gasosa com o ambiente circundante e
mantendo a hidratacdo do local (PHAECHAMUD et al. 2016). Essas caracteristicas sdo
evidentes na morfologia da membrana LNCP (Figura 8A), tornando-a ideal para
aplicacdes biomédicas, utilizando como um sistema de liberacdo controlada e permeacéo

de gés.

3. 8 Ensaio de Citotoxicidade

Os resultados foram a partir de cultivos de células vero derivados do rim do
macaco verde africano, com padrées internacionais (ASTM F813-20, 2011; 1SO 10993-
5, 2009; 1SO 10993-12, 2012).

A Figura 9 apresentou os dados obtidos no teste de citotoxicidade por contato
direto ap6s 24h de incubacdo observada sob contraste de fase. No grupo CT- (controle),
foi observada uma monocamada celular confluente, com algumas células alongadas e
outras mais retraidas, dependendo da densidade celular, espalhadas pela placa de cultura,
0 que € consistente com a morfologia da divisdo celular. No grupo CT+ (positivo) foi
observado menor nimero de células, completamente arredondadas e retraidas, formando
aglomerados celulares, indicando possivel morte celular. Devido a espessura e
translucidez das diferentes amostras, ndo foi possivel visualizar diretamente as células
nelas contidas. Em vez disso, a analise concentrou-se nas celulas que rodeiam os
materiais. N&do foram observadas alteragdes citoplasmaticas aparentes ou caracteristicas
morfoldgicas indicativas de morte celular. No caso das amostras LNCP e BN, foi
observada uma monocamada celular ndo confluente com alguma vacuolizagdo ou
granulacdo citoplasmatica. A amostra LP6 apresentou indicios de células arredondadas
e/ou retraidas, assemelhando-se ao grupo CT+.
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No teste de citotoxicidade do extrato, os controles apresentaram caracteristicas
semelhantes as descritas para o teste de citotoxicidade direta, citado acima. Poréem, foram
observados padrBes morfologicos distintos nos extratos de células LNCP e BN em
comparagdo com o grupo CT-. No entanto, as células LNCP e BN nédo foram capazes de
formar uma camada monocelular confluente, e as células da amostra LP6 estavam muito
mais retraidas e espacadas (Figura 9). Em todos estes casos, células retraidas ou
vacuolizadas eram comuns na monocamada. Dados semelhantes também foram
observados sobre a citotoxicidade pelo extrato quando observado em contraste de fase
(Figura 9).
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Figura 9. Analise morfoldgica da citotoxicidade direta e de extrato. Nos diferentes grupos experimentais
as células vero foram observadas apds 24 h de incubacdo em duas condigdes: na primeira coluna,
citotoxicidade por contato direto (analisada por contraste de fase) na segunda coluna citotoxicidade por
extrato (contraste de fase) e na terceira coluna, citotoxicidade por extrato (analisado por CV). As
abreviaturas correspondem ao controle negativo: CT-, controle positivo: CT+, BN: Borracha Natural,
LNCP: Latex Ndo Centrifugado e Purificado e LP6: Latex Purificado 6 vezes. O (*) indica o material em

contato direto. Barra de escala: 50 pm.

Foi identificada no CT-, por meio da coloragdo de CV, uma camada celular com

regides de confluéncia e semiconfluéncia, presenca de células com nucleos basofilos e
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descondensados e nucleos evidentes. O citoplasma das células apresentava leve basofilia
e sem sinais de vacuolizacdo. No grupo de toxicidade CT+, as células estavam retraidas
e arredondadas, com nucleos picnoticos e quase nenhum citoplasma visivel. LP6 indicou
citotoxicidade por extrato, apresentando alteracbes celulares e morfologia consistente
com CT+. As células tanto do LNCP quanto do BN apresentaram um padrdo semelhante
ao CT-. Porém, o numero de células na BN foi menor do que o observado neste controle
(Figura 10).

140 -
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CT- CT+ LNCP BN LP6

Amostras estudadas

Figura 10. Viabilidade celular pelo cultivo das células vero, por extrato das diferentes amostras estudadas.
A linha tracejada indica o limiar de citotoxicidade. Controle negativo CT-, controle positivo CT+, latex ndo
centrifugado e purificado (LNCP), borracha natural (BN) e latex purificado 6 vezes (LP6).

As caracteristicas da superficie e a composi¢cdo de um material impactam
diretamente as respostas celulares. As estratégias de purificacdo utilizadas na amostra
LP6, que resultaram em uma superficie mais lisa (conforme observado nas imagens
MEYV), podem ter influenciado a absorcdo proteica e as cargas superficiais, conforme
indicado pelo teste de potencial zeta de superficie. Segundo NASCIMENTO et al. (2018)
a hidrofobicidade dos materiais pode afetar o crescimento e a adesdo celular. No entanto,
estudos de MOLINA et al. (2011) mostraram que superficies hidrofébicas com

rugosidade em sua morfologia podem promover a proliferacédo e adeséo celular. Os
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resultados do MEV confirmam que os grupos LNCP e BN apresentaram superficies mais
rugosas em comparagao ao grupo LP6, que apresentou superficie mais lisa. Isto corrobora
diretamente com os resultados obtidos para crescimento e adesdo celular. Além disso,
deve-se notar que a cor do meio contendo amostras de LP6 mudou apds a inoculagdo com
células Vero (dados ndo mostrados). Sugere-se que grupos quimicos presentes nas
amostras de LP6 foram solubilizados ou liberados no meio, potencialmente alterando seu
pH. Essa mudanca no pH pode levar a acidose e subsequente morte celular.

SANTOS et al. (2012) demonstraram que elasticos ortoddnticos a base de latex
podem resultar em menor viabilidade celular em comparagéo com produtos similares sem
latex em sua composi¢do. Porém, deve-se ressaltar que no estudo o latex referido pelos
autores € a borracha natural e ndo o latex puro. Portanto, os dados obtidos sdo consistentes
com esses resultados. O estudo também investigou o impacto de diferentes niveis de pH
(5,0; 6,0 e 7,5) nos elasticos ortoddnticos em termos de viabilidade celular. Foi encontrada
uma correlacéo significativa entre a diminuicdo do pH e as interagdes entre os grupos de
pH e as células controle. Na fisiologia humana, a concentracdo de ions H+ nos fluidos
corporais é normalmente mantida em um nivel baixo, com o pH sendo inversamente
proporcional a concentracdo de H+. O limite inferior de pH no qual uma pessoa pode
viver por mais de algumas horas € de aproximadamente 6,8, enquanto o limite superior é
de cerca de 8,0. Portanto, os niveis de pH alcalino sdo geralmente mais bem tolerados
(GUYTON e HALL 2021).

Considerando que o latex contém propriedades alergénicas (ALLERGEN.ORG),
o0 presente resultado mostrou que as células cultivadas em extratos de LNCP apresentam
padrdo semelhante ao CT-, indicando que esta amostra pode ser considerada nao
citotoxica (ALLERGEN.ORG). De acordo com BERTHELOT et al. (2014), as principais
proteinas responsaveis por desencadear alergias nos individuos sdo REF (fator de
alongamento de borracha) e SRPP (proteina de pequenas particulas de borracha). No
entanto, estas alergias foram tipicamente observadas em individuos que usam
frequentemente luvas de latex. Em contraste, embora as células BN e LP6 apresentassem
maior crescimento celular em comparagdo com CT+, a reducdo na viabilidade foi inferior
a 30 % do controle CT-. De acordo com a ISO 10993-5, uma reducdo na viabilidade
celular superior a 30 % é considerada um efeito citotoxico. LEITE et al. (2020) relataram
resultados favordveis na cicatrizacdo/reepitelizacdo de lesdes cutdneas em ratos

utilizando soro de latex de Hevea brasiliensis a 1 %, que foi submetido a filtracdo para
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remocdo de proteinas de até 10 kDa. Isto destaca os impactos das variagbes de
processamento nas respostas celulares, incluindo a composi¢do das superficies que
rodeiam as particulas de latex e a libertacdo de grupos quimicos solveis no meio.
Outros efeitos benéficos das proteinas BN podem ser observados em estudos in
vivo. CURY et al. (2019) demonstraram que a presenca de proteinas BN em suturas
utilizadas para reparo do tenddo de Aquiles em ratos melhorou a sintese de colageno tipo
| e reduziu a expressdo de MMP-2 (metaloproteinases de matriz), necessarias para a

matriz extracelular do tenddo e da homeostase.

4. CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que o latex purificado seis vezes (LP6) apresentou um
material menos estavel, com alteracGes notaveis em sua estrutura fisica, menor taxa de
intumescimento, diminuicdo da adesdo celular e uma carga de superficie negativa
reduzida. Esses achados sugerem que o processo de purificacdo tem um impacto notavel
nas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do latex. Em contraste, a BN derivado do
latex da arvore Hevea brasiliensis ndo necessita da fase de desproteinizacdo dependendo
da aplicacdo requerida. As proteinas e lipidios presentes no grupo LNCP poderiam
potencialmente ter uma influéncia positiva em sua estrutura e melhorar seu desempenho
em diversas aplicacdes médicas. No entanto, € importante enfatizar que a necessidade de
desproteinizacdo e purificacdo do BN derivado do latex natural deve ser considerada para
cada aplicacdo pretendida do material.
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Resumo

A pesquisa em regeneracdo cutanea ganhou importancia na medicina, visando minimizar
0 processo irregular de cicatrizacdo de feridas, que aumenta a suscetibilidade a infec¢des
crénicas. Embora tratamentos convencionais, como enxertos de pele, terapia celular e
fatores de crescimento, sejam amplamente utilizados, eles frequentemente implicam em
altos custos e exigem procedimentos cirdrgicos. Portanto, a busca por produtos
dermatoldgicos de baixo custo, eficazes e faceis de usar € crucial. O latex, um polimero
natural derivado da seringueira, e o polimero sintético Poli(alcool vinilico) (PVA)
adquirem caracteristicas como biocompatibilidade, elasticidade, facilidade de

processamento, estimulo a angiogénese, além de baixos custos de produgdo. O estudo foi
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conduzido comparando quatro diferentes proporcdes de latex/PVA na membrana,
especificamente 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente. As técnicas empregadas
incluiram espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TG), calorimetria diferencial de varredura (DSC), teste de
intumescimento, teste de tracdo mecénica, analise Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), medicdo do potencial zeta e ensaio biolégico in vitro. Os resultados
demonstraram que as membranas com uma composicdo de 75/25 e 80/20 exibiram
propriedades fisico-quimicas e mecanicas superiores para aplicacdo dérmica. A anélise
por MEV revelou homogeneidade, porosidade e rugosidade superficial nas membranas
com essas duas composicGes. Consistente com 0s ensaios bioldgicos in vitro, que
mostraram melhor adesdo e proliferacdo celular na superficie da membrana, indicando

seu potencial promissor como curativo para feridas dérmicas.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, cicatrizacdo dérmica, curativo dérmico, biomaterial,

engenharia tecidual.

1. INTRODUCAO

A pele saudavel desempenha um papel vital na protecdo do corpo contra
patdgenos, radiacdo ultravioleta e perda de agua, além de contribuir para a homeostase
através das percepgdes sensoriais das condi¢des normais KATIYAR et al. (2022).
Quando a pele é afetada por trauma ou doenca, suas fungbes fisioldgicas sdo
comprometidas e sua aparéncia é danificada (WEI et al. 2021). A busca por terapias que
combinem o processo de cicatrizacdo da ferida cuténea (processo convencional), a
refuncionalizacdo da rea lesionada e, simultaneamente, o desempenho estético (processo
regenerativo) da pele torna-se um desafio para o campo biomédico (TOTTOLI et al.
2020).

Os biomateriais, por sua vez, exibem alta funcionalidade no campo da pesquisa
em regeneracdo dérmica, possuindo caracteristicas que auxiliam no processo de
cicatrizacao e regeneracdo, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades
anti-inflamatorias e hemostaticas, propriedades antibacterianas, bem como propriedades
bioativas (KONOP et al. 2022).

Considerando esses aspectos dos biomateriais, o latex é uma solucdo coloidal

extraida da Hevea brasiliensis, mais conhecida como seringueira. A composicao do latex
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consiste em aproximadamente 40 % de polimero natural (cis-1,4-poliisopreno), 50 % de
agua e aproximadamente 10 % de constituintes ndo borracha, incluindo lipidios,
carboidratos e proteinas (ANDRADE et al. 2022). A ndo citotoxicidade, as propriedades
fisicas inerentes e a capacidade angiogénica (HERCULANO et al. 2024) do latex o
tornam um biomaterial promissor para varias aplicacdes biomédicas, especialmente para
a regeneracdo da pele (TORRES et al. 2023).

Um estudo in vivo indicou que o latex e suas fracdes aceleraram o processo de
cicatrizacao de feridas em roedores, bem como aumentaram a proliferacdo celular na area
da lesdo. Além disso, as proteinas do latex mostraram aumento na sintese de colageno
por células fibroblasticas (MORAIS et al. 2024). Segundo ZANCANELA et al. (2019),
experimentos realizados in vitro demonstraram que membranas de latex incorporadas
com extrato de propolis liberaram o extrato no meio, exibiram acéo antibacteriana e ndo
apresentaram citotoxicidade para células fibroblasticas de ratos. Além disso, a membrana
a base de latex natural poderia atuar como barreira contra agentes infecciosos e fornecer
protecdo quimica e mecanica na regido da ferida.

O Poli(alcool vinilico) (PVA) é um polimero sintético macromolecular com
biodegradabilidade, biocompatibilidade e propriedades fisico-quimicas e mecanicas que
contribuem para o uso em aplica¢des biomédicas (ZHONG et al. 2024). A estrutura do
PVA pode ser customizada para tais aplicacdes, tanto na forma de hidrogéis (CHEN,
2022) quanto em sua forma reticulada, que pode ser obtida através de reticulacdo a baixa
temperatura ou quimica (FERREIRA et al. 2020; BERSANETTI et al. 2019). As
caracteristicas intrinsecas do PVA contribuem para aplicacbes como engenharia de
tecidos, liberacdo de farmacos, cicatrizacao de feridas e dispositivos médicos (PEREIRA
et al. 2023; TURKOGLU et al. 2024).

O PVA puro, por sua vez, ndo possui as propriedades mecéanicas exigidas para
aplicacGes biomédicas; portanto, estudos visam melhorar e controlar sua estrutura e
funcdo atraves da incorporagédo de diferentes materiais e componentes, tornando-o um
candidato ideal para varios tratamentos, bem como para o desenvolvimento de curativos
(ZHONG et al. 2024). Além disso, o polimero é comumente utilizado em conjunto com
outros tipos de biomateriais, como polimeros naturais (NICACIO e LEITE 2022) e
ceramicas (KUMAR et al. 2019), que melhoram o desempenho do material final.

Estudos tém mostrado que o PVA incorporado com fibroina melhora as

caracteristicas fisicas, mecanicas e biologicas (in vitro e in vivo) para aplicacdo dérmica,
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tornando-se um material capaz de regenerar a pele (ZHOU et al. 2023). Além disso, de
acordo com ARRIAGA et al. (2021), o PVA demonstrou ser um material com grande
potencial para a liberacdo sustentada de farmacos sintéticos, devido a sua significativa
influéncia na reticulacdo e biodegradabilidade, mostrando-se promissor em aplicacfes
para feridas cirdrgicas.

Trabalho recente de ZHOU et al. (2022) demonstrou em sua analise bibliométrica
que os biomateriais representam areas de pesquisa promissoras no campo da regeneragao
da pele. Além disso, os autores mencionaram 0s biomateriais mais utilizados em
pesquisas relacionadas ao avango de curativos dérmicos, como colageno, alginato,
gelatina, acido hialurdnico, celulose e seda. Considerando esse fato, o desenvolvimento
de curativos baseados em outros biomateriais, como latex e PVA, torna-se relevante nesta
area, pois sdo biomateriais inovadores para aplicacdo na regeneracdo dérmica. Diante
dessa circunstancia, o objetivo deste estudo foi formular membranas a base de latex/PVA
em vérias proporg¢des (50/50, 75/25, 80/20 e 90/10) para uso como curativos dérmicos,
visando utilizar materiais de baixo custo e facilmente escalaveis. Além disso, nosso
objetivo foi desenvolver uma solucdo eficaz para tratar diferentes tipos de feridas e

promover a regeneracao da pele.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese da Solucédo de Latex/PVA
Para a solucdo de latex (LNCP) 10 %, foi utilizado 6 g do material em 60 mL de

cloroformio P.A (Labsynth®) e mantido sob agitacdo magnética em temperatura ambiente
até completa dissoluc&o. Ja para a solugdo de PVA (Merck/Sigma®) 10 %, foi utilizado 6
g do polimero em 60 mL de agua destilada mantido em agitacdo magnética com
temperatura de aproximadamente 80 °C até a diluicdo do material.

2.2 Preparacdo da Membrana de Latex/PVA

As soluces de latex/PV A foram preparadas de acordo com dados da Tabela 1.

Tabela 1. Volume utilizado para o desenvolvimento de cada membrana com diferentes porcentagens de

latex/PVA, respectivamente.
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Proporcédo de Volume de latex ~ Volume de pva Volume final da
latex/pva (%) (ml) (ml) membrana (ml)
50/50 7,5 7,5 15
75/25 11,25 3,75 15
80/20 12 3 15
90/10 13,5 1,5 15

As solucgdes foram homogeneizadas manualmente com o auxilio de um bastdo de
vidro, nas composic¢des previamente descritas (Tabela 1) colocadas em placas de petri de
teflon e congeladas no freezer (-20 °C) por 24 h. Apo6s as 24 h de congelamento, foram
retiradas do freezer e deixadas em temperatura ambiente para evaporacdo do solvente por
aproximadamente 8 horas. Esse processo de congelamento e descongelamento foi
repetido por 2 vezes, para a reticulagio do PVA. As amostras foram deixadas em
temperatura ambiente por 4 dias para que o solvente fosse evaporado por completo.

2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A anélise de FTIR foi para identificar e caracterizar a estrutura quimica das
amostras de latex puro, PVA puro, latex/PVA 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, utilizando um
espectrofotdbmetro Perkin EImer em modo ATR (Spectrum 65 FT-IR). A anélise foi
realizada na faixa de nimero de onda de 4000 a 600 cm™ com resolucéo de 4 cm™ e 64

varreduras.

2.4 Analise de Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica das amostras latex puro, PVA puro, latex/PVA 50/50,
75/25, 80/20 e 90/10, foi avaliada usando anélise TG com um equipamento modelo
Discovery TGA 55 da TA Instruments (TA Instruments, EUA). Aproximadamente 5 mg
de cada amostra foi aquecido de 25 a 300 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min

sob atmosfera de nitrogénio.

2.5 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
A analise DSC foi realizada usando um equipamento TA Instruments Discovery
DSC 25. Amostras latex puro, PVA puro, latex/PVA 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, com 5

mg foram hermeticamente seladas em recipientes de aluminio e submetidas a
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aquecimento de 25 a 150 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™. Apds atingir a
temperatura de 150 °C, as amostras foram resfriadas até -50 °C a uma taxa de resfriamento
de 10 °C.mint e mantidas a essa temperatura por 1 minuto. Por fim, as amostras foram
aquecidas novamente (taxa de aquecimento de 10 °C.min™) até 300 °C. A analise foi

conduzida sob uma atmosfera de nitrogénio com uma taxa de fluxo de 5 mL.mint,

2.6 Ensaio de Intumescimento

As amostras latex puro, PVA puro, latex/PVA 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10 foram
submetidas a um teste de intumescimento usando uma membrana com 3,0 cm
(comprimento) x 1,5 cm (largura). As amostras foram pesadas €, em seguida, imersas em
10 mL de solucdo de PBS a 37 °C por um total de 10 dias. No primeiro dia de anéalise, as
amostras foram pesadas nos seguintes intervalos: 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180,
240 e 300 minutos. Apos o primeiro dia, as amostras foram pesadas a cada 24 horas. O
teste de intumescimento foi realizado em duplicata. O percentual de intumescimento (%)
de cada amostra foi calculado usando seu peso inicial (Wo) e seu peso ap6s absorcéo (W),
usando a equacéo 1 descrita por ALVES et al. (2016):

Intumescimento(%) = [w] x 100 1)
0

2.7 Anélise de Potencial Zeta

A andlise de potencial zeta foi realizada por um analisador eletrocinético
(SurPASS, Anton Paar GmbH, Austria). O potencial zeta das superficies das amostras,
latex puro, PVA puro, latex/PVA 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10 foram medidas em funcéo
das alteracdes de pH de uma solucéo eletrolitica de cloreto de potéssio 0,001 M. O pH da
solucdo foi ajustado adicionando 0,05 M de HCI ou 0,05 M de NaOH usando a unidade
de titulagdo automaética do instrumento. As amostras foram fixadas em um suporte plano
de amostra medindo 20 mm (comprimento) e 10 mm (largura) de cada lado, com a
distancia entre as superficies ajustada para 100 = 10 um. O potencial zeta foi realizado

em duplicata e todas as medi¢des foram conduzidas & temperatura ambiente.
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2.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Todas as amostras latex puro, PVA puro, latex/PVA 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10

foram metalizadas com uma camada de ouro de 20 nm usando um metalizador por
pulverizagdo catddica Leica EM ACE600. Em seguida, foi realizada a analise com
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (FEI Quanta 250) operando a uma tenséao
de aceleracdo de 3 kV e um detector de elétrons secundario. Imagens de baixa ampliacdo

da morfologia da superficie de cada amostra foram analisadas.

2.9 Ensaio Mecanico de Tracédo

As propriedades mecénicas das membranas de latex puro, PVA puro, latex/PVA
de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10 foram avaliadas pelo teste de tensdo/ deformacéo. Para a
realizacdo das medidas foi utilizado um equipamento universal de ensaios mecanicos da
marca Instron modelo EMIC 23-30 com célula de carga de 50 kg, seguindo a norma
ASTM D412com as amostras nas seguintes dimensdes 44 mm de comprimento X 15 mm
de largura x 0,5 mm de espessura. O ensaio foi realizado em quintuplicata a temperatura
ambiente e com taxa de deslocamento de garras de 500 mm/ min, como estabelecido pela

norma.

2.10 Caracterizacao Biologica - Citotoxicidade Direta e Citoquimica

Para 0 ensaio de viabilidade celular membranas de latex puro, PVA puro,
latex/PV A de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10 foram preparadas direto na laminula de vidro
de 13 mm e esterilizadas em luz UV germicida por 12 horas. Foram utilizadas células
Vero, derivadas de células renais de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops).
Essas células foram provenientes do Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo, Brasil). Esta linha
celular especifica é recomendada para investigar citotoxicidade e interacGes célula-
biomateriais de acordo com padrdes internacionais (ASTM F813-20, 2011; 1SO 10993-
5, 2009; ISO 10993-12, 2012). As células foram cultivadas em meio 199 (Lonza, EUA)
suplementado com 10 % de SFB (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) e mantidas a 37 °C em
atmosfera com 5 % de COo.

Para o ensaio de citotoxicidade da membrana, fragmentos de cada material
(LNCP, BN e LP6) foram colocados assepticamente em placa de cultura celular de 24
pocos e imersos em meio (Lonza) suplementado com 10 % de SFB (Nutricell). A

proporcdo entre fragmentos de material e meio foi mantida em 0,6 cm3/ml e nenhuma
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agitacdo foi aplicada. A placa foi entéo incubada a 37 °C com 5 % de CO2 por 24 horas.
Posteriormente, o meio resultante, considerado extrato, foi coletado para cultura celular.
As células Vero foram introduzidas em placas de cultura nas concentracfes anteriormente
mencionadas, permitindo-lhes aderir durante 2 horas. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido pelos extratos obtidos anteriormente. As células Vero foram entdo cultivadas
por mais 24 horas dentro desses extratos a 37 °C com 5 % de CO..

As imagens microscopicas foram capturadas usando um microscopio de luz
invertida Zeiss Axio Vert Al (Zeiss) com Optica de contraste de fase e objetiva de 20 Xx.
Apds o periodo de cultura, as células foram fixadas com 100 pL de solucdo de
formaldeido a 10 % (em tampéo fosfato 0,1 M em pH 7,2) por 30 minutos. Apos a fixacao,
as c¢lulas foram enxaguadas com 4gua destilada e coradas com 100 pL de Cristal Violeta
(CV) por 20 minutos para facilitar a analise morfologica. Para analise quantitativa, as
amostras foram submetidas a duas lavagens com &gua destilada seguida de incubacdo em
solucdo de citrato de sddio a 5 % (em metanol a 20 %) por 30 minutos. A absorbancia das
amostras foi lida utilizando o leitor de microplacas Epoch (Biotek) em um comprimento
de onda de 540 nm sob todas as condi¢des experimentais.

Para a segunda fase, foi realizado o mesmo procedimento de cultivo celular
descrito anteriormente, nas amostras de latex/PVA nas composi¢des de 50/50, 75/25,
80/20 e 90/10, além do CT- (apenas células), CT+ (células submetidas a morte), latex
puro e PVA puro. Adicionalmente a coloracdo de CV, a cultura celular da segunda etapa
do trabalho foi analisada também por coloracdo de Xylidine Ponceau (XP) em pH 2,5 ¢
Azul de Toluidina (AT) em pH 4,0. Essas colorag8es foram realizadas com o objetivo de
analisar: (1) a morfologia, (2) as proteinas totais e (3) o DNA, RNA e

glicosaminoglicanos, respectivamente.

2.11 Avaliacdo da Adesdo e Morfologia Celular - Microscopia Eletrdnica de

Varredura

Para analisar o padrdo de adeséo celular nos materiais, as células foram inoculadas
(1 x 10° células/ml), cultivadas por 24h, fixadas com 3 % de glutaraldeido em tampé&o
salino fosfato 0,1 M pH 7,2 (PBS), lavadas em PBS, desidratadas em etanol, secas em um
secador de ponto critico (Leica EM CPD300), revestidas com ouro (Sputtering Leica EM

ACE 200), e observadas em microscopia eletronica de varredura FEI Quanta 250.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresentou as imagens macroscopicamente das membranas de
latex/PVA nas composicOes de 50/50, 75/25, 80/20 3 90/10, respectivamente. Verifica-
se que ha diferenca na morfologia da superficie de cada amostra. Tais amostras foram

obtidas através do processo de casting.

Figura 1. Imagem macroscopica das membranas de Latex/PVA nas seguintes composicdes,
respectivamente:; A) 90/10, B) 80/20, C) 75/25 e D) 50/50.

3.1 Analise de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR ATR)

Os espectros obtidos pela analise de FTIR para amostras de latex puro, PVA puro
e latex/PVA nas diferentes composicGes de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10 foram

apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Anélise de FTIR do latex puro, PVA puro e nas respectivas composic¢des de latex/PVA, 50/50,

75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente.

O latex puro apresentou os principais picos em 3400, 2915 e 2850 cm, atribuidos

aos estiramentos -OH dos grupos hidroxilas, estiramentos simétrico e assimétrico das
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ligacGes =CH, respectivamente. O pico em 1665 cm™ foi associado & vibragdo de
estiramento das ligagdes C=C, enquanto os picos em 1446 e 1377 cm™ foram relacionados
a distorcao dos grupos CH, e CHs. Adicionalmente, o pico em 845 cm indicou a vibragéo
de flexdo das ligacdes =CH localizadas fora do plano molecular, indicando a presenca de
cis-1,4 assim como evidenciado por BARROS et al. (2019) e ASAMI et al. (2023). Os
principais picos caracteristicos do PVA, por sua vez, foram observados em 3280, 2917,
1688, 1422, 1324, 1082 e 837 cm’. Esses picos foram atribuidos a vibragdo de
estiramento O-H do grupo hidroxila, vibracdo assimétrica de estiramento CHo,
estiramento carbonico C=0, vibragéo de flexdo C—H do CHo>, vibracéo de deformagéo C—
H, estiramento C—O de grupos acetil e vibragdo de estiramento C-C, respectivamente
(KHARAZMI et al. 2015).

Foi observado que o pico em 3278 cm™ relacionada ao OH, da estrutura do PVA,
esteve presente nos espectros dos grupos 50/50, 75/25 e 80/20, com picos que variam de
intensidade devido as diferentes amostras. Esse resultado também foi constatado por PAN
et al. (2020) o qual variou a proporcdo de PVA com acido hialurdnico na membrana em
questdo. Na membrana de latex/PVA 90/10 ndo foi evidente o pico, uma vez que a
proporcao de PVA é diminuida em relacdo as outras amostras, assim demonstrados em
estudos de CHOO et al. (2016). Por sua vez, as amostras de latex/PVVA com as diferentes
composicdes exibiram uma combinacdo das principais bandas presentes nos distintos
polimeros (latex puro e PVA puro). Entretanto, a amostra composta por 50/50 exibiu um
aparecimento de um pico em 755 cm, indicando uma possivel interagdo quimica entre

0s polimeros nessa dada proporcao (FONFRIA, 2020).

3.2 Andlise De Termogravimétrica (TG)

Com a finalidade de avaliar a estabilidade térmica das amostras de latex puro,
PV A puro e das membranas compostas por latex/PV A nas diferentes composi¢des (50/50,
75/25, 80/20 e 90/10), foi realizada a analise de TG e DTG (Figura 3A e B).
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Figura 3. Curvas de (A) TG e (B) DTG da membrana de latex puro, PVA puro e latex/PVA nas
composicgdes de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente.

Conforme observado na curva de TG (Figura 3A), o latex puro apresentou uma
Unica etapa de perda de massa, com temperatura de inicio e fim (Tonset € Tendset) €m 355
°C e 419 °C, respectivamente. Enquanto a sua temperatura onde a perda de massa é
maxima (Tmax) ocorreu em 378 °C. Este evento foi associado a degradacéo das cadeia
poliméricas, atribuidas a cisdo das ligacbes insaturadas do poli(cis 1,4- isopreno)
(ASAMI et al. 2023). O PVA, por sua vez, exibiu trés eventos térmicos. O primeiro
evento ocorreu entre 77 °C e 138 °C e foi associado a evaporacao das moléculas de agua
da estrutura hidrofilica do PVA. Em contrapartida, o segundo estagio acentuado de perda
de massa (63 %) ocorreu entre 230 °C e 265 °C com Tmax em 246 °C foi atribuido a perda
dos grupos -OH e desacetilacdo das cadeias poliméricas do PVA. Por fim, o terceiro
evento entre 400 °C e 500 °C, com aproximadamente 16 % de perda de massa, foi
associado a degradacdo da cadeia polimérica (AWADA e DANEAULT 2019).

Os eventos significativos de perda de massa, obtidos através das curvas da analise
térmica de TG e DTG de todas as amostras analisadas, estdo detalhadamente

representados na Tabela 2.
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Tabela 2. Propriedades térmicas determinadas por TG e DTG em amostras de latex puro, PVA puro,
latex/PVA nas composicdes de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente.

Amostra Eventos Tonset (°C)  Tendset (°C)  Tmax (°C) Perda de massa (%)

Latex puro 1 355 419 378 99
1 7 138 120 7

PVA puro 2 230 265 245 63
3 - - 428 16

1 - - 100 4

2 - - 190 4

50/50 3 256 316 290 10
4 342 394 371 66

5 - - 428 13

1 - - 83 3

75195 2 248 293 279 7

3 348 394 378 72

4 - - 430 12

1 - - 7 2

80/20 ° ) ) 230 >

3 340 395 382 71

4 - - 433 17

1 - - 74 2

90/10 : ] ] 245 °

3 354 398 385 70

4 - - 436 15

As amostras de latex/PVA em todas as composicGes investigadas (50/50, 75/25,
80/20 e 90/10) exibiram, de forma pouco acentuada, nas curvas de TG e DTG (Figura 3
A e B), a volatilizacdo das moléculas de &gua em torno de 100 °C, o que foi atribuido a
hidrofilicidade do PVA. Além disso, a amostra composta por 50/50 também apresentou
um evento relacionado a evaporacdo de moléculas de agua ligadas a estrutura do PVA em
190 °C (HONG et al. 2018).

Logo, a membrana na proporg¢éo 50/50 exibiu uma perda de massa de 10 % entre
256 € 316 °C com Tmax em 290 °C. Do mesmo modo, a membrana de 75/25 apresentou

uma perda de massa de 7 % entre 248 e 293 °C com Tmax em 279 °C, tais eventos
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térmicos foram atribuidos a desacetilagédo das cadeias de PVA (AWADA e DANEAULT
2015). Por sua vez, a degradacdo térmica do latex nas respectivas membranas foi
observada em aproximadamente 342 °C e 394 °C, o qual correspondeu a uma perda de
massa em 66 e 72 % para as amostras compostas por 50/50 e 75/25, respectivamente.
Ambas as amostras exibiram um ligeiro deslocamento dos eventos térmicos para
temperaturas intermediarias aos eventos dos polimeros individuais. Tal comportamento
indica uma fraca interacdo dos polimeros presentes na membrana (COSTA, MATTOSO,
e FERREIRA, 2013).

Por conseguinte, as amostras nas composic¢des de 80/20 e 90/10 apresentaram a
desacetilagdo do PVA através de uma modesta Tmax em 236 e 245 °C, respectivamente.
Esse resultado pode estar associado a menor propor¢do de PVA nas membranas.
Entretanto, a degradacdo do latex ficou evidenciada por meio da perda de massa
acentuada de aproximadamente 71 % para ambas as amostras, entre 340 e 398 °C. Por
fim, todas as amostras analisadas exibiram uma perda de massa entre 400 a 500 °C, o qual
foi associada a degradacdo da cadeia polimérica do PVA presente nas membranas
(AWADA e DANEAULT 2015).

2.2 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O comportamento térmico das membranas compostas por 50/50, 75/25, 80/20 e
90/10 foram analisadas por DSC, conforme mostra a Figura 4.
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Figura 4. Curvas de DSC das amostras de (A) latex puro, (B) PVA puro, (C-F) das membranas de
latex/PVVA nas composic¢des de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente.

A analise de DSC do latex puro (Figura 4A) apresentou apenas a temperatura de
transicéo vitrea (Tg¢) em -65 °C, comprovando sua natureza amorfa. O acentuado evento
associado a Ty observado na amostra de latex puro, representa uma maior relaxacéo da
cadeia elastomérica do polimero (CANEVAROLO Jr. 2017). Em contrapartida, a
amostras de PVA puro (Figura 4B) revelou uma Tg em 57 °C, enquanto eventos
endotérmicos em 219 e 223 °C foram associados a fuséo da estrutura cristalina do PVA
(TIAN et al. 2017).
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As amostras compostas por 75/25 e 80/20 (Figura 4D e E), no entanto,
apresentaram duas distintas Tgs associadas aos polimeros individuais presentes na
membrana. A presenca da Tq em -64 °C para ambas as amostras foi associada ao latex,
enquanto as Tgs presentes em 17 °C (75/25) e 77 °C (80/20) foram atribuidas ao PVA.
Este fendbmeno indicou uma fraca interacdo de ambos o0s materiais presentes na
membrana, bem como o deslocamento de Tq da epoxidacédo do latex com o PLA mostrado
em estudos de BIJARIMI et al. 2014. Em contrapartida, a amostra na proporc¢éo de 50/50
apresentou um comportamento distinto das demais amostras, evidenciando o
aparecimento de duas Tgs, em -63 °C, relacionado ao Latex e um deslocamento de T4 em
69 °C, relacionado ao PVA. Tal deslocamento esta associado a uma miscibilidade entre
ambos 0s polimeros nessa dada proporcdo, mostrando uma mobilidade do polimero
guando submetidas ao calor (GUERRA et al. 2018). Da mesma maneira, PINTO et al.
(2024) evidenciaram uma Unica Tg em 45 °C utilizando 1,5 % de borracha natural
associado ao PLDLA, mostrando uma possivel miscibilidade entre os polimeros. Esse
resultado corrobora com os observados na analise de FTIR (Figura 2).

A amostra composta por 90/10 (Figura 4F) também apresentou o aparecimento
de uma Unica T4 em -64 °C, valor este associado a T4 do latex. Esse resultado aponta para
maior concentracdo de latex na membrana. Por fim, todas as amostras evidenciaram
eventos endotérmicos em 200 e 241 °C, o qual foi atribuido a cristalizacdo do PVA
(HONG et al. 2018).

3.4 Anélise de Intumescimento das Membranas de Latex/PVA

O ensaio foi realizado para analisar o comportamento de intumescimento da
membrana de latex puro, PVA puro e latex/PVA nas composicdes previamente
estabelecidas, tais como 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Gréfico do ensaio de intumescimento da membrana de Latex/PVA nas composic¢Ges de 50/50,
75125, 80/20 e 90/10, respectivamente.

No gréfico da porcentagem de intumescimento, foi observado que a membrana de
PVA puro apresentou um perfil de intumescimento maior que as demais amostras,
mostrando uma taxa de intumescimento em torno de 225 % em 250 horas. Esse
comportamento demonstra a caracteristica hidrofilica inerente do PVA (CARDOSO et al.
2024).

Conseguinte, foi evidenciado que o material com propor¢éo de 50/50, se mostrou
com maior taxa de intumescimento ao longo do tempo, aproximadamente 80 % e
apresentou uma maior estabilidade fisica. A proporcdo de 75/25 e 80/20 tiveram taxa de
intumescimento semelhantes, em torno de 60 %. Na amostra de 90/10 houve uma pequena
perda de massa do material ao longo do tempo, além de uma menor taxa de
intumescimento. Sabe-se que o latex € um material hidrofébico (NUINU et al. 2022) e o
PVA mais hidrofilico (L1U et al. 2019), deste modo, quanto maior a proporcdo de PVA
no material, maior sera a taxa de intumescimento do mesmo. O latex, por possuir tais
caracteristicas, estudos tendem a incorporar outros materiais e utilizar processos para
melhorar as caracteristicas, tornando-o material mais hidrofilico, bem como tratamentos
por plasma (GARCIA et al. 2021), incorporagdo com produtos naturais (fécula de batata)
(MAHMMOND et al. 2021), modificagdo com fibras de colageno (LI et al. 2020) entre
outros. De acordo com JOHNS e RAO (2008) mostrou que a hidrofobicidade do latex
diminuiu com a presenca da quitosana, melhorando a sua permeabilidade estrutural.

Além disso, foi evidenciado que a mistura do latex e PVA em todos as
composicdes melhora a performance de ambos os materiais, uma vez que o PVA tem uma

capacidade de intumescimento alta por ser hidrofilico, chegando a valores maiores que
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100 % em poucas horas de anélise (entre 10 a 20 horas) (ASY-SYIFA et al. 2021) e o
latex apresenta uma taxa de intumescimento menor por sua caracteristica hidrofdbica,
chegando a valores de até 75 % de intumescimento em um periodo mais prolongado (250
horas) (ASAMI et al. 2023). Nesse caso, a presenca de PVA melhorou tanto a taxa quanto
o tempo de intumescimento do latex. Essa taxa equilibrada de intumescimento é
importante em aplicacBes para curativos dérmicos, uma vez que essa capacidade de

intumescimento absorve os exsudatos das feridas dérmicas (LIU et al. 2023).

3.5 Ensaio Mecanico de Tracédo

O ensaio mecéanico de tracdo, apresentado na Figura 6, mostrou  as curvas
tipicas de tensdo-deformacdo das amostras de latex puro, PVA puro e latex/PVA em
diferentes composic@es (50/50,75/25, 80/20 e 90/10).

25
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Figura 6. Grafico dos valores médios de tensdo-deformacdo da amostra de latex/PVA nas composicOes
50/50, 75/25, 80/20 e 90/10.

A Figura 6 apresentou a curva tipica de tensdo-deformacéo resultante do ensaio
de tracdo das amostras composta exclusivamente por latex. Conforme evidenciado, o
latex apresentou comportamento tipico de elastdbmero, demonstrando uma elevada
capacidade de deformacédo (719 %), acompanhada de uma baixa resisténcia a tracdo na

ruptura (0,35 MPa) (LIMA et al. 2023). Por outro lado, a amostra composta apenas por
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PVA apresentou um comportamento distinto ao latex puro. Embora também tenha
exibido uma baixa resisténcia a tragcdo (0,27), a amostra de PVA apresentou uma baixa
capacidade de deformacdo (96 %), caracteristica tipica de materiais ducteis (AKSAKAL,
YARGI, SAHINTURK, 2017).

No entanto, as curvas de tensdo-deformacéo indicam que o aumento gradual da
concentracdo de PVA no sistema de mistura binéria constituido por latex e PVA
influenciou diretamente nas propriedades mecanicas. A amostra de latex/PVA, na
proporcdo 50/50, apresentou maior resisténcia a tracdo (2,2 MPa), porém valor de
deformacéo reduzida (66 %) em comparagdo com as amostras em menor composicao. Tal
comportamento indicou caracteristicas de fragilidade na amostra 50/50. No entanto,
ZHOU et al. (2007) e NARASAGOUDR et al. (2020) apontaram que a interacdo
intermolecular entre o PVA e outro componente de uma blenda, como o latex, pode
promover um aumento na resisténcia mecéanica do material. Assim, é possivel que o
processo de reticulagdo fisica da amostra tenha facilitado essa interacdo, como
evidenciado pelo espectro de FTIR (Figura 2) nesta proporcao (50/50), resultando em
um material com morfologia mais homogénea, conforme observada na analise MEV
(Figura 7A), o que contribui para o aumento da resisténcia mecanica. Comparado a
amostra composta por 50/50, a amostra na propor¢do 75/25 apresentou uma redugéo
significativa da resisténcia mecéanica (0,68 MPa). Entretanto, houve um aumento de 107
% na capacidade de deformacéo, embora inferior ao observado nas amostras com menor
concentracdo de PVA (80/20 e 90/10). Os resultados obtidos para as amostras 50/50 e
75/25 sugerem que a adicdo de PVA pode restringir a flexibilidade das cadeias de poli(cis-
1,4 isopreno) do latex, resultando em uma diminuicdo da capacidade de alongamento da
amostra (BARROS et al. 2021).

Por outro lado, as amostras contendo uma elevada concentracéo de latex (80/20 e
90/10), exibiram comportamento intermediario aos componentes puros. Ambas as
amostras, exibiram resultados semelhantes de resisténcia a tracdo com caracteristicas de
ductilidade e capacidade aprimorada de deformacdo, além de valores méaximos de
resisténcia a tragdo de aproximadamente 0,38 e 0,41 MPa com deformag&o de 301 e 338
%, respectivamente. Esse comportamento pode ser atribuido a natureza elastomérica do
latex presente na blenda. BARROS et al. (2019) mostra que o latex possui elevada
capacidade de deformacdo (1424,22%) sob baixas tensdes (1,454 MPa) e um baixo
Maodulo de Young (0,078). Estudos realizados por BENJARIMI et al. (2014) indicaram
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gue um aumento na concentracdo de latex pode reduzir os valores de tensdo de tragdo na
ruptura em todas as composi¢Oes da mistura. Por se tratar de um elastdmero, o latex exibe
propriedades intrinsecas de flexibilidade, podendo desempenhar um papel de componente
de suporte de carga, facilitando o inicio e a propagacdo da deformacdo. Contudo, a
presenca de rugosidade, assim como porosidade observada na anélise MEV (Figura 7C
e D) para as amostras compostas por 80/20 e 90/10, também podem ter influenciado na
propriedade mecéanica observadas para o material (ZHANG et al. 2022). Os valores de
Maodulo de Young (MPa), tensdo maxima de escoamento (MPa) e alongamento (%) séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores medios e respectivos desvios padrdo do Mddulo de Young, tensdo maxima e tensdo de
ruptura para a blenda latex/PVA nas composic¢des de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10.

Amostra Modulo de Tensdo Méaxima de Alongamento (%)
Young (mpa) Escoamento (mpa)

Latex puro 0,69 £ 0,08 0,36 £+ 0,006 719
Pva puro 5,01 +0,07 0,22 £0,02 96
50/50 12,41 £1,41 2,46 £ 0,07 66
75/25 2,17 £ 0,57 0,71+0,11 105
80/20 0,43 £ 0,27 0,40 £ 0,02 301
90/10 0,56 £ 0,22 0,43 £ 0,04 338

Todas as amostras analisadas demonstraram tendéncia semelhante em relacdo a
tensdo maxima de escoamento e tensdo maxima na ruptura. Isto ocorre devido a tensao
de tragcdo no ponto méximo da curva de tensdo-deformacéo ocorrer proximo a tensao de
ruptura. Por outro lado, observou-se que o Mdédulo de Young obtido é inversamente
proporcional ao alongamento (MUSA e HAMEED 2020). O Mdodulo de Young reflete os
valores de resisténcia a deformagéo pléstica dos corpos de prova (GUERRA et al. 2018).
Por ser um material elastomérico, o latex puro apresentou um valor de Modulo de Young
(0,69 MPa) relativamente menor que o observado para o PVA puro (5,01 MPa). Assim,
as amostras com menor teor de PVA, 80/20 e 90/10, apresentaram uma reducdo de
aproximadamente 95% no maédulo de Young em comparagdo com as amostras 50/50 e
75/25. A incluséo de latex contribuiu para uma significativa reducdo na rigidez no
material (HUANG et al. 2008; BARROS et al. 2019). De acordo com GUERRA et al.

(2018), valores de Médulo de Young inferiores a 1 MPa séo considerados adequados para
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engenharia de tecidos dérmicos. Os baixos valores de Modulos de Young obtido paras as
blendas 80/20 e 90/10 (Tabela 3), sugerem que o biomaterial formado pode ser aplicado
em tecidos moles, conforme indicado por CARAZZAI et al. (2021). Estudos indicam que
um curativo ideal ndo necessariamente requer uma alta resisténcia a tracdo, mas deve
possuir caracteristicas como flexibilidade para cobrir o tecido lesionado, maciez e de
facilidade de manuseio, criando um ambiente propicio para auxiliar no processo de reparo
tecidual (GUO et al. 2022; RAO et al. 2021; EGRI e EDERMIR 2019; RAFIEIAN et al.
2019).

3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 7 mostrou as eletromicrografias obtidas por MEV da superficie das
membranas de latex puro, PVA puro, latex/PVA nas diferentes composi¢coes, 50/50,
75/25. 80/20 e 90/10, respectivamente.

Figura 7. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das membranas de Latex/PVA onde A:
latéx puro; B: PVA puro, C: 50/50; D: 75/25; E: 80/20 e F: 90/10.

A estrutura superficial dos materiais latex puro e PVA puro (Figura 7A e B) sdo
muito bem descritos na literatura (ASAMI et al. 2023; HOANG et al. 2019; HOANG et
al. 2020). O latex puro se apresenta com uma superficie rugosa, com algumas estrias ao
longo da membrana (ASAMI et al. 2023). Em contrapartida, 0 PVA puro possui uma
superficie lisa, sem rugosidades e estrias (HOANG et al. 2019; HOANG et al. 2020).
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A superficie da membrana de Latex/PVA, conforme demonstrado pelas imagens
de MEV, varia de acordo com suas respectivas composic¢des. A Figura 7C da amostra de
Latex/PVA na proporc¢édo de 50/50 mostrou uma superficie mais homogénea sem muitas
estrias e poros, com morfologia semelhante ao PVA puro. Essa morfologia se da pela
proporcao de PVA contida na mistura. Segundo JAHAN et al. (2017) a superficie do PVA
apresenta uma morfologia mais plana, bem como HAI et al. (2019) o qual mostrou que o
PVA obtém uma superficie mais lisa e regular.

Na Figura 7D e E, as composic¢des de 75/25 e 80/20, respectivamente, mostraram
uma superficie mais estriada relacionado ao latex misturada ao PVA, ambas similares
entre si, isso devido a pequena diferenca nas suas composicdes. Segundo ASAMI et al.
(2023) a superficie do latex apresenta uma morfologia mais irregular com a configuracao
de poros e estrias. Conforme KALIYATHAN et al. (2020) relatou em seu trabalho, essas
estrias séo linhas de ruptura que representam a interacao e a compatibilidade entre as fases
e 0 que resulta também numa maior resisténcia a tracdo. Ja a Figura 7F mostrou a
proporcéao de 90/10 o qual é evidenciado uma maior porosidade na superficie, com menos
estrias e menor presenca da morfologia intrinseca do PVA. O aumento de poros no grupo
90/10 se da& pela maior quantidade de latex incorporado a amostra e isso pode estar
relacionado a evaporacdo do solvente do latex durante o processo de secagem da
membrana (STROPA et al. 2016; MASUDA et al. 2019).

KALIYATHAN et al. (2020), por analise de MEV, relataram que as blendas a
partir da borracha natural de latex apresentaram separacdo de fase. Desta forma é
compreensivel as diferencas morfoldgicas encontradas nos grupos distintos de latex/PVA
com as demais composicoes.

O equilibrio entre a composicdo de latex e PVA na membrana se mostrou
promissor como um curativo dérmico, uma vez que a presenca de latex proporcionou
maiores quantidades de poros sendo propicio a proliferacdo e migracdo celular no local
daferida (L1 etal. 2023) e a presencga de PVA permite uma maior taxa de intumescimento,
como demonstrado pela anélise anteriormente, que possibilita a retencdo do exsudado no

local da ferida e auxiliando no processo de cicatrizacdo da pele (EL-KASED et al. 2017).
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3.7 Potencial Zeta
A Figura 8 apresenta a analise de potencial zeta das amostras de latex puro, PVA
puro, latex/PVA nas seguintes composi¢Bes, 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10,

respectivamente, em funcédo do pH.
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Figura 8. Gréfico de potencial zeta da membrana de latex puro, PVA puro e de latex/PVA nas respectivas
composigdes de 50/50, 75/25, 80/20 e 90/10, respectivamente.

O gréfico de potencial zeta do latex puro mostrou que a carga de superficie se
tornou mais negativa a medida que o pH aumentou, atingindo valor de aproximadamente
-35 mV no pH 9.5, como ja demonstrado em estudos de ASAMI et al. (2023). O PVA
puro apresentou uma carga de superficie com pequenas alteracbes em funcdo do pH
variando entre 2 mV em pH 4 a-2,5mV em pH 9.5. Esse resultado também foi observado
em trabalhos de WISNIEWSKA et al. (2015).

Todas as amostras obtiveram um potencial zeta abaixo de 0 a partir do valor de
pH 4,5 a 5. As amostras de 50/50 e 75/25 apresentaram resultados similares variando o
potencial zeta entre -2 e -1 mV em todos os valores de pH. Foi evidenciado na amostra
80/20 uma carga de superficie mais negativa em valores de pH entre 6 a 7, obtendo um
de potencial zeta entre -20 e -25 mV, respectivamente, e valores de potencial zeta -14 e -

15 mV em pH, 5,5, 8,5 e 9,5. A amostra referente a proporcdo 90/10 apresentou valores
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préximos ao grupo 50/50 e 75/25 com a carga de superficie mais negativa de -10 mV em
pH 9,5.

Segundo estudos de DRECHSLER et al. (2019) o PVA apresentou cargas de
superficies que variaram de 2 a -12 mV em valores de pH de 3 a 10, explicando o
comportamento do PVA puro em relagdo ao potencial zeta demonstrado no gréafico
(Figura 8). Além disso, a presenca de PVA aumentou a carga superficial do material,
deixando-0 menos negativo, como demonstrado por WISNIEWSKA et al. (2016). Isso
explica o comportamento similar das amostras de 50/50 e 75/25 em relac¢éo ao PVA puro,
0 qual possuem maiores composi¢fes de PVA na sua composi¢do. Por outro lado,
trabalhos de ASAMI et al. (2023) mostraram que o latex apresentou cargas de superficie
negativas, corroborando com as cargas de superficie das amostras de 80/20 e 90/10, o
qual possuem uma proporcao de latex maior.

Da mesma maneira, trabalhos de KHADIVAR et al. (2022), demonstraram que
materiais que apresentam cargas mais negativas, sdo mais estaveis e promissores para a
cicatrizacdo de feridas dérmicas. Essa estabilidade fisica se d& por altos valores do
potencial zeta, seja negativamente ou positivamente, o qual evita a aglomeracdo e

coagulacdo das particulas do material (SHALABY et al. 2023).

3.8 Caracterizacdo Bioldgica - Citotoxicidade Direta e Citoquimica

A Figura 9 apresentou resultados da andlise do contraste de fase e citoquimica
das membranas de latex puro, PVA puro e latex/PVA nas composicBes de 50/50, 75/25,
80/20 e 90/20, ap06s 24 h de incubacdo com a célula Vero. Utilizou-se como controle
negativo (CT-) células diretamente na placa e controle positivo (CT+) células que foram
induzidas a morte. No CT- observaram-se células bem espalhadas formando uma
monocamada confluente e, por vezes, de dificil delimitacdo delas. Em contrapartida, o
tratamento CT+ apresentou a morte celular pela morfologia esférica e pela perda de
aderéncia celular. Foi verificado, assim, o encolhimento celular, resultando em uma

aparéncia mais compacta, condensada e, por vezes, vacuolada.
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Figura 9. Citotoxicidade direta das diferentes amostras cultivadas com células Vero apds 24 horas. Anélise
do contraste de fase e citoquimica dos materiais, utilizando as coloragdes: Cristal Violeta (CV); Xylidine
Ponceau (XP) e Azul de Toluidina (AT). Os asteriscos (*) representam a identificacdo do material; a sigla
CT- corresponde a citotoxicidade negativa e CT+ a citotoxicidade positiva. Sdo indicadas as variacdes de

concentragdo do latex e do PVA na margem esquerda da figura. Barra de escala = 50 pum.
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Embora a concentracdo de latex e PVA tenha variado no presente estudo, a
morfologia das células VVero nos materiais foi comparavel a do CT-, mostrando, em geral,
uma monocamada celular confluente. As células nesses materiais mostraram-se
alongadas e aderidas ao substrato, com morfologia mais achatada.

Nas amostras coradas com Cristal Violeta (CV), sugere-se pouca diferenca
morfolégica entre os materiais apds 24 horas de cultivo. As amostras coradas por Azul de
Toluidina (AT) e Xylidine Ponceau (XP) mostraram aspectos basofilo e acidofilo,
respectivamente (Figura 9). Um citoplasma basofilo indicou uma regido de carga elétrica
negativa e tende a se corar mais intensamente, como é observado no AT das amostras,
em especial na amostra de latex puro. Em células com citoplasma baséfilo sugeriu-se a
presenca de ribossomos livres e reticulo endoplasmatico rugoso, que sdo estruturas
celulares responsaveis pela sintese de proteinas. Por outro lado, a acidofilia indicou uma
carga elétrica positiva na regido do citoplasma e tende a se corar mais intensamente com
corantes &cidos, 0 que corresponde a proteinas totais (JUNQUEIRA; CARNEIRO 2017;
ALBERTS et al. 2017). Essa coloracdo intensa é evidenciada em todas as amostras
estudadas e corrobora os resultados achados com o AT.

A aderéncia e proliferacdo celular da amostra de latex puro e das demais amostras
variando a proporgdo de latex corroboram com estudos de ASAMI et al. (2023) o qual
evidenciou as mesmas caracteristicas morfologicas e comportamentais das células vero
em amostras de latex. De acordo com SPIN et al. (2021) em um estudo clinico, mostrou
que as membranas a base de latex mostraram uma cicatrizacdo completa da lesdo no
palato ap6s 30 dias, ndo havendo efeitos adversos. Além disso, foi observado em estudos
de SUHAERI et al. (2018) a proliferacdo e aderéncia das células em membranas a base
de PVA, ou seja, demonstrando que o material ndo apresenta citotoxicidade e
corroborando com a aplicacdo de interesse. Da mesma maneira, FAHMY et al. (2015)
evidenciaram que membranas de &cido hialurdnico associados ao PVA ndo apresentaram
citotoxicidade sendo promissor para 0 uso como curativo de feridas dérmicas.

Assim, a combinacdo de latex e PVA se torna um material promissor para
tratamentos de feridas e lesdes causadas por doencas dérmicas raras, a fim de desenvolver

um curativo que seja de baixo custo e acessivel para toda a populacao.
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3.9 Avaliagéo da Morfologia e Adeséo Celular

Na superficie do latex puro, foram observadas vesiculas de secre¢do ou
microvilosidades (Figura 10A e B), indicando uma maior interagdo com o ambiente ou
uma atividade secretora mais intensa das células. Adicionalmente, foi evidenciada a
presenca de extensBGes celulares como filopddios e lamelipddios. Estruturas mais
arredondadas também indicaram divisdo mitotica no material. De modo geral, o latex
mostrou maior atividade celular em comparacdo com o PVA puro. Em contraste, na
superficie do PVA, observou-se uma textura relativamente lisa, dificultando a discernir a
presenca e os limites das células.

Os resultados de adeséo celular mostrados na amostra de latex puro corroboraram
com estudos de FURUYA et al. (2017) e ANDRANDE et al. (2022). Em contraste, 0
PVA puro demonstrou menor adesao celular, pois sua superficie lisa e alta hidrofilicidade
contribuiram para esse comportamento celular, conforme evidenciado por HUANG et al.
(2016) e MOHANAPRIYA e RAJ (2018).

Figura 10. Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das diferentes amostras de cultura de
células Vero ap6s 24 horas. As letras alfabéticas representam: A e B latex puro; C e D PVA puro. Os

asteriscos (*) denotam a identificacdo dos materiais. Barra de escala =200 um e 50 pm.
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A Figura 11 sugeriu uma interacao especifica entre células Vero e a composi¢do
do material, destacando a influéncia das composi¢cdes de latex e PVA na adesdo e
morfologia celular. Nesse contexto, as amostras exibiram uma distribuicéo irregular de
células, com regibes de maior ou menor densidade dependendo da area do material. Nas
Figuras 11A e B (50/50), houve um pequeno namero de células, indicando que o material
ndo estimulou a adesdo celular. As poucas células presentes interagiram entre si,
crescendo em formas agregadas. Além disso, foi observada uma superficie relativamente
lisa nessas regides. Nas Figuras 11C e D (75/25) e Figuras 11E e F (80/20), foi
observada uma camada celular semi-confluente com morfologia irregular tanto na borda
do material quanto na regido central. As células exibiram uma maior quantidade de
vesiculas de secrecdo ou microvilosidades em sua superficie, juntamente com estruturas
mais arredondadas, sugerindo divisdo mitética proxima ao material. Nas Figuras 11G e
H (90/10), as células aderiram e se espalharam sobre o material, também apresentando
uma superficie celular rica em vesiculas de secrecdo ou microvilosidades. Esses achados
para todas as amostras, exceto (50/50), foram consistentes com a atividade celular nos

materiais.
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Figura 11. Andlise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de diferentes amostras de culturas de
células Vero apds 24 horas. As letras alfabéticas representam: A e B 50/50; C e D 75/25; E e F 80/20; G e

H 90/10. Asteriscos (*) denotam a identificagdo do material. Barra de escala =100 um e 50 pm.

FIGUEIREDO et al. (2014) desenvolveram uma membrana a base de alcool

polivinilico (PVA) como sistema de liberagdo para proteinas soluveis extraidas do latex
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de Calotropis procera (LP) e determinaram a eficicia do LP na remodelacdo tecidual e
cicatrizacdo de feridas apds tratamento tépico em camundongos. A membrana de PVA
contendo LP (0,2 % e 1 %), ao contrario da membrana de PVA isolada, acelerou
significativamente a cicatrizacdo de feridas por meio da formacdo mais rapida de neo-
tecido, exibindo fibroplasia aumentada e deposi¢édo de colageno conforme mostrado pela
andlise microscopica. Esses dados corroboram os resultados do nosso estudo, pois o latex
parece estimular a proliferacdo celular, também indicando alta atividade celular com a
presenca de vesiculas e microvilosidades.

Em outro estudo, voltado para aspectos do mecanismo subjacente ao desempenho
da biomembrana de PVA-proteina de latex na cicatrizagdo de feridas, RAMOS et al.
(2016) encontraram que, ao contrario do PVA isolado, a hiomembrana de PVA-proteina
de latex induziu uma migracdo mais intensa de leucdécitos (neutrofilos) e degranulacéo de
mastdcitos durante a fase inflamatoria do processo de cicatrizacdo, acelerando a fase
inicial do processo inflamatorio por meio do aumento da liberacdo de citocinas. Os
autores concluiram que o LP-PVA era um recurso biologico adequado para a engenharia
biomédica. Além disso, também permitiu modificacBes antibacterianas conforme
demonstrado em estudos de AZARIAN et al. (2019). Assim, este estudo fornece insights

promissores, uma vez que a proporgéo do material reflete na resposta celular.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados, as amostras com composicOes de 75/25 e 80/20
apresentaram maior capacidade de inchamento, carga superficial e adesdo celular em
compara¢do com as amostras com composi¢fes de 50/50 e 90/10. Além disso, as
membranas nessas composicdes especificas exibiram uma superficie mais estriada,
irregular e aspera. Todas as amostras de latex/PVA demonstraram adesdo celular e ndo
apresentaram citotoxicidade, conforme evidenciado pela semelhanca na morfologia e
confluéncia celular com o controle negativo da linha celular Vero. Além disso, o latex
mostrou superioridade na adesdo celular em comparacdo com o PVA. Esses resultados
sugerem que composi¢cdes com uma propor¢do maior de latex em relacdo ao PVA
proporcionaram um ambiente mais favoravel para o crescimento e adesdo celular, tanto
nas bordas quanto na superficie dos materiais. Consequentemente, as amostras de
latex/PVA com composices de 80/20 demonstraram ser promissoras para aplicacfes

como curativos dérmicos.
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Incorporacéo do Extrato Natural de Caléndula officinalis (CO) em Diferentes
Concentracdes na Membrana de Latex/PVA na Composicédo 80/20
Terceira etapa do trabalho desenvolvido.

1. INTRODUCAO

A Caléndula officinalis (CO) é um extrato mundialmente conhecido pelos seus
inimeros constituintes que auxiliam nas atividades biologicas, bem como,
antiinflamatorias, cicatrizacdo de feridas, anticancerigena, antimicrobianas e outras agdes
(JAN et al. 2017).

Por apresentar caracteristicas benéficas para a satde, o extrato de CO é utilizado
em estudos associados aos biomateriais, bem como polimeros naturais e sintéticos, e
componentes bioativos (IONESCU et al. 2021; PELIN et al. 2023; RAD, et al. 2019),
com o intuito de melhorar as propriedades terapéuticas do material.

Estudos in vitro e in vivo de RATHOD et al. (2022) mostraram que a presenca da
CO na membrana a base de colageno ndo apresentou citotoxicidade e quando aplicado no
rato, a ferida dérmica foi rapidamente cicatrizada quando comparado com a membrana
de colageno isento de CO, o que significa que os componentes biolégicos caracteristicos
da CO surtiram efeito no processo de cura da lesdo. BUZZI et al. (2015) evidenciou em
seu estudo clinico que pacientes com Ulceras déermicas com feridas a mais de trés meses,
apo6s o tratamento com extrato de CO associado a um curativo dérmico comercial
apresentaram uma melhora significativa em relacdo as feridas, cuja cicatrizacdo foi
completa ap6s 15 e 30 dias de tratamento. Além disso, ARORA et al. (2013) relatou que
nos estudos clinicos que utilizam o CO, sdo raras as pessoas que tém efeitos colaterais ou
alérgicas ao extrato.

Segundo uma pesquisa detalhada na base de dados Web of Science, utilizando
palavras-chave como, “Calendula officinalis extract”, com limitagdes de busca apenas
para artigos cientificos e de revisao que utilizaram o extrato de CO, foi verificado que a
base de trabalhos cientificos de extrato de CO como uma alternativa para o tratamento de
cicatrizagdo de feridas é escasso (Figura 1).
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Figura 1. Mapa das palavras-chave relacionado ao extrato de CO. Fonte: imagem retirada do programa
VOSviewer.

Assim como as doencas raras atinge uma parcela minima da populacdo mundial,
a preocupacéo voltada ao desenvolvimento de tratamentos para essas pessoas é limitada.
Segundo as plataformas Web of Science e VOSviewer, foi observado que nos Gltimos 10
anos, apenas 28 trabalhos referentes a estudos com CO para tratamentos de lesdes foram
publicados internacionalmente. A Figura 1 mostrou que existem apenas 17 autores
principais que trabalham com a CO para esses fins. Nenhum dado foi encontrado quando
utilizado as palavras-chave, “Calendula offinalis for rare skin diseases”.

Diante desse fato, o desenvolvimento de uma membrana a base de Latex/PVA
incorporado com extrato de CO se torna um potencial promissor como alternativa facil,
barata e acessivel para a populacdo necessitante, visando minimizar os problemas

causados por essas doencas raras que muitas vezes ndo tem cura.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Incorporagéo do Extrato de Caléndula officinalis (CO) na Membrana de
Latex/PVA

O extrato fluido de CO foi adquirido comercialmente da empresa DV Naturais
(Cod: 47467, So Paulo-Brasil) e o extrato foi submetido a liofilizagdo (LIOTOP modelo:
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K105) por 24 h para maior concentracdo dele. Para cada 50 mL liofilizado, renderam
aproximadamente 1g de extrato de consisténcia espessa. Foram utilizadas as
concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL de extrato de CO para a incorpora¢do na membrana
de latex/PVA na composicao de 80/20, respectivamente. Essas concentracfes de extrato,
foram adaptadas dos estudos de DAVOUDABADI et al. (2023) e FERREIRA et al.
(2023). As concentraces de extrato de CO solubilizadas em &gua foram homogeneizadas
manualmente na porcao de PVA (20 %) (ja soltvel em agua). Apds a homogeneizacao
das diferentes concentracdes do extrato na solucdo de PVA, o mesmo foi misturado
manualmente na porcéo de latex (80 %) para a obtengdo das membranas de latex/PVA e
extrato de CO. As mesmas foram vertidas em placas de teflon de 5 cm de diametro e

realizado o processo de reticulacdo do PVA, previamente descrito.

2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A anélise de FTIR foi para identificar e caracterizar a estrutura quimica das
amostras de Latex/PVA 80/20 puro, extrato de CO puro e Latex/PVA com extrato de CO
nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL (25CO, 50CO e 100CO), utilizando um
espectrofotobmetro Perkin ElImer em modo ATR (Spectrum 65 FT-IR). A analise foi
realizada na faixa de niimero de onda de 4000 a 600 cm™ com resolucédo de 4 cm™ e 64

varreduras.

2.3 Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica das amostras Latex/PVA 80/20 puro, extrato de CO puro e
Latex/PVA com extrato de CO nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL (25CO, 50CO
e 100C0O), foi avaliada usando analise TG com um equipamento modelo Discovery TGA
55 da TA Instruments (TA Instruments, EUA). Aproximadamente 5 mg de cada amostra
foi aquecido de 25 a 600 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de

nitrogénio.

2.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise DSC foi realizada usando um equipamento TA Instruments Discovery
DSC 25. As amostras de Latex/PVA 80/20 com extrato de CO nas concentracfes de 25,
50 e 100 mg/mL (25CO, 50CO e 100C0O), com 5 mg foram hermeticamente seladas em

recipientes de aluminio e submetidas a aquecimento de 25 a 150 °C a uma taxa de
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aquecimento de 10 °C.min™t. Apos atingir a temperatura de 150 °C, as amostras foram
resfriadas até -80 °C a uma taxa de resfriamento de 10 °C.min? e mantidas a essa
temperatura por 1 minuto. Por fim, as amostras foram aquecidas novamente (taxa de
aquecimento de 10 °C.mint) até 300 °C. A analise foi conduzida sob uma atmosfera de
nitrogénio com uma taxa de fluxo de 5 mL.min%. Para o extrato puro de CO foi realizado
apenas um de aquecimento que foi de 25°C até 300 °C. O grau de cristalinidade foi
calculado estimando a entalpia de fuséo a partir da area sob o pico endotérmico, tragando
uma linha de base linear arbitraria desde o primeiro inicio da fusdo até o dltimo traco de
cristalinidade. O grau de cristalinidade do polimero pode ser definido como na equagéo
apresentada (1) (PATEL et al. 2014):

. AHf(Tm) M
c — 0
AHZ (Tr)
Onde Xc é a extensdo da fracdo em massa da cristalinidade, AHs (Tm) é a entalpia
de fusdo medida no ponto de fusdo Tm e AH" o (T%) € a entalpia de fusdo do polimero

totalmente cristalino medida do ponto de fuso de equilibrio T% (PATEL et al. 2014).

2.5 Formacao de Biofilme via Ensaio de Cristal Violeta

Para realizar o ensaio de Cristal Violeta, as amostras de Latex/PVA puro (CT+) e
Latex/PVA com extrato de CO nas concentragdes de 25, 50, 100 mg/mL (25CO, 50CO e
100CO) foram submetidas a formacdo de biofilme pela bactéria S. aureus. O ensaio de
biofilme foi adaptado de LENCOVA et al. (2021). Ap0s esse periodo, as amostras foram
transferidas para uma nova placa de 24 pocos, lavadas trés vezes com agua destilada
estéril, secas a temperatura ambiente por 45 minutos, e em seguida, coradas com Cristal
Violeta a 0,1 % (Exodus Scientific, Sdo Paulo, Brasil) pelo mesmo periodo. As amostras
foram lavadas e incubadas com 600 pL de etanol a 85 % (v/v) por 15 minutos a
temperatura ambiente. A solucdo foi ressuspendida e transferida para uma placa de 96
pocos para leitura da absorbancia a 595 nm em um leitor de microplacas colorimétrico
(ELX800UV Biotek®, Winooski, EUA). A cultura bacteriana foi realizada diretamente
na superficie das membranas de Latex/PVA isento de extrato de CO (amostra controle
CT+). Os valores de absorbancia foram transformados em valores percentuais através de

uma equacao:
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Biofilme com CO

Crescimento de Biofilme (%) = ( ) x 100% (2)

Biofilme sem CO

2.6 Ensaio de Antibiograma

Cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 1122)
foram utilizadas como referéncia para o ensaio de antibiograma. As cepas foram mantidas
e cultivadas conforme descrito por MALHOTRA et al. (2019). As membranas
Latex/PVA 80/20 puro e membranas de Latex/PVA nas concentracfes de 100, 50 e 25
mg/mL de extrato de CO foram cortadas em um tamanho de 5 mm de didmetro e
esterilizadas usando luz UV germicida. A membrana Latex/PVA 80/20 isento de extrato
de CO foi utilizada como controle negativo, e um disco estéril comercial com doxiciclina
foi utilizado como controle positivo. As amostras esterilizadas foram colocadas em placas
preparadas com meio de cultura Mueller-Hinton Agar semeado com cepas bacterianas (S.
aureus e E. coli) previamente cultivadas em caldo de infuséo de cérebro e coracdo (BHI).
Cada experimento foi replicado trés vezes, cada uma em duplicata para cada grupo
testado. As amostras foram incubadas por 24 horas em incubadora bacteriologica a 37 °C.
Apos o periodo de incubacgdo, foram medidos os tamanhos dos halos de inibicdo. Foi
realizado uma duplicata para cada grupo de amostra.

2.7 Ensaio de Liberagéo

Para avaliar o perfil de liberacdo, amostras de 8 mm de diametro de membranas
de Latex/PVA incorporadas com concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL de extrato aquoso
de CO (25CO, 50CO e 100CO) foram imersas em 6 mL de solucdo PBS, seguidas de
agitacdo em temperatura ambiente. Aliquotas de 3 mL foram coletadas e substituidas pelo
mesmo volume em intervalos de tempos pré-derterminado durante 144 horas (6 dias). A
liberacdo de extrato CO foi medida em um espectrofotometro UV (Femto Cirrus 80, Sdo
Paulo, Brasil) a 380-200 nm. A quantificacdo do extrato de CO liberado foi calculada
utilizando a média obtida em triplicata, comparada a uma curva padrdo contendo
concentragdes conhecidas. O perfil de liberagdo de CO foi avaliado por quatro modelos
matematico: Korsmeyer-Peppas (SCAFFARO et al. 2017), Higuchi (LOPEZ-MUNOZ et
al., 2022), Primeira Ordem e Ordem Zero (SHEN et al., 2020) (Tabela 1).
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Tabela 1. Férmulas matematicas de perfil de liberagdo dos modelos de Korsmeyer-Peppas, Higuchi,

Primeira Ordem e Ordem Zero.

Korsmeyer-Peppas

Onde Mt = quantidade de CO
liberados em um tempo arbitrario
t; Moo= quantidade de CO
adicionado  inicialmente  a
membrana; k = é a constante de
taxa de liberacdo, e n indica o
expoente de liberacéo, sugerindo
a natureza do mecanismo de

liberacéo.

Higuchi

S = koS

Onde k representa a constante de
dissolugdo no modelo de
Higuchi. Mt é a quantidade de
CO liberada em um tempo
arbitrario (t) de liberagao. Moo ¢
a quantidade inicial de CO

adicionada @ membrana

Primeira Ordem

Zt=1- e—klt

Onde k1 representa a constante
de liberagdo do modelo de
primeira ordem. Mt e Moo
representam a quantidade de CO
liberado em um tempo (t) de
equilibrio e a quantidade inicial
de CO adicionado a membrana

Ordem Zero

Onde ko é a constante de
liberagdo no modelo de Ordem
Zero. Mt ¢é a quantidade de CO
liberada em um tempo (t) de
liberagdo em equilibrio. Moo ¢ a
guantidade inicial de CO

adicionada a membrana
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2.8 Ensaio de Citotoxicidade - MTT

O ensaio foi conduzido de acordo com as normas internacionais para
citotoxicidade e interacao célula-biomaterial (ASTM F813-20, 2011; 1SO 10993-5, 2009;
ISO 10993-12, 2012). A cultura de celulas Vero (células epiteliais renais extraidas do
macaco verde africano) foi adquirida comercialmente (Banco de Células do Rio de
Janeiro - cddigo 0245, Rio de Janeiro, Brasil) e mantida em frascos de cultura de 75 cm?
até a confluéncia. Apos alcancar a confluéncia/alta densidade nos frascos, as células
foram transferidas para as amostras de membranas de Latex/PVA nas concentracOes de
25, 50 e 100 mg/mL, em placas de cultura celular de 48 pogos, em uma concentracao de
1x10° células/mL, utilizando 1000 pL de suspensdo celular. As culturas foram entio
incubadas em ambiente a 37 °C e 5 % de CO: por 1 dia e 3 dias. A membrana pura de
Latex/PVA foi utilizada como controle positivo (CT+), o controle negativo (CT-), as
células foram semeadas diretamente na placa de pocos, e o controle de morte (CT morte),
celulas submetidas & morte induzida, e as amostras de Latex/PVVA com extrato de CO nas
concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL (25CO, 50CO e 100CQO), foram utilizados como
referéncias neste experimento.

O ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) foi realizado ap6s periodos de tempo preestabelecidos. O meio de cultura celular
foi removido, e as células foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera de 5 % de COz e
95 % de ar com 1000 uL. de MTT a uma concentragdo de 1 mg/mL em meio de cultura
fresco isento de SFB e antibidtico. Apds uma incubacdo de 1 hora, o meio de cultura
contendo MTT foi removido, e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em
400 uL da solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO). A quantidade de formazan presente foi
entdo medida a uma absorbancia de 570 nm usando um leitor de placas (EIx-800,
Biotek®©).

2.9 Anélise Estatistica

Os célculos estatisticos foram realizados usando o software GraphPad (Prism
10.0.2, EUA). As comparacdes estatisticas entre diferentes pontos de tempo foram feitas
usando ANOVA com o pos-teste de Tukey. Foi utilizado um intervalo de confianga de

95%, e um nivel de significancia de p < 0,05 (*) foi considerado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato aquoso de CO foi incorporado a membrana de Léatex/PVA na
composicao 80/20, com concentragfes de 25 mg/mL (25C0O), 50 mg/mL (50CO) e 100
mg/mL (100CO). A Figura 2 mostra a membrana final de Latex/PVVA com o extrato de
CO, evidenciando uma diferenca tanto na coloragédo (quanto maior a concentracéo de CO,
mais cor ambar € evidenciado), quanto no aspecto da estrutura da membrana. O aspecto
da membrana foi alterado conforme a concentracdo incorporada de extrato, deixando a
membrana com maior concentragdo (100CO) mais regular, e estavel. Enquanto as de
menores concentracdes (25Co e 50C0O) apresentaram aspecto rugosa, com facilidade de

enrolar (devido a presenca de latex).

—
I

‘tmM 1 3! 5! £ gl g SRR SO S |

Figura 2. Imagem macroscdpica das membranas de Latex/PVVA nas concentra¢des de 25 mg/mL (25CO).
50 mg/mL (50CQO) e 100 mg/mL (100CO).

3.1 Analise de FTIR
Os espectros de FTIR das amostras da membrana de Latex/PVA, extrato de CO

puro e membranas de Latex/PVA com extrato de CO nas concentragdes de 25, 50 e 100
mg/mL (25CO, 50CO e 100CO), estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Espectro de FTIR das amostras da membrana de Latex/PVA, extrato de CO puro e membranas
de Latex/PVA com extrato de CO nas concentragdes de 25 mg/mL (25CO), 50 mg/mL (50CO) e 100
mg/mL (100CO).

Foi observado na membrana de Latex/PVA 80/20 os principais picos referentes
ao latex, bem como, os picos em 3317, 2919 e 2854 cm atribuidos aos estiramentos -
OH dos grupos hidroxilas, estiramentos simétricos e assimétricos das ligacdes =CH,
respectivamente. Os picos 1443 e 1376 cm™ foram relacionados a distor¢do dos grupos
CHze CH3 (BARROS et al. 2019; ASAMI et al. 2023). Os principais picos relacionados
a0 PVA sdo evidenciados em 2919, 1088 e 837 cm™, os quais foram atribuidos a vibragao
assimétrica de estiramento CH», estiramento C-O de grupos acetil e vibragdo de
estiramento C-C, respectivamente (KHARAZMI et al 2015).

O espectro do extrato de CO puro mostrou os principais picos em 3323 cm?,
relacionado aos grupos hidroxilas -OH, 2931 cm, correspondente aos grupos alcalinos
C-H, 1612 cm, referente aos grupos amidas I, 1401 cm™, aos grupos metil e em 1046
cm, aos compostos terpenoides e flavonoides contidos no extrato natural de CO (RAD
et al. 2019).

Os espectros das amostras contendo as diferentes concentracoes de extrato de CO
mostraram 0s principais picos, tanto da membrana de Latex/PVA quanto da CO. Além

disso, foi observado uma diminuicdo dos principais picos de CO conforme a variagéo da
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concentracdo de CO nas respectivas membranas (25CO, 50CO e 100CO). Alguns picos
foram sobrepostos ou tiveram um pequeno deslocamento no espectro e isso pode estar
relacionado a uma interacdo dos materiais em que o extrato natural esta associado (RAD
et al. 2019). Entretanto, ndo houve o aparecimento de um novo pico apés a adi¢do de CO
a membrana de Latex/PVA, indicando que ndo houve ligacdo quimica entre os
componentes, 0 que permitiré a liberacao rapida de CO para o meio (PINTO et al. 2024).
Assim, os espectros mostrados na Figura 3 comprovaram a incorporacdo do extrato a

membrana nas diferentes concentracGes de CO.

3.2 Andlise de TG

A fim de avaliar a estabilidade térmica das membranas de Latex/PVA, extrato de
CO pura e membranas de Latex/PVA com extrato de CO nas concentragdes 25C0O, 50CO
e 100CO, foi realizada a analise de TG e DTG (Figura 4A e B).

Deriv. Massa (%/°C)

—— Latex/PVA
co

——25C0

0+ —soco

—100CO

T

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
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0,0+

Figura 4. Curvas de (A) TG e (B) DTG da membrana de Latex/PVA, extrato de CO puro e membrana de
Latex/PVA com extrato de CO nas concentra¢des de 25CO, 50CO e 100CO.

A anélise de TG (Figura 4) mostrou que a CO exibiu um perfil de decomposicao
continua com aparecimento de cinco eventos associados a perda de massa. Os varios
eventos de perda de massa observado estéo relacionados a diversas substancias presentes
em CO (SHAHANE et al. 2023), o que acaba dificultando a identificacdo da estabilidade
térmica do extrato. Assim, o primeiro evento com 10 % de perda de massa foi identificado
entre 25-99 °C, com Tmax em 84 °C, o qual foi relacionada a evaporagdo de umidade
adsorvida em CO. Por sua vez, o segundo evento apresentou varios picos de

decomposicéo entre 100-179 °C, com 13 % de perda de massa. Esse evento foi
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relacionado aos carotenoides e as luteinas presente no extrato (BUNGHEZ e ION 2011).
Enquanto o terceiro e quarto evento, ocorreram em uma faixa de temperatura de 180-347
°C com Tmax em 207 e 273 °C, com 13 e 21 % de perda de massa, respectivamente. Tais
eventos foram associados a degradacdo de compostos fenolicos e flavonoides presentes
em CO (STOYANOVA et al. 2023). Por fim, o quinto evento, com 14 % de perda de
massa, ocorreu entre 373-512 °C em uma Tmax de 441 °C, foi atribuido a carbonizacao do
extrato natural, com 99 % de massa residual (DEBBARMA et al. 2024).

Conforme discutido anteriormente (Capitulo 1V, Figura 2) a membrana de
Latex/PVA na composicao de 80/20 apresentou Tmaxem 382 °C (degradagéo das cadeias
poliméricas do poli-isopreno) e em 236 °C (desacetilacdo do PVA). Por outro lado, além
dos eventos associados a degradacdo térmica do Latex/PVA (isento de CO), as amostras
de Latex/PVA com diferentes concentrac@es de extrato de CO (25CO, 50CO, 100C0O),
exibiram o aparecimento de eventos associados a presenca de CO na membrana. Deste
modo, as amostras compostas por 25CO e 50CO, exibiram inicialmente Tmaxem 77 e 91
°C, que pode ser atribuida a evaporacdo de moléculas de agua, bem como compostos
volateis presentes em CO. Por sua vez, a amostra composta por 100CO exibiu uma
decomposic¢do gradativa entre 25 até 327 °C, com aparecimento de trés Tmax em 108, 213
e 290 °C, respectivamente. Esse fendmeno pode estar associado a evaporacdo de
moléculas de dgua, compostos volateis, fendlicos e flavonoides, conforme evidenciado
na analise térmica da CO. A evidente decomposicao observada na amostra foi atribuida a
maior concentracdo de CO (100CO).

No entanto, foram observadas que a incorporacao de 25CO e 50CO na membrana
de Latex/PVA fez com que ocorresse uma diminui¢do na Tonset € Tmax das respectivas
amostras em relacdo ao Latex/PVA isento de CO. Assim, aamostra com 25CO apresentou
uma Tonset em 279 °C com Tmax em 376 °C, enquanto a amostra de 50CO exibiu uma
Tonset €M 327 °C com Tmax em 372°C. A presenca de CO na membrana de Latex/PVA
pode acarretar um deslocamento de temperatura de degradacgéo térmica para temperaturas
mais baixas devido a uma interagdo entre o extrato e o material (STOYANOVA et al.
2023). Contudo, a amostra 100CO apresentou uma Tonset em 350 °C, sem alteracdo nos
valores de Tmax que se mantiveram em 380 °C, temperatura observada para Latex/PVA
isento de CO.
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3.3 Analise de DSC
O comportamento térmico das membranas de Latex/PVA, extrato de CO puro e

membranas de Latex/PVA com extrato de CO nas concentracbes de 25CO, 50Co e
100CO, foram analisadas por DSC (Figura 5).
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Figura 5. Curvas de DSC das amostras de Latex/PVA, extrato de CO (CO), membranas de Latex/PVA
com extrato de CO nas concentragfes de 25mg/mL (25CQO), 50 mg/mL(50CO) e 100 mg/mL (100CO).

A andlise de DSC do Latex/PVA na concentracdo de 80/20 apresentaram as
principais caracteristicas relacionado aos dois materiais. A temperatura de transicao vitrea
(Tg) do latex foi evidenciado em -65 °C enquanto o pico de fusdo do PV A foi apresentado
em 247 °C, comportamento que corrobora com a literatura (CANEVAROLO Jr. 2017;
TIAN et al. 2017). O extrato de CO por sua vez apresentou um pico de fuséo em 135 °C
e em 142 °C, temperaturas evidenciadas também por MATTA et al. (2022). Todas as
amostras de Latex/PVA contendo extrato de CO mostraram a Tq relacionado ao latex.
Contudo, os picos endotérmicos evidenciados nas amostras de 25CO (166 e 192 °C),
50CO (163 e 207 °C) e 100CO (158 e 200 °C), relacionados a temperatura de fusdo da
CO e do PVA respectivamente, tiveram um pequeno deslocamento para temperaturas
maiores em comparagdo com a o extrato de CO e para temperaturas menores em
comparagao com a amostra de Latex/PVA isento de CO (Tabela 2). Esses deslocamentos

podem estar relacionados a uma possivel interacao entre o extrato de CO com a membrana
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de Latex/PVA, mais precisamente com o PVA, uma vez que o extrato foi incorporado no
PVA e posteriormente criorreticulado junto ao latex.

Tabela 2. Valores obtidos a partir da curva de DSC das amostras de Latex/PVA, extrato de CO e membrana
de Latex/PVA nas concentragdes de 25CO, 50CO e 100CO.

Temperatura
de Transicio Tempe~ratura Tempe~ratu ra _G rau _de
Amostra Vitrea (Tg) deoFusao (Tm) dE Fusdo (Tm) | Cristalinidade
°C) (°C)daCoO (°C) do PVA (%)
Latex/PVA -65 - 247 24
(6{0) - 135/142 - -

25CO -65 166 192 28
50CO -65 163 207 41
100CO -65 158 200 85

Além disso, a partir da Tabela 2 foi possivel observar o grau de cristalinidade do
PVA presente na membrana de Latex/PVA e do PVA das membranas contendo CO. A
cristalinidade do PVA foi maior conforme o aumento da concentracdo de extrato
incorporado (25, 50 e 100 mg/mL), com grau de cristalinidade de 28, 41 e 85%,
respectivamente. Tal comportamento também foi observado nos estudos de PATEL et al.
(2014).

3.4 Ensaio Microbioldgico
3.4.1 Anélise da formacéo de biofilme por Cristal Violeta

A formacdo de biofilme das bactérias S. aureus, apds o periodo de 24h, nas
membranas de Latex/PVA (CT+) e nas membranas de Latex/PVA com extrato de CO nas
concentragdes de 25C0O, 50CO e 100CO, foram mostradas na Figura 6.
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Figura 6. Formacdo de biofilme de S. aureus a partir da coloragdo por Cristal Violeta. A) imagem
macroscépica da membrana de latex/PVA (CT+) e membranas com extrato de CO nas concentracGes de 25
mg/mL (25C0), 50 mg/mL (50CO) e 100 mg/mL (100CO) coradas com Cristal Violeta. B) Grafico da

guantidade de S. aureus nas diferentes amostras. O simbolo (*) indica significancia estatistica (p<0.05).

A partir da coloragéo por Cristal Violeta, foi notado que a amostra CT+ obteve
uma formacdo de biofilme, com crescimento de 100 % das bactérias na membrana,
enguanto nas amostras incorporadas com extrato de CO a formacdo de biofilme variou
conforme a concentragdo de extrato de CO. A amostra de 25CO apresentou um
crescimento de 66 % e as amostras de 50CO (*p<0.05) e 100CO (*p<0.05) mostraram
um crescimento de 54 % (Figura 6B), porcentagem significativamente abaixo quando
comparada com a amostra CT+. As diferengas notadas na formacao de biofilme puderam
ser evidenciadas na Figura 6A, o qual a coloragéo por Cristal Violeta foi mais intensa
nas amostras que obtiveram maior crescimento.

Estudos mostram que o extrato de CO possui caracteristicas antimicrobianas
(FATIMA et al 2018; CHAKRABORTHY, 2008). Em contrapartida, crescimento de
bactérias nas membranas contendo o extrato CO pode ser explicado pelo fato de o extrato
ser a base de dgua. KRYSZCZUK et al (2023) relatou que a maioria dos extratos naturais
sdo a base de solventes para a extracdo dos principios ativos do componente e por isso
uma maior eficacia na agdo antimicrobiana, contudo, o autor considerou que extratos a
base de &gua deionizada sdo tendéncias atuais, uma vez que sdo de baixo custo e
ecologicamente correto. Além disso, os solventes podem ser prejudiciais para a satde

humana, sendo um componente nocivo para o organismo (KUSHWAHA, 2010,
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CVETANOVIC, 2019) e causar problemas dérmicos, bem como irritacdo e dermatite
(ROWSE e EMMETT, 2004).

Desta maneira, o extrato de CO incorporado a membrana de Latex/PVA, mesmo
ndo apresentando uma total inibicdo da bactéria, as amostras de 50CO e 100CO
evidenciaram uma atividade antibacteriana quando comparado & membrana de
Latex/PVA isento de extrato (CT+), mostrando que a CO pode diminuir a formac&o de

biofilme e desta forma diminuir a uma possivel infec¢do numa lesdo dérmica.

3.4.2 Antibiograma

O ensaio de antibiograma das amostras da membrana de Latex/PVA isento de
extrato de CO e membrana de Latex/PVA nas concentracdes de 25CO, 50CO e 100CO,

foram elucidados pela Figura 7.

Controle 25CO 50CO 100CO

' S. aureus

Figura 7. Difusdo do extrato de CO incorporado @ membrana de Latex/PVA nas concentracGes de 25, 50
e 100 mg/mL, ap6s 24h em cultura de S. aureus e E. coli. A Doxiciclina foi utilizada como controle de

antibiético comercial e a membrana de Latex/PVA isento de CO foi utilizado como Controle Positivo.

Foi observado na Figura 7 que as membranas de Latex/PVA isento de CO néo
apresentou nenhuma inibicdo tanto para S.aureus quanto para E. coli, enquanto que a
doxiciclina mostrou um maior halo de inibicdo para S. aureus, seguido da E. coli, ap6s
24 h de cultura. Em contrapartida, a membrana de Latex/PVA com extrato de CO nas

diferentes concentragcdes um halo difuso do extrato de CO ap06s 24 h de cultura de S.
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aureus, sendo a concentracdo de 100CO o qual apresentou um maior halo de difuséo,
seguido do 50CO e 25CO. J4 para a cultura de E. coli, os halos de de difusdo do extrato
foi evidenciado com menor tamanho e intensidade. Segundo PINTO et al. (2023) extratos
naturais, bem como o 6leo de copaiba, apresentaram uma caracteristica bacteriostatica em
8 horas, seguido de uma diminuigdo de halo apds 24h de cultura, para concentracdes de
25, 50 e 75% de extrato.

O efeito do extrato de CO incorporado na membrana de Latex/PVA pode ser
diminuido pelo fato do extrato estar incorporado ao material (PVA) o que retarda a
liberacdo do extrato, quando comparado ao extrato direto no disco de papel (PELIN et al.
2023). Além disso, o efeito ndo inibitorio do extrato de CO para a S. aureus e a E. coli,
pode estar relacionada a quantidade de principios ativos contidos no extrato. De acordo
com JAN et al. (2017) cada principio ativo da CO tem uma funcao diferente, bem como
as plastoquinonas, umbeliferona, que estdo relacionadas a atividade antimicrobiana.
Desta forma, é valido uma nova analise em 8h de cultura para evidenciar uma possivel
formacédo de halo bacteriostatico, lembrando que o extrato natural € a base de 4gua e desta

forma nédo ha solventes que possam mascarar os resultados inibitorios.

3.5 Ensaio de Liberacdo

A Figura 8 apresentou a liberacdo do extrato de CO na membrana de Latex/PVA
em diferentes concentracgdes (25C0O, 50CO e 100CO).
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Figura 8. Gréfico da liberacéo controlada do extrato de CO na membrana de Latex/PVA nas concentracGes
de 25 mg/mL (25C0), 50 mg/mL (50CO) e 100 mg/mL (100CO).
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Um perfil de liberag&o do extrato de CO foi evidenciado em todas as amostras em
questdo, o qual tiveram a liberacdo em exploséo (efeito burst release) nas primeiras horas
(Figura 8) e uma liberacdo mais prolongada nas demais horas. A amostra 100CO obteve
uma liberagdo maior em comparacdo com as demais amostras, chegando a 1,34 mg/mL
em 24 horas. Ja as amostras de 25CO e 50CO obtiveram uma liberagdo de 0,56 mg/mL e
0,54 mg/mL, respectivamente. A liberacdo chegou no seu platd ap6s 24 horas de
experimento, caracteristica intrinseca da liberacdo sustentada. Essa diferenca notada da
liberacdo do extrato estd intimamente relacionada a concentracdo que foi incorporada na
membrana, sendo a amostra 100CO com maior concentra¢do de CO seguido da amostra
50CO e 25CO. Esse efeito de liberacdo em explosdo nas primeiras horas pode estar
relacionado & incorporacéo fisica do extrato na membrana de Latex/PVA. E sabido que 0
PVA ¢ hidrofilico e devido a isso, seu perfil de liberacdo é rapida (ZHOU et al. 2019). J&
a liberacéo prolongada observada nos dias seguintes pode estar relacionada ao Latex o
qual possui carater hidrofobico (AMBEGODA et al. 2020).

Essa liberacdo em explosdo nas primeiras horas também foi demonstrada no
estudo de MOMENI et al (2024), com liberacdo do extrato de CO em exploséo em 160
minutos e chegou no platd ap6s 540 minutos. Pelo extrato de CO possuir propriedades
anti-inflamatorias, esse extrato justifica-se para ser aplicado com uma alta taxa de
liberacdo. A mesma caracteristica foi evidenciada por PELIN et al (2023), onde a rapida
liberacdo do extrato de CO incorporada ao hidrogel de Pullalan/PVA aconteceu nos
primeiros 15 minutos, sendo gradual depois de 8h e mais lentamente apés 24 h. Tal
caracteristica pode estar relacionada ao grau de hidrofobicidade dos materiais, ou seja,
tanto o latex quanto o PVA estdo influenciando na liberacdo do extrato natural para o
meio. Essa cinética de liberacdo se mostra promissora, uma vez que estudos mostraram
que uma liberagdo controlada, ou seja, com liberacdo em exploséo nas primeiras horas e
uma liberagéo sustentada nas demais horas, levam a um sucesso na cicatrizagao de feridas
dérmicas, o qual resultado numa cicatrizacdo mais rapida, impulsionando uma resposta
angiogénica aprimorada (JOHNSON e WANG, 2015; LI et al. 2009; XIE et al. 2013).

Para melhor compreenséo do perfil de liberacdo evidenciado pela membrana de
Latex/PVA com extrato de CO nas concentragcdes de 25CO, 50CO e 100CO, foram
aplicados os modelos cinéticos de Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Primeira Ordem e Ordem

Zero, descritos na Tabela 3. Devido ao perfil de “burst release” apresentado neste
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trabalho, todos os modelos matematicos anteriormente mencionados foram ajustados em

duas fases (primeira fase: primeiras horas de experimento e segunda fase: demais horas
de experimento) de liberacdo como estudos de SCAFFARO et al. (2017) e LOPEZ-
MUNOZ et al (2022).

Tabela 3. Valores de modelos matematicos de Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Ordem Zero e Primeira Ordem

aplicados aos perfis de liberacdo do extrato de CO.

Modelos Ajuste Parametros 25CO 50 CO 100 CO
R? 0,97 0,98 0,95
Korsmeyer- . n 0,27 0,19 0,23
Peppas ) R? 0,99 0,94 0,98
n 0,03 0,03 0,03
R? 0,91 0,72 0,88
. k 0,03 0,03 0,006
Higuchi
R? 0,98 0,96 0,98
? k 0,0008 0,0008 0,0001
R? 0,57 0,70 0,49
Ordem Zero . ko 0,01 0,01 0,002
R? 0,94 0,96 0,95
? ko 0,00005 0,00005 0,000006
R? 0,46 0,44 0,41
Primeira . k 0,19 0,13 0,16
Ordem ) R? 0,94 0,96 0,94
k 0,00005 0,00005 0,0004

Baseado nos resultados observados na analise dos modelos matematicos aplicados

para o perfil de liberagdo, 0 modelo que se mostrou, em média, com R? mais aceitavel foi

0 de Korsmeyer-Peppas para os dois ajustes de liberacao, bem como observado na Figura

9.
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Figura 9. Modelo matemético de Korsmeyer-Peppas aplicado ao perfil de liberacdo do extrato de CO nas
concentragdes de 25Co, 50Co e 100CO.

A Figura 9 evidenciou que o modelo cinético aplicado aos dois intervalos de
tempo foi satisfatorio uma vez que o R? obteve valores igual ou superior a 0,95 (BULBUL
et al. 2020). Os valores de n<0,5 demonstrado na figura indicou que o perfil de liberagédo
ocorrida no sistema foi por difusdo Fickiana (AHMED et al. 2019). Esse sistema
compreende no processo de transporte do penetrante (agua) impulsionado pelo gradiente
de concentracdo de penetrante (SMITH 2000). Estudos de SITTIWONG et al. (2012)
evidenciaram o processo de difusdo Fickiana a partir de uma liberagdo utilizando PVA
como carreador. Bem como mostrou estudo de o qual o processo de liberacdo evidente a
partir da utilizacdo de Latex foi por difusdo, mostrando que ambos os polimeros
envolvidos na composicdo das membranas possuem tais caracteristicas de liberacdo
(ANDRADE et al. 2022).

Além disso, as menores concentracdes de extrato de CO liberadas da membrana
de Latex/PVA pode estar relacionada a varios constituintes (principios ativos) que
compde o extrato. Segundo BUTNARIU e CORADINI (2012), mostraram que para cada
componente no extrato de CO a leitura do comprimento de onda altera. 1sso significa que
a concentracdo mostrada neste trabalho pode estar relacionada a alguns tipos de

constituintes que sdo lidos num comprimento de onda de 232 nm.

3.6 Analise de Citotoxicidade por MTT
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Os resultados obtidos a partir da analise de MTT da viabilidade celular das
membranas de Latex/PVA com extrato de CO nas concentracdes de 25CO, 50CO e

100CO, foram observados no grafico da Figura 10, nos periodos de 1e 3 dias.
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Figura 10. Viabilidade celular das membranas de Latex/PVA com extrato de CO nas concentragdes de
25mg/mL (25C0O), 50 mg/mL (50CO) e 100 mg/mL(100CO). O controle negativo (CT-) refere-se as células
semeadas direto na placa; controle positivo (CT+) a membrana de Latex/PVA isenta de CO e o controle
morte (CT Morte) o qual as células foram submetidas a morte. O simbolo (***) indica significancia

estatistica (p<0,001) comparando os grupos no periodo de 24h e 72h.

Com base nos resultados apresentados foi verificado uma maior viabilidade das
células Vero no grupo CT+ (Latex/PVA isento de CO) no periodo de 1 dia, com
porcentagem de 75 %. Enquanto no periodo de 3 dias o CT+ apresentou uma viabilidade
de 60 %, valores significativamente abaixo do valor encontrado no CT- (p<0.001),
contudo, sendo maior que 50 % de viabilidade celular, mostrando que tanto o latex quanto
o0 PVA ndo mostraram citotoxicidade, corroborando com os resultados bioldgicos da
etapa 2 do trabalho.

Os grupos 25C0O, 50CO e 100CO mostraram uma porcentagem de viabilidade
celular de 29 %, 23 % e 28 %, respectivamente, no periodo de 1 dia, resultados esse
significativamente menores quando comparados com o CT- e CT+ (p<0.001). Apds 3
dias de cultivo, os mesmos grupos obtiveram valores de 22 %, 9 % e 10 %, mostrando
uma maior citotoxicidade perante o extrato de CO em comparagdo ao CT- e CT+ (p
>0.001).

De acordo com FONSECA et al. (2010) concentragbes menores ou iguais a 15

mg/mL de extrato de CO néo apresentam citotoxicidade, enquanto valores maiores ou
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iguais a 30 mg/mL apresentam efeito citotoxicos. Em contrapartida, 0 mesmo autor em
um ensaio in vivo, demonstrou que as concentractes de 150 a 300 mg/Kg, garantem a
eficacia do extrato de CO para feridas causadas pelas irradiacdes UV na pele do animal.
Esses dados apontam que a concentracdo utilizada nesse estudo, ainda que se apresente
citotoxico em meio in vitro, para aplicagcdes in vivo e clinico, a dosagem pode ser
promissora para os tratamentos de feridas dérmicas. Estudos de ASHWLAYAN et al.
(2018) relataram que para cada potencial terapéutico da CO a dose é adaptada, seja para
efeitos anti-inflamatorios, antibacteriano, antioxidante entre outros. Para atividades
antioxidantes necessitam de concentragdes de CO entre 400 a 2000 mg/mL. Assim, o
extrato de CO é muito promissora para diferentes acdes terapéuticos o que vai depender

é a dose estabelecida para determina aplicacao.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados de FTIR, TG e DSC, o extrato de CO foi
incorporado na membrana de Latex/PVA (80/20) nas concentracdes de 25, 50 e 100
mg/mL (25Co, 50CO e 100CO). O ensaio microbioldgico por Cristal Violeta evidenciou
uma diminuicdo da formacgdo de biofilme de bactérias S. aureus nas membranas
compostas por 25C0O, 50CO e 100CO quando comparado ao Latex/PVA isento de extrato.
Além disso, a membrana de Latex/PVA nas diferentes concentragdes garantiu uma
liberagdo do extrato de forma controlada até 144h. Ensaios in vitro mostraram uma
pequena viabilidade celular em todas as concentragfes (25CO, 50CO e 100CO) quando
comparado com o CT morte no periodo de 1d. Mais ensaios irdo assegurar que a
membrana de Latex/PVA com extrato de CO pode garantir a eficacia e a seguranca para

aplicacdes nas doencas dérmicas raras.
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1. CONCLUSOES FINAIS

Os resultados obtidos da primeira etapa do trabalho evidenciaram que o latex
purificado com solvente seis vezes (LP6) apresentou um material menos estavel, com
alteragBes notaveis em sua estrutura fisica, taxa de intumescimento, proliferacdo celular
e uma carga superficial negativa reduzida. Esses resultados sugerem que o0 processo de
purificacdo altera as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas do latex. As proteinas e
lipidios presentes no grupo LNCP podem potencialmente ter uma influéncia positiva em
sua estrutura e melhorando seu desempenho em diversas aplicacdes médicas e de salde.
J& na segunda etapa as amostras com as composic¢des 75/25 e 80/20 se mostraram com
capacidade de intumescimento, carga de superficial maiores em comparagdo as amostras
50/50 e 90/10. Além disso, as membranas nessas respectivas composicdes apresentaram
uma superficie mais estriada, rugosa e com poros. Todas as composicdes de latex/PVA
demonstraram aderéncia celular, assim como um carater ndo citotdxico, evidenciado pela
semelhanga na morfologia e na confluéncia celular entre o controle negativo da linhagem
células Vero. Resultados de FTIR e analises termicas mostraram uma incorporacdo do
extrato de CO em diferentes concentracdes (25C0O, 50CO e 100CO), na membrana de
Latex/PVA da composigdo 80/20. O ensaio de liberagdo mostrou que o extrato obteve um
perfil de liberacéo controlada nas diferentes concentragdes em um periodo de 144 h. As
analises microbioldgicas por Cristal Violeta evidenciaram uma queda da formacao de
biofilme bacteriano na membrana com extrato de CO, mostrando que o extrato obteve
efeitos antibacterianos. Portanto, a membrana de Latex/PVA incorporada com extrato de
CO revela-se uma alternativa promissora para aplicacbes em curativos voltados ao

tratamento de doencas dérmicas raras.

2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados evidenciados neste trabalho, a membrana a base de
Latex/PVA na composi¢do de 80/20 incorporado com extrato de CO em diferentes
concentragdes se mostraram promissores para aplicacdes de curativos dérmicos para
doencas dérmicas raras, levando em consideracao suas caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas. Desta forma, ensaios complementares, bem como, analises de adesdo e
permeabilidade de membrana e ensaios de cicatrizagdo in vitro, podem enriquecer o

conhecimento sobre a membrana, bem como sua futura aplicacéo final.
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ABSTRACT

Latex is a colloidal suspension derived from the Hevea brasiliensis tree, derived from natural mhbef. poly
(isoprene), and assorted constituents inclwding proteins and phospholipids. These i are o
both natural rubber and latex serum. This investigation was undcrt:kcn to examine the impact of the depro-
teinization process on chemical and biclogical dynamics of natuml rubber latex. Natural Rubber (NR) extracted
from the pure latex (LNCP) was obtained through ifugation, foll I by six rounds of solvent purification
(LP6). The structure was characterized using Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric
analysis (TGA), di 1 scanning cal v (DSC), swelling test, surface zeta potential ({), scanning elec-
tron microscopy (SEM) and in vitro assay. The results revealed that the LP6 group presented decreased swelling
kinetics, reduced cell adhesion and proliferation, and a smoother surface with decreased negative surface charge,
Conversely, the LNCP group shown accelerated swelling, heightened adhesion and cellular growth, and a more
negatively charged and rougher surface. As such, the attributes of latex serum and proteins have potential usage

across numerous biomedical applications.

1. Introduction

Natural rubber (NR) is sourced from the latex of the Hevea brasiliensis
tree, which exudes a milky sap [1]. The latex is primarily composed of
35.62 % rubber, 1.65 % acetone extract (consisting of lipids, resins, and
waxes), 2.03 %p , 0.34 % carbohydrates, 0.70 % ash, and 59.62 %
water [2]. The constituents present in latex, including proteins and
phospholipids, are believed to be org 1 within the serum fraction
and distributed around the surfnce of rubber particles. This coating,

d of proteins and holipid the capacity of
col.lmdzll slnbuhry of NR [31. Wplcnlly, NR has been used in production
of items such as gloves, baby bottles, condoms, and pncnﬁens [41.
Nonetheless, NR is demonstrating p ial in bi dli i ing
field [5,6). Within the scope of medical applications, NR extrncted from
latex shows utility across a range of disciplines. It is applied for sustained
drug release, transdermal drug delivery sy and in reg ive
medicine, aiming to facilitate the regeneration of skin, bone, cartilage,

and various organ tissues [7].

According to the study conducted by Jayadevan and colleagues
(2023) [2], the utilization of NR combined with plasticizers such as
glyeerol and dibutyl phthalate presents potential to function as a carrier
in the transport of medicinal substances. This system presents promising
prospects for its application as lermal adhesive patches. Similaily,
studies by Barros et al. (2019) [9] indicate that NR ean be used as a solid
matrix for sustained release of pharmacologically relevant compounds,
such as glyeerol, which can be used to assist in the healing of nipple
fissures occurring in postpartum women due to breastfeeding. Other in
vivo studies involving rabbits also demonstrate that NR may have
favorable biocompatibility, and when in direct contact with penile and
vaginal skin, it does not induce irritations or dermal sensitizations in the
animal [10].

Other i igations further e the capacity of NR as a carrier
for therapeutic agents, both synthetic and of natural origin. Studies have
addressed its utilization in the treatment of conditions such as psoriasis
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