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RESUMO

A cicatrizacao de feridas decorrentes de queimaduras representa um desafio significativo para
o sistema de saude global, devido aos elevados custos financeiros e aos impactos fisicos e
emocionais enfrentados pelas vitimas. Ha uma demanda crescente por novas alternativas de
tratamento, e a técnica de co-eletrofiacdo emerge como uma promissora abordagem. A co-
eletrofiacdo € uma técnica que permite a producdo de membranas eletrofiadas de forma
simultanea compostas por polimeros naturais e sintéticos, com propriedades mecanicas
ajustaveis que auxiliam na cicatrizacdo tecidual. A incorporacdo de compostos bioativos, como
0 6leo de copaiba (OC) com propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes,
apresenta-se como uma alternativa promissora, especialmente diante da recente prevaléncia de
complicacdes de saude publica associadas a resisténcia aos antibidticos. Deste modo, o presente
estudo visa integrar as excelentes propriedades mecanicas do poliéster poli(L-co-D,L-4acido
lactico) (PLDLA) com as propriedades bioldgicas e elasticas do latex de borracha natural (BN),
associando o OC ao material obtido. Nesse contexto, a primeira etapa deste estudo consistiu na
co-eletrofiacdo de PLDLA com diferentes concentracbes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%). Os
resultados revelaram que o material co-eletrofiado por PLDLA e 1,5% de BN (PLDLA+1,5%
BN) apresentou propriedades fisico-quimicas, mecénicas e bioldgicas adequadas para a
cicatrizacdo de feridas. Por sua vez, a segunda etapa do trabalho, consistiu na adicdo de
diferentes concentracBes de OC (25%, 50% e 75%) ao material co-eletrofiado. O material
obtido promoveu efeitos bacteriostaticos e antibacterianos contra Staphylococcus aureus, além
de prevenir a formacéo de biofilmes bacterianos, proporcionando um ambiente seguro para a
recuperacdo do tecido lesionado. Assim, a combinagdo de OC com a membrana co-eletrofiada
apresentou forte potencial como curativo para feridas, oferecendo uma barreira fisica com
propriedades antimicrobianas profilaticas, que podem auxiliar no processo de hemostasia e

prevencéo de infec¢des durante o processo de cicatrizacdo tecidual em queimaduras.

Palavras-Chave: PLDLA; Hevea brasiliensis; Antibacteriano; Bacteriostatico; Membrana co-

eletrofiada; Co-eletrofiacdo; Extrato Natural.



ABSTRACT

The healing of burn wounds represents a significant challenge for the global healthcare system,
due to the high financial costs and physical and emotional impacts faced by victims. There is a
growing demand for new treatment alternatives, and the co-electrospinning technique is
emerging as a promising approach. Co-electrospinning is a technique that allows the production
of electrospun membranes simultaneously composed of natural and synthetic polymers, with
adjustable mechanical properties that assist in tissue healing. The incorporation of bioactive
compounds, such as copaiba oil (CO) with antimicrobial, anti-inflammatory, and antioxidant
properties, presents itself as a promising alternative, especially given the recent prevalence of
public health complications associated with antibiotic resistance. Therefore, the present study
aims to integrate the excellent mechanical properties of poly(L-co-D,L-lactic acid) (PLDLA)
polyester with the biological and elastic properties of natural rubber latex (NR), by associating
CO with the material obtained. In this context, the first stage of this study consisted of the co-
electrospinning of PLDLA with different concentrations of NR (1.5%, 2.0%, and 2.5%). The
results revealed that the material co-electrospun with PLDLA and 1.5% NR (PLDLA+1.5%
NR) exhibited physicochemical, mechanical, and biological properties suitable for wound
healing. In the second stage of the work consisted of adding different concentrations of CO
(25%, 50%, and 75%) to the co-electrospun material. The material obtained promoted
bacteriostatic and antibacterial effects against Staphylococcus aureus, in addition to preventing
the formation of bacterial biofilms, thereby providing a safe environment for the recovery of
injured tissue. Thus, the combination of CO with the co-electrospun membrane showed strong
potential as a wound dressing, offering a physical barrier with prophylactic antimicrobial
properties, which can assist in the process of hemostasis and prevent infections during the tissue

healing process in burns.

Keywords: PLDLA; Hevea brasiliensis; Antibacterial; Bacteriostatic; Co-electrospinning

membrane; Natural Extract.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho é estruturado em cinco capitulos distintos. O Capitulo 1 fornece
uma visdo geral do estudo, apresentando brevemente a questdo abordada, bem como a técnica
de co-eletrofiacdo, os polimeros (PLDLA/BN) e o biocomposto (OC) empregado na
formulacdo do material resultante. Além disso, o capitulo também apresenta o objetivo geral e
especifico da tese. O Capitulo 2, por sua vez, expde uma revisdo da literatura, abordando de
forma concisa os principais pontos deste trabalho, tais como as queimaduras, as principais
estratégias terapéuticas e os principais biomateriais poliméricos para tratar essa enfermidade,
como o PLDLA e a BN. O capitulo também aborda a técnica de eletrofiacdo e co-eletrofiacdo
e a incorporacdo de compostos bioativos, como o OC, introduzido no material resultante. O
Capitulo 3 descreve o procedimento e o planejamento experimental, assim como a metodologia
empregada na formulacao dos materiais co-eletrofiados e incorporados com OC. O Capitulo 4
apresenta todos os resultados e discussfes obtidos nas duas etapas deste trabalho. O capitulo
mostra os principais resultados obtidos na Etapa 1, os quais auxiliaram na escolha da melhor
concentracdo de BN co-eletrofiada com PLDLA. Deste modo, as amostras foram analisadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TG), calorimetria diferencial de varredura
(DSC), ensaio mecanico de tracdo, angulo de contato, potencial zeta, mucoadesividade e ensaio
de viabilidade e proliferacdo celular. Por outro lado, a Etapa 2, também apresentada neste
capitulo, aborda a adsorcdo de diferentes concentracdes de OC na superficie da membrana
designada na Etapa 1 deste capitulo. A membrana co-eletrofiada por PLDLA/BN com as
distintas concentracdes de OC foram analisadas por FTIR, ensaio de intumescimento, potencial
zeta e perfil de liberacdo. A sua atividade antimicrobiana contra S. aureus foi avaliada por meio
de antibiograma, enquanto a inibicdo da formacéo de biofilme foi analisada por MEV, que foi
corroborada pela turbidez do meio e ensaio de cristal violeta. O trabalho € seguido de um

cronograma e referéncias bibliograficas utilizadas.

1.1 Viséao geral

As queimaduras continuam a representar uma das principais causas de morbilidade e
mortalidade em escala global, resultando em danos fisicos e psicoldgicos significativos para 0s
pacientes. Os tratamentos e processo de cicatrizagdo associados a essa condigéo séo conhecidos

por sua complexidade, devido aos custos associados e a dificuldade de tratamento, que esta
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diretamente ligada a extensdo e gravidade das lesdes. Mesmo atualmente, as queimaduras
persistem como um desafio substancial em termos clinicos, sociais e econdmicos, tornando-se
assim uma importante questdo de saude publica que requer a busca continua por novas
abordagens terapéuticas eficazes (Ouyang et al., 2018; Stokes; Johnson, 2017).

Sendo assim, € crescente a busca pelo desenvolvimento de novos biomateriais que
possam vir a tratar e recuperar os tecidos lesionados (Brassolatti et al., 2018). Entre as técnicas
existentes para o desenvolvimento de novos biomateriais, a eletrofiacdo destaca-se como um
método versatil, simples e economicamente viavel, com capacidade de produzir fibras e
nanofibras com potencial significativo para aplicacdes na area biomédica (Xing et al., 2023).
As fibras resultantes do processo de eletrofiagdo possuem a capacidade de mimetizar a matriz
extracelular, contribuindo para o processo de reparo tecidual (Zhang X. et al., 2021; Yang et
al., 2022, Mani et al., 2023). As caracteristicas porosas e grande area superficial das nanofibras
permitem a absorcdo de exsudatos enquanto mantém a lesdo hidratada, permitindo a troca de
gases e transporte de nutrientes. Além disso, a técnica de eletrofiacdo possibilita o carregamento
de moléculas sintéticas e naturais, seja através da mistura direta com a solucdo polimérica ou a
incorporacdo direta sobre a superficie das fibras/nanofibras obtidas, contribuindo para a
liberacdo transdérmica in situ destas moléculas ativas (Miguel et al, 2019; Chagas et al., 2021;
Rahmati, et al., 2021). Apesar da sua versatilidade, o método tradicional de eletrofiacdo permite
apenas a producdo de membranas fibrosas homogéneas, cujas propriedades muitas vezes
limitam sua aplicabilidade no campo biomédico (Xing et al., 2023). No entanto, essa técnica
pode ser aperfeicoada e empregada em diversas configuracdes, o que permite a eletrofiacdo
versatil de diferentes e multiplos materiais. Isto, por sua vez, contribui para o potencial de
desenvolvimento de uma ampla variedade de biomateriais com propriedades heterogéneas
aprimoradas. Diante deste contexto, a eletrofiacdo simultdnea, também conhecida como
eletrofiacdo biaxial (Yang et al., 2022) ou co-eletrofiacdo (Montoya et al., 2021), consiste na
aplicacdo da técnica de eletrofiacdo em que duas ou mais fieiras sdo utilizadas simultaneamente
em um unico coletor. Essa técnica possibilita a obtencédo de estruturas morfoldgicas compostas
por fibras mistas, resultando em caracteristicas unicas e distintas (Montoya et al., 2021). Essas
estruturas podem ser utilizadas no desenvolvimento de novos biomateriais para diversas
aplicagdes na area biomédica. No entanto, h4 uma deficiéncia de estudos que abordem a
utilizacdo de membranas fibrosas produzidas pela técnica de co-eletrofiacdo para aplicagcdo em
curativos dérmicos com propriedades antibacterianas, que contribuam para a hemostasia e

cicatrizacdo de feridas, incluindo as queimaduras (Yang et al., 2022).
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A técnica de co-eletrofiacdo possibilita a combinacdo de uma ampla variedade de
polimeros, tanto naturais quanto sintéticos, que corroboram com o design de dispositivos
inovadores para aplicacfes biomédicas (Yang et al., 2022; Chagas et al., 2021). Esses materiais
desempenham funcdes, ndo apenas na protecdo e cicatrizacdo, mas também na liberacédo
sustentada de compostos ativos e bioativos que influenciam o processo regenerativo de lesoes
(Gsib et al., 2018). Um exemplo notavel é o poli(L-co-D,L-4cido lactico) (PLDLA), um
poliéster alifatico composto pela polimerizacdo dos monémeros L-acido latico e D,L-acido
lactico. Na proporc¢édo 70/30 (L-acido latico/D,L-acido lactico), é amorfo e caracterizado como
um copolimero biocompativel, bioabsorvivel, biodegradavel e com boas propriedades
mecanicas (Leal et al., 2019). Devido a sua aplicabilidade, € amplamente empregado na
formulacdo de biomateriais (Motta et al., 2008). Além disso, quando empregado como scaffold,
0 PLDLA exibe uma notavel capacidade de atuar como suporte para o crescimento celular (Méas
et al., 2016; Kemppi et al., 2021). Contudo, para atuar como curativo ha uma necessidade
permanente de aumentar sua elasticidade, garantindo assim uma cobertura eficaz da area
lesionada (Komatsu et al., 2019). Nesse contexto, a co-eletrofiacdo do PLDLA com outros
polimeros naturais emerge como uma estratégia para contribuir para sua bioatividade e
potencializar a sua maleabilidade, tornando-o mais adequado para atuar como curativo.

Pesquisas tém destacado a viabilidade de incorporar o latex de borracha natural (BN) a
outros polimeros visando aumentar a flexibilidade, maleabilidade e bioatividade desses
materiais (Chagas et al., 2021; Andrade et al., 2022; Carazzai et al., 2021). A BN é um polimero
natural, extraido de seringueiras Hevea brasiliensis e composta por longas cadeias de poli(cis-
1,4-isopreno), o qual tem se destacado em pesquisas biomédicas devido & sua
biocompatibilidade, capacidade de promover a angiogénese e acelerar o processo de
cicatrizacao, especialmente em lesdes decorrentes de queimaduras (Garcia et al., 2021; Guerra
et al., 2021; Tanaka et al., 2021). Embora a aplicacdo da técnica de co-eletrofiacdo utilizando
BN em conjunto com outros polimeros ainda ndo tenha sido extensivamente relatada, o
processo de eletrofiagdo convencional possibilita sua implementacdo no campo das ciéncias
biomédicas (Andrade et al., 2023). Contudo, a viabilidade de processamento, a viscosidade e a
miscibilidade com outros polimeros devem ser cuidadosamente considerados.

Além das abordagens mencionadas, uma estratégia promissora que também tem
ganhado notoriedade para aprimorar o processo de reparacao tecidual em casos de queimaduras
é a inclusdo de compostos ativos/bioativos aos curativos transdérmicos (Tanaka et al., 2021).
Neste ambito, terapias medicinais com compostos bioativos naturais tém ganhado relevancia

nos ultimos anos, especialmente devido aos desafios relacionados a resisténcia bacteriana
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associada ao uso de antibidticos. Entre os produtos naturais em destaque, os 6leos essenciais
tém se sobressaido por suas propriedades antimicrobianas derivadas de seus constituintes
ativos, que desempenham um papel crucial na inibicdo da formacdo de biofilme bacteriano
(Miguel et al., 2019).

O oleo de copaiba (OC), extraido dos troncos das &rvores do género Copaifera
(Caesalpiniaceae), tem recebido destaque devido as suas propriedades farmacoldgicas,
incluindo atividades anti-inflamatdrias, antimicrobianas (principalmente contra bactérias gram-
positivas como a Staphylococcus aureus, que é prevalente na derme humana) e cicatrizantes,
atribuidas a presenca de sesquiterpenos e diterpenos em sua composicao (Becker et al., 2020;
Debone et al., 2019; Paranhos et al., 2022; Waibel et al., 2021). Estudos indicam que as
propriedades intrinsecas do OC desempenham um papel positivo no tratamento e cicatrizacao
de pacientes acometidos por queimaduras.

Considerando a necessidade continua de desenvolver tratamentos eficazes para lesdes
cutaneas decorrentes de queimaduras e a lacuna na pesquisa explorando a metodologia e
aplicacdo de ambos os polimeros, este estudo tem como objetivo, integrar as excelentes
propriedades mecanicas do poliéster (PLDLA) com as propriedades bioldgicas do elastdmero
(BN), visando o desenvolvimento de um novo biomaterial estruturalmente estavel que
contribua significativamente no processo de reparo tecidual. Deste modo, a primeira etapa do
projeto consiste no desenvolvimento e analise das propriedades fisico-quimica, mecanicas e
bioldgicas da co-eletrofiacdo de PLDLA com diferentes concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e
2,5%), associado as propriedades intrinsecas das fibras resultantes do processo de co-
eletrofiacdo entre 0 PLDLA e BN, e a capacidade de carregamento de biomoléculas. A segunda
etapa deste estudo visou avaliar as propriedades sinérgicas da incorporacdo de diferentes
concentracdes de OC (25%, 50% e 75%) nas membranas co-eletrofiadas (PLDLA/BN). Essa
abordagem visa oferecer uma alternativa versatil para o tratamento de queimaduras, criando um
ambiente propicio para restri¢cdo e inibicao da atividade microbiolégica, prevenindo a formacao
de biofilme bacteriano e aprimorando o processo de cicatrizacdo. Esta iniciativa propde
otimizar o desempenho do material obtido para uso como curativos para gqueimaduras,
enfatizando seu potencial no contexto clinico. O escasso nimero de estudos demonstrando a
capacidade dos materiais obtidos pela técnica de co-eletrofiagdo em promover hemostasia e

cicatrizacdo tecidual torna o presente estudo relevante para a comunidade cientifica.
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1.2 Objetivos
1.2.1 Geral

Investigar o potencial da membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada, incorporada com
diferentes concentracdes de OC para tratamento de lesdes ocasionadas por queimaduras, por

meio da obtencdo e caracterizagdo fisico-quimica, mecénica e bioldgica das microfibras.

1.2.2 Especificos
1.2.2.1 Etapal

e Produzir microfibras co-eletrofiadas de PLDLA com diferentes concentracdes de latex
de borracha natural purificado (BN) (1,5%, 2,0% e 2,5%);

e Caracterizar e analisar as propriedades fisico-quimica, mecénica e bioldgica das
microfibras resultantes da técnica de co-eletrofiacéo;

e Comparar, avaliar e determinar qual microfibra apresentou os melhores resultados.

1.2.2.2 Etapa 2

e Incorporar diferentes concentragdes de OC (25%, 50% e 75%) a microfibra que
apresentar o melhor resultado nas analises descritas na Etapa 1;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas, perfil e a cinética de liberacdo, bem como
a atividade antimicrobiana e biolégica do OC incorporado as microfibras;

e Obter um material que possa atuar como possivel curativo para tratar lesdes

ocasionadas por queimaduras.

2 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo apresenta, inicialmente, um breve levantamento sobre as queimaduras e as
estratégias terapéuticas para tratar essa enfermidade, assim como, os biomateriais poliméricos
com finalidade terapéutica. Os polimeros que compdem a membrana obtida, e a técnica de
eletrofiagdo e co-eletrofiacao também sdo apresentados. Por fim, 0 uso de compostos bioativos,

como o Gleo de copaiba e suas propriedades sdo detalhadas.
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2.1 Queimaduras

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, podendo corresponder até 15% da massa
corporal (Liang et al., 2022). Conforme ilustrado na Figura 1, a pele € subdividida em trés
camadas distintas e ordenadas, a epiderme, derme e hipoderme. Cada camada € constituida por
diferentes tipos de células, que se complementam e auxiliam na estabilidade corporal (Yucha;
Tamamoto; Kaplan, 2019). De um modo geral, a pele é composta por tecido conjuntivo,
queratindcitos, adipdcitos, macrofagos e fibroblastos. As subcamadas sao responsaveis por dar
suporte a vasos sanguineos, glandulas sebaceas, foliculos capilares, entre outros. Além de atuar
como a primeira defesa do organismo, em forma de barreira fisica e imunoldgica contra o
ambiente externo e potenciais patdgenos, a pele possui multiplas fungdes. Dentre essas funcdes,
destacam-se a homeostase, termorregulacao corporal, hidratacdo, capacidade sensorial e sintese
de vitamina D (Abdo; Sopko; Milner, 2020). As fibras elasticas presentes na derme também
sdo responsaveis por fornecer propriedades mecéanicas adequadas a pele, como forca,
elasticidade e resisténcia (Brown; Krishnamurthy, 2021).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da derme e suas subcamadas. (Elaborado no Biorender).

Devido as suas peculiaridades, a pele pode ser acometida por inumeras lesbes, que
podem comprometer de forma significativa a sua estrutura e resultar em irreparaveis perdas de
suas funcdes inerentes. Dessa forma, as feridas advindas das lesbes podem ser classificadas
como agudas (cirdrgicas ou queimaduras) ou cronicas (condigdes fisioldgicas) (Paladini;
Pollini, 2019).
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Considerado como um sério problema de salde publica, as queimaduras sdo uma das
maiores causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, acometendo de forma
significativa os paises subdesenvolvidos (Souto et al., 2020). Segundo dados da Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) (2018), as queimaduras sdo responsaveis por ocasionar globalmente
180.000 mortes por ano. No Brasil, a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ) estima que
ocorra aproximadamente um milhdo de casos de acidentes por queimaduras no ano, sendo que
desses, 40 mil casos acabam em hospitalizacdo do paciente, com uma mortalidade de 2500
pacientes (Sena; Branddo, 2021; Daronch et al., 2023). Deste modo, as lesGes ocasionadas por
qgueimaduras podem ser decorrentes do contato direto da pele com altas temperaturas (fogo ou
liquidos, sélidos ou gases quentes), radiagdo (raios X, luz ultravioleta entre outros), eletricidade,
friccdo ou produtos quimicos (Abraham et al., 2018). As queimaduras sdo classificadas de

acordo com a profundidade do tecido cutaneo afetado, conforme ilustra a Figura 2.
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Figura 2. Anatomia e classificacdo da queimadura em relacdo a sua profundidade (Adaptado
de Markiewicz-Gospodarek et al., 2022, elaborado no Biorender).

As queimaduras de primeiro grau, conhecidas como eritemas, afetam exclusivamente a
camada superficial da pele, a epiderme, sendo principalmente causadas por queimaduras
solares. Em contrapartida, as queimaduras de segundo grau atingem tanto a epiderme quanto a
derme, com variagdes entre queimaduras superficiais, que danificam a camada papilar da
derme, e queimaduras mais profundas, que afetam a derme reticular. Nessas lesdes, € comum
observar a formacdo de cicatrizes durante o processo de recuperacdo do tecido lesionado.
Exceto pelas queimaduras de quarto grau, as queimaduras de terceiro grau sao consideradas as
mais graves, pois provocam a destruicdo completa da epiderme, derme e do tecido subcutaneo
(hipoderme). A lesédo desses tecidos resulta na reducéo da sensacdo de dor devido a destruicéo

dos vasos sanguineos e nervos presentes nas camadas mais profundas da pele. Sendo assim,
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essas lesdes podem causar danos permanentes a integridade da pele e dos tecidos subjacentes,
limitando significativamente a capacidade de recuperacdo e regeneracdo do tecido afetado,
tornando necessarios procedimentos cirurgicos reconstrutivos, como enxertos de pele (Yucha;
Tamamoto; Kaplan, 2019). Por outro lado, as queimaduras de quarto grau, embora menos
frequentes, afetam extensivamente as camadas superficiais da pele, o tecido subcutaneo e as
estruturas mais profundas, como os musculos, tend@es, ligamentos e até mesmo 0s 0ssos. Esse
grau de queimadura pode levar a necrose do tecido, o que leva a necessidade de intervencdes
cirurgicas que muitas vezes sdo irreparaveis (Jahromi et al., 2018; Martin; Falder, 2017;
Markiewicz-Gospodarek et al., 2022).

As feridas de queimaduras acabam afetando a vascularizacdo do tecido e por isso a
reparacao do tecido nessas condi¢Bes continua sendo um paradigma. O processo de reparacao
se inicia com a resposta inflamatoria que é histologicamente marcada por neutrofilos e
infiltrados de macréfagos. Apds essa fase, segue a fase de proliferagdo, onde novos tecidos de
granulacdo com formacdo de novos vasos sanguineos e a superficie é re-epitelizada. Durante
essa fase final de regeneracdo da pele, a matriz extracelular é composta e remodelada e o
colageno do tipo Il é entdo substituido por coladgeno tipo |. Essa transicdo altera
significativamente a aparéncia e a espessura da nova pele, podendo inclusive levar a hipertrofia.
E importante ressaltar que os principais tipos de cicatrizacdo no individuo queimado sio
corddes fibrosos, bridas, e placas cicatriciais (Tiwari et al., 2012).

Segundo Lang et al. (2019), apenas 15% de pele corporal danificada ja € o suficiente
para ter um risco de morte ao paciente e com isso, essa condi¢do mostra ser um desafio clinico
para médicos e centros de queimaduras. Feridas mais graves sdo associadas a condi¢des clinicas
criticas ao paciente como choque hipovolémico levando ainda a desregulacdes metabdlicas e
imunossupressao. No ponto de vista funcional, o processo de cicatrizacao pode levar a formacéo
de escaras, deformidades de tecidos moles subcutaneos e fibrose, nos quais podem ocasionar
perda de mobilidade e dores cronicas. (Spronk, et al., 2019).

As feridas causadas pelas queimaduras tornam-se um campo aberto para a entrada de
bactérias, pois a pele é recoberta por uma microbiota bacteriana natural responsavel por sua
protecdo, porém, sdo extremamente patogénicas quando invadem o organismo humano. Erol e
colaboradores relataram em um estudo realizado em 2004 que a maioria das mortes
relacionadas a queimaduras (54%) em unidades de queimados modernas ocorre por causa de
choque séptico e disfungédo organica, em vez de choque osmético e hipovolemia. Infeccdo de
corrente sanguinea seguida por sepse estdo entre as complicagdes infecciosas mais comuns que

ocorrem em pacientes queimados na unidade de terapia intensiva. Assim, 0 paciente que ja
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enfrenta condicGes fisiometabolicas adversas pela propria queimadura em si, tem que reagir a
infeccdes em ambiente hospitalar que podem evoluir para infec¢bes de peles e partes moles
complicadas, infeccdes sistémicas, sepse e até choque séptico, culminando a morte do
individuo.

Nesse sentido, quanto antes houver a cicatrizacdo da ferida pés queimadura, melhor sera
0 prognostico desse paciente, porém, diversos fatores atrapalham esse reparo cutaneo (Guo;
DiPietro, 2010). A falta de vasos sanguineos pela queimadura faz com que, localmente haja a
falta de oxigenacdo que assim, afetam significativamente esse processo regenerativo. Oxigénio
é fundamental para o metabolismo celular em qualquer etapa da cicatrizacdo de feridas, porém
no processo de queimaduras, vasos sanguineos sdao rompidos e levam tempo para serem
reestabelecidos no local levando a letargia do processo de cicatrizacdo e a dificuldade de
migracao de células de defesa para essa regido causando a perda de protecdo fisica da pele.

No processo de cicatrizacdo de feridas, ocorre a indugdo de migracdo de mais
macrofagos, fibroblastos e queratindcitos para producao de citocinas e fatores de crescimento
celular, crucial para revascularizacdo (angiogénese) e proliferacdo celular, porém em casos das
feridas por queimaduras, o tecido lesado é muitas vezes necrosado ndo permitindo que o
oxigénio chegue a &rea da lesdo causando a diminuicdo abrupta de oxigénio (hipdxia)
lentificando ainda mais o processo de cicatrizacdo e deixando a ferida exposta a agentes
externos patogénicos. Quanto maior o tempo de exposi¢cdo da ferida, maior a chance de
bactérias formarem biofilmes e se instalarem de forma a dificultar sua retirada ou eliminacao.
Além do mais, o processo inflamatdrio causado por essas bactérias aumenta 0 processo
inflamatério no local levando a elevacdo prolongada de citocinas pro-inflamatérias e
metaloproteinases que degradam os fatores de crescimento celular deixando as feridas repletas
de biofilmes de bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, €
Streptococcus fS-hemoliticos (Guo; DiPietro, 2010). Diante deste cenério, a implementacéo agil
de abordagens terapéuticas eficazes é essencial para prevenir o surgimento e o agravamento

dessas complicagdes.

2.2 Estratégias terapéuticas para tratar queimaduras

O processo de cicatrizacdo de queimaduras é complexo e ocorre através de quatro
estagios distintos: hemostasia (coagulacdo sanguinea), inflamacdo (estimula e migragéo
celular), proliferagdo (reepitelizacdo, angiogénese e formacdo de tecido de granulacdo) e

remodelagdo (producdo de coldgeno e elastina) (Jahromi et al., 2018). A duragdo desses
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processos de cicatrizacdo varia dependendo da profundidade da queimadura e do tecido
acometido.

No entanto, o tratamento de queimaduras ainda continua sendo um desafio significativo
na area médica. Curativos tradicionais, como o algodéo e gaze, ja ndo sdo mais considerados
alternativas adequadas para o tratamento de queimaduras. Além de ndo contribuir para o reparo
tecidual, tais curativos podem aderir a superficie da ferida, dificultando a sua remocé&o e assim,
causar danos secundarios apos a remocdao (Huangfu et al., 2021). Segundo Ghomi et al. (2019),
o curativo ideal deve oferecer protecdo contra infec¢es causadas por organismos patogénicos,
absorver os exsudatos da ferida mantendo-a hidratada e ser facilmente aplicavel e removivel.
Além disso, os curativos devem conter substancias antimicrobianas que previnem a formacao
de infec¢bes, como também devem ser capazes de auxiliar e promover a cicatrizacdo. Mais que
tudo, os curativos devem ser seguros e ndo devem causar alergias ou outras reacdes adversas.

Nesse contexto, novas abordagens terapéuticas tém sido discutidas e desenvolvidas
pela comunidade cientifica ao longo dos anos. Dessa forma, o tratamento para queimaduras
varia de acordo com a gravidade e o tipo da lesdo, desde medicamento topicos e cuidados
domiciliares para queimaduras leves até cirurgias e cuidados intensivos para queimaduras
graves. Com o intuito de promover e acelerar o processo de reparo tecidual, alguns métodos
convencionais sdo descritos na literatura para o gerenciamento das queimaduras. Entre os
métodos convencionais para gerenciamento de queimaduras, destacam-se 0s cremes dérmicos
(Kulyar et al., 2022; Nimia et al., 2019), hidrogéis (Shu et al., 2021), membranas sintéticas e
bioldgicas (Blome-Eberwein et al., 2021; Eskandarlou et al., 2016) e as matrizes de regeneracao
dérmica (Hicks et al., 2019). Os enxertos de pele, por sua vez, sdo reservados para queimaduras
graves de terceiro grau. O enxerto € invasivo e envolve a retirada de uma pequena porc¢édo de
pele saudavel de uma area sadia do corpo, a qual é enxertada sobre a area acometida. Tal
procedimento ajuda a proteger a area lesionada, promovendo a cicatrizacdo do tecido (Gacto-
Sanchez, 2017).

No entanto, os custos associados ao tratamento de queimaduras podem ser significativos
e variam dependendo do tipo de curativo utilizado, da extenséo, gravidade e da regido do corpo
afetada. Além disso, o custo do tratamento ndo se limita apenas aos curativos, mas também a
custos medicos, medicamentos, fisioterapias e acompanhamento a longo prazo, contribuindo
para um onus financeiro substancial (Anami et al., 2017). De acordo com os levantamentos
estatisticos de Carvalho e colaboradores (2019), o Sistema Unico de Satde (SUS), destina cerca
de R$55 milhGes por ano para o tratamento de queimaduras. Destes, estima-se que as

queimaduras provoquem despesas de R$1200,00 e R$1500,00 por dia de internacdo. Estudos
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dos gastos gerados por queimaduras no Brasil mostraram que o custo médio de queimados em
unidades de tratamento intensivo (UTI) foi de aproximadamente US$39.668,05 (R$153.939,80)
por paciente (Saavedra et al., 2019).

De modo geral, o tratamento para queimaduras representa um desafio complexo e

dispendioso, principalmente quando requerem procedimentos terapéuticos prolongados e trocas

frequentes de curativo. A Tabela 1 apresenta exemplos de tratamentos para queimaduras

disponiveis comercialmente, bem como sua composicao, indicacdo e custo estimado, os quais

foram compilados a partir de fontes de buscas especificos.

Tabela 1. Tratamentos disponiveis comercialmente para queimaduras.

Tratamento

Creme
dérmico

Hidrogel

Hidrocoloide

Filme
transparente

Curativo de
Espuma

Membrana
Dérmica

Marca

Dermazie

Neo Quimica
(Genérico)
Uniao
Quimica
(Genérico)

Dersani

Casex Ally
Gel

Casex
Curactive

Kangli Derm

3M Nexcare

Allevyn
Adhesive

Silicare -
VitalMedical

Membracel

Monlycke
Mepitel

Composigéo

Sulfadiazina de prata

Nitrofurazona

Hidrocortisona

Acido graxo, vitaminas
A e E, propilenoglicol,
entre outros

Alginato, entre outros

Gelatina, pectina e
carboximetilcelulose
sédica
Carboximetilcelulose
Saédica, gelatina,
pectina e uma fina
camada de
poliuretano

Sem especificacao

Poliuretano hidrofilico

Espuma de
poliuretano

Celulose

Malha de Silicone

Indicacéo

Pomada antibiética topica com efeito
bacteriostatica, para queimaduras de 2° e 3°
grau.

Pomada antibiética com efeitos
antimicrobianos, previne infec¢des em
gueimaduras 2° e 3° grau.

Pomada de corticosteroide, atua no alivio da
dor e inflamacéo de queimaduras leves.

Possui agéo cicatrizante e bactericida em
gueimaduras de 1° e 2° grau, com perda
parcial ou total do tecido.

Propicia a cicatrizacdo, promove o
desbridamento autolitico e favorece a remogéo
de escaras de tecido necrotico em
gueimaduras de 2° grau superficial e profunda.

Acelera a cicatrizagcdo em queimaduras de 1°
e 2° grau.

Favorece o processo de cicatrizacéo, e auxilia
no desbridamento autolitico de queimaduras
de 2° grau.

Permite a troca gasosa, bloqueia a entrada de
agua, germes e sujeira, ajudando na
cicatrizacdo de queimaduras.
Possui estrutura trilaminada que impede a
adesao a lesao, absorve os exsudatos e
impede a entrada de agua e bactérias.
Mantém o ambiente apropriado para a
cicatrizacao de queimaduras.
Pelicula externa atua como barreira
antibacteriana e antiviral, reduzindo o risco de
infeccdes em queimaduras.
Age como substituo temporario da pele, auxilia
no alivio da dor, acelera a cicatrizacao,
permite troca gasosa e drenagem de
exsudato.
Indicado para queimaduras de 2° grau,
minimiza a dor e pode ser mantido no local da
ferida até 14 dias.

Custo
Estimado

(R$)

40,00/30g

10,00/30g

13,00/20g

60,00/30g

70,00/85g

169,00/10un
(10 cm?)

99,00/2un
(20 cm?)

26,00/4un
(6x7x8 cm)

176,80/1un
(22,5 cm?)

308,15/5un
(15 cm?)

37,45/1un
(5x7,5cm)

2.073,00/5un
(20x30 cm)

Embora haja uma variedade de opg¢des comerciais disponiveis para o tratamento de

qgueimaduras, € importante destacar que a pesquisa biomédica continua a explorar novas

abordagens terapéuticas para essa problematica. Isso inclui o desenvolvimento continuo de
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biomateriais inovadores com propriedades especificas para promover a cicatrizacdo de
qgueimaduras de forma eficaz. A utilizacdo desses biomateriais promissores pode oferecer
beneficios significativos aos pacientes, contribuindo para uma recuperagdo mais rapida e

completa.

2.3 Biomateriais poliméricos para o tratamento de queimaduras

Por defini¢do, biomateriais sdo substancias projetadas, sozinha ou como parte de um
sistema, para interagir com sistemas biolégicos como células, tecidos e érgdos para fins
terapéuticos ou de diagnostico (Biomaterials, 2021; Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019;
Williams, 2009). Séo constituidos por metais, ceramicas, compositos e polimeros que por sua
vez podem ser subdivididos em sintéticos ou naturais (Festas; Ramos; Davim, 2020). No geral,
0s biomateriais devem ser biocompativeis, atdxicos e interagir de forma segura e eficaz com os
tecidos biologicos, evitando respostas imunologicas ou inflamatérias. Devem possuir
propriedades mecanicas adequadas e serem estaveis quimicamente. Quando necessario, ser
biodegradavel sem causar danos aos tecidos circundantes e em casos especificos ser capaz de
promover a liberagcdo de compostos ativos com propriedades farmacolégicas e antimicrobianas
(Hudecki; Kiryczynski; Los, 2019; Yaqub; Chen, 2019).

O desenvolvimento de novos biomateriais € uma area em constante evolucdo, que tem
por objetivo melhorar a qualidade de vida dos pacientes e promover avangos significativos na
medicina. Nesse ambito, os biomateriais poliméricos tém despertado grande interesse no
mercado mundial, pois sdo capazes de mimetizar as propriedades dos tecidos biolégicos, sendo
amplamente utilizados na area biomédica na forma de implantes, dispositivos médicos, sistemas
de liberacdo de farmacos, curativos, entre outros (Biswal; Badjena; Pradhan, 2020; Maitz,
2015). A sua versatilidade compreende uma de suas principais vantagens, pois podem ser
formulados com diversas propriedades fisicas, mecanicas e quimicas, o que os torna adequados
para diferentes aplicagbes. Além do mais, tendem a ser biocompativeis, podem ser
biodegradaveis, de facil processabilidade e esterilizabilidade (Samadian et al., 2020). Sao
capazes de atuar de forma eficiente na entrega direcionada de compostos ativos, sintéticos e
naturais, no local de acdo, evitando os efeitos colaterais e aumentando a eficacia do tratamento
(Torres-Martinez et al., 2018).

Diante deste contexto, os biomateriais poliméricos tém se mostrado uma alternativa
promissora para os cuidados com queimaduras, pois podem fornecer um ambiente favoravel

para a cicatrizagdo das feridas, reduzindo a dor associada ao tratamento. Os curativos
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poliméricos podem ser tanto de origem sintética, quanto natural. Os polimeros sintéticos
(poliuretano (PU), polivinil pirrolidona (PVP), alcool polivinilico (PVA), entre outros),
possuem propriedades mecanicas aprimoradas e sdo facilmente produzidos em escala industrial
devido as suas propriedades fisico-quimicas estabelecidas. Entretanto, carecem de compostos
bioativos que auxiliem no processo de reparo tecidual e cicatrizagdo, enquanto os subprodutos
gerados pela sua degradacéo podem acarretar resposta imune e inflamatoria ao organismo (Boni
et al., 2018). Ja os polimeros naturais ou 0s biopolimeros (quitosana, alginato, colageno, acido
hialurdnico, entre outros), sdo geralmente extraidos de fontes naturais, como microorganismos,
plantas e animais (Abbasian et al., 2019). S&o amplamente utilizados como curativos na
medicina regenerativa devido a sua biocompatibilidade, que favorece o processo de migracao,
adesdo e proliferacdo celular, estimulando o processo de reparo tecidual. Podem ser
biodegradaveis e atoxicos. Contudo, a inconsisténcia em sua composicdo e propriedades
mecanicas relativamente baixas em compara¢do com o0s polimeros sintéticos sdo algumas de
suas desvantagens (Abbasian et al., 2019; Souto et al., 2020).

Portanto, diversos biomateriais poliméricos sdo amplamente estudados e empregados
no tratamento de queimaduras, cada um com caracteristicas especificas que contribuem para o
processo de cicatrizacdo. Entre eles, destacam-se os hidrogéis, os filmes poliméricos, espumas,
membranas e hidrocolodides (Souto et al., 2020; Yao et al., 2021). Os hidrogéis, constituidos
por uma rede polimérica rica em agua, desempenham um papel fundamental ao manter a pele
hidratada, promovendo simultaneamente a reepitelizacdo e cicatrizacdo tecidual (Shu et al.,
2021). Por outro lado, os filmes poliméricos transparentes, compostos por uma camada fina de
polimero, atuam como uma barreira protetora, mantendo a ferida limpa e protegida
(Kalaycioglu et al., 2020). Os curativos de espuma, confeccionados a partir de polimero poroso,
possuem a capacidade de absorver os exsudatos da ferida, reduzindo os riscos de infec¢do em
gueimaduras de segundo grau. Devido a sua porosidade, permitem a troca gasosa, podendo ser
mantidos por varios dias sem a necessidade de trocas inerentes (Chaganti et al., 2019). As
membranas, por sua vez, sao utilizadas como barreira protetora no tratamento de queimaduras,
podendo também ser porosas para permitir a troca gasosa e a manuten¢do de umidade (Graca
et al., 2021). Por fim, os hidrocoldides sdo compostos por géis poliméricos (gelatina, pectina,
carboximetilcelulose sodica, entre outros) e uma camada adesiva impermeavel as bactérias, sao
aplicados diretamente sobre o tecido lesionado. O seu emprego ajuda na manutencdo da
umidade na area infeccionada, fornecendo uma barreira contra agentes infecciosos (Niculescu;
Grumezescu, 2022). Nota-se, que cada biomaterial polimérico possui suas préprias

caracteristicas e propriedades unicas, 0 que os tornam adequados para diferentes tipos de
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qgueimaduras. Desse modo, alguns exemplos de estudos associados a tratamentos de

queimaduras utilizando biomateriais poliméricos sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Estudos de potenciais tratamentos para queimaduras utilizando biomateriais

poliméricos.
Tratamento

Hidrogel

Filme
Polimérico

Espuma

Hidrocoléide

Membrana

Composigéo

Dextran, acido hialurénico e
sanguinarina incorporado
em microesferas de gelatina

Gelatina e Alginato

Fibroina de Seda

Carboximetilquitosana

/plantamajosideo

Alginato de sédio e PVA
incorporados com Aloe vera

e vitamina E

Quitosana, alginato de

sédio e carbopol
incorporados com
Mupirocina

Espuma de Silicone com

prata

Poliuretano

Poli(estireno-b-isopreno-b-
estireno) (SIS), poliisopreno
(PIB), resina de petréleo
(C5) e carboximetilcelulole

de sédio (CMC)

Quitosana e fibroina de
seda reticuladas com

alginato dialdeido

Celulose Bacteriana
Acetobacter sp.

Nanocompdsito de celulose
incorporado com curcumina

Celulose vegetal de pinus

Latex de borracha natural e
Sulfadiazina de prata

Descricao das Propriedades Terapéuticas

Alta porosidade, com capacidade de
intumescer; favoreceu a proliferacdo de
fibroblastos; promoveu a liberacdo de
sanguinarina; inibiu o crescimento de S. aureus
e E. coli; foi capaz de agir na reepitelizagéo da
matriz extracelular.

Biocompativel com capacidade de absorver os
exsudatos da ferida.

Fornece ambiente imido, que é propicio para a
cicatrizacdo de feridas; aumenta a adeséo e a
migracao celular.

Promoveu a cicatrizacdo, acelerando a
angiogénese e a deposicdo de colageno,
reduzindo a resposta inflamatdria.

Resisténcia mecanica e flexibilidade adequado
para curativo, com capacidade de liberagcéo por
mais de 12h dos biocompostos que podem
auxiliar no processo de cicatrizagéo.

Acelerou a regeneragdo da camada epidérmica
e favoreceu a angiogénese; também
apresentou atividade antimicrobiana contra E.
coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Eficaz no tratamento de queimaduras,
demonstrou diminuicdo da dor e menor custo
associado ao tratamento.

Proporcionou alivio da dor e conforto; foi capaz
de absorver até 100% da cobertura; mostrou
permeabilidade ao gés e facil remocéo.

Investigou a origem da perda de adesdo de
curativos  hidrocoloides e promoveu a
concepgdo de um curativo com controle de
umidade e autoadesivo sustentado.

Promoveu a adesdo e a proliferagdo celular,
sendo um candidato promissor para aplicagédo
em cicatrizagéo de queimaduras.

Induziu a aceleragdo da cicatrizacdo de
queimaduras de 2° grau, incluindo regeneragao
tecidual e angiogénese.

Biocompativel, com adesdo e proliferacao
celular; promoveu a reepitelizacdo e a
vascularizacdo no leito da ferida, melhorando
significativamente a cicatriza¢@o; mostrou efeito
antibacteriano.

Apresentou  eficacia no tratamento de
queimaduras de 3° grau.
Apresentou hemocompatibilidade e

citocompatibilidade; foi capaz de inibir o
crescimento de Candida albicans e parapsilosis;
baixo custo.

Referéncia

Zhu et al.,
2018

Stubbe et al.,
2019

Guan et al.,
2020

Yuetal.,
2022

Pereira et al.,
2014

Okur et al.,
2019

Silverstein et
al., 2011

Smirnov et
al., 2013

Kong et al.,
2020

Guetal.,
2013

Kwak et al.,
2015

Sajjad et al.,
2020

Takejima et
al., 2021

Tanaka et
al., 2021

Esses estudos fornecem uma perspectiva valiosa sobre o potencial terapéutico desses

biomateriais na regeneracdo de tecidos e na melhoria do processo de cicatrizacdo de feridas

advindas de queimaduras. Em uma revisao realizada por Tiwari et al. (2023), é revelado que,

embora existam diversos estudos envolvendo biomateriais poliméricos, ainda ndo ha nenhum

curativo disponivel comercialmente para cobertura de feridas (wound dressing) que possa ser
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aplicado de maneira eficiente e eficaz, sem altos custos associados e com propriedades bioativas
de interesse. Isso evidencia uma crescente necessidade de pesquisas adicionais nessa area,
destacando a importancia de desenvolver tais materiais para atender as demandas clinicas e

promover uma cicatrizacdo mais eficiente.

2.4 Poli(L-co-D,L-Acido Lactico) (PLDLA)

O poli(L-co-D,L-4cido lactico) (PLDLA), é um poliéster alifatico, biocompativel,
biodegradavel, bioabsorvivel e com boas propriedades mecéanicas, o qual possui uma grande
aplicabilidade na formulagéo de biomateriais (Leal et al., 2019; Motta; Duek, 2008). O mesmo
é derivado do poli(acido lactico) (PLA), um polimero semicristalino biodegradavel obtido a
partir de recursos de fontes renovaveis, como o amido de milho e a cana de actcar (Cheng et
al., 2019).

O PLA ¢é um polimero quiral e possui dois enantidmeros, sendo eles o (L-acido lactico)
e (D,L-4cido lactico). A polimerizacdo racémica destes enantibmeros déo origem a distintos
copolimeros, o poli(L-acido lactico) (PLLA) e o proprio PLDLA, o qual a sua estrutura quimica
é exibida na Figura 3. Estudos realizados por Motta e Duek (2007), demonstraram a sintese
satisfatoria do PLDLA por meio da reacdo de abertura de anel, utilizando como catalisador o
octanoato de estanho. Ao contréario do PLLA, que é um polimero semicristalino, o PLDLA na
proporcdo 70/30 é amorfo e exibe maior flexibilidade estrutural (Frone et al., 2022). Além
disso, o0s subprodutos resultantes da degradacdo do PLDLA ndo induzem respostas
inflamatdrias no organismo, ao contrario dos subprodutos cristalinos derivados do processo de
degradacédo do PLLA (Leal et al., 2019).

HC™  H Hi¢”  H 2

Figura 3. Estrutura quimica do copolimero PLDLA (elaborado no ChemSketch).

A utilizacdo do copolimero PLDLA como biomaterial tem sido amplamente explorado
na literatura cientifica. Méas et al. (2016) destacam que o PLDLA demonstrou resultados

promissores como suporte para procedimentos de substituicdo 0ssea, onde 0s arcaboucos
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lixiviados de PLDLA (70/30) se mostraram biocompativeis e capazes de apoiar e estimular o
crescimento e migracdo de células similares a osteoblastos. A associacdo de PLDLA com
nanoparticulas de titanato de bario (BNTPs), conforme evidenciado por Kemppi et al. (2021),
fez com que o PLDLA resultasse em um material com estrutura porosa 3D, ideal para migracédo
celular e promissor para futuras aplicagbes na engenharia tecidual devido a sua
biocompatibilidade. Por sua vez, Surrao, Waldman e Amsden (2012) demostraram que a técnica
de eletrofiacdo € capaz de produzir membranas com estrutura fibrosa de PLDLA, favorecendo
a deposicdo da matriz extracelular (MEC) de fibroblastos semeados sobre sua superficie,
proporcionando uma estrutura biomimética para a engenharia de tecidos ligamentares. Além
disso, a caracterizagdo e a avaliacdo in vitro de fibras eletrofiadas de PLDLA realizadas por
Leal et al., (2019) corroboram com os achados de Surrao et al. (2012), indicando que essa
técnica possibilita a obtencdo de fibras alinhadas de PLDLA. Essas fibras podem ser utilizadas
na engenharia tecidual para dar suporte a regeneracdo de enxertos vasculares, regeneracao
nervosa e a producao de curativos para feridas.

Apesar de inimeros estudos associando o uso de PLDLA na formulacédo de dispositivos
médicos, ha uma lacuna significativa de pesquisa relacionada a sua aplicacdo em curativos
dérmicos. Considerado um polimero amorfo, o PLDLA (70/30) apresenta uma temperatura de
transicdo vitrea (Tg) em aproximadamente 58 °C, conforme destacado por estudos conduzidos
por Messias et al. (2014). Essa caracteristica esta diretamente associada a sua rigidez, o que
dificulta a sua aplicacdo sobre o tecido lesionado. Nesse contexto, Motta e Duek (2014)
aprimoraram a flexibilidade e a tenacidade do PLDLA ao sintetizd-lo com um elastbmero
alifatico, o carbonato de trimetileno (TMC), resultando na obtencdo de um terpolimero
conhecido como PLDLA-TMC. Komatsu et al. (2019) por sua vez, demonstraram que o TMC
incorporado no terpolimero composto por PLDLA-TMC, favoreceu sua aplicacdo em curativos
dérmicos. Esta abordagem demonstrou ser uma estratégia promissora para superar as limitacdes
iniciais do PLDLA e melhorar sua adequacdo como biomaterial em aplicac@es clinicas, como

curativos para tratamento de queimaduras.

2.5 Latex de borracha natural (BN)

O latex de borracha natural (BN), consiste em um biopolimero elastomérico flexivel,
extraido da seringueira Hevea brasiliensis, que por sua vez é uma arvore nativa da bacia
amazonica. A BN é formada por um sistema coloidal, composto por aproximadamente 50% de

agua, 30 a 45% de moléculas de poli(cis-1,4-isopreno), que sdo cobertas por 4 a 5% de outros
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constituintes, como proteinas, lipidios e carboidratos, conforme ilustra a Figura 4 (Paiva et al.,
2022). Segundo levantamentos de Guerra et al. (2021), a as particulas de BN s&o compostas
principalmente por proteinas Hev bl e Hev b3, entretanto, a haveina, uma proteina soltvel em
agua, anidnica e com alto teor de enxofre, que pode desencadear reacdes alérgicas em pacientes
susceptiveis. Com isso, técnicas de desproteinizacdo associadas a centrifugacdo, aditivos
quimicos, lixiviacdo, cloracdo, enzimaticos, entre outros, vem sendo estudadas e empregadas

para eliminacdo das proteinas (Suksaeree et al., 2023; Moolsin et al., 2021).

Proteinas

Borracha Natural
poli(cis-1,4-isopreno)

HLC H
J; 3 \C—C/ 1
CHZ/ \CHZ =

Fosfolipideos

Figura 4. Sistema coloidal de particula de BN e estrutura quimica do poli(cis-1,4-isopreno)
(Adaptado de Floriano et al., 2018).

Levantamentos realizados na base de dados Web of Science (2024) mostram que o
namero de publicacBes relacionadas a aplicacdo de BN no desenvolvimento de novos
biomateriais para aplicagdes biomédicas vem crescendo expressivamente ao longo dos anos
(Figura 5). As consultas foram realizadas por meio do uso de palavras-chave (“natural rubber”,
“Hevea brasiliensis”, “biomedical application”, “biomaterial”, “wound dressing”),
associadas com operadores de pesquisa (AND e OR) em periodo estimado de janeiro de 2010
até dezembro de 2023. Sua aplicacdo na area biomédica se deve a sua bioatividade, pois além
de ser biocompativel, a BN é capaz de formar matriz extracelular, promover a angiogénese,
osteogénese, atuando de forma eficiente na regeneragdo e cicatrizacdo tecidual, sem causar
rejeicdo ou formagdo de tecido fibroso (Guerra et al., 2021; Paiva et al., 2022). Também pode
atuar de forma eficiente e sustentada na liberagéo de diferentes compostos ativos (Tanaka et al.,
2021; Zancanela et al., 2019).
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Evolugdo das publicagGes sobre o latex de borracha natural (BN)

na drea biomédica

Nimero de publicacdes

5 I .
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Anos

Figura 5. Evolucdo anual do numero de publicacdes sobre BN para aplicacdes biomédicas de
acordo com o Web of Science. (llustracéo elaborado no Biorender).

Hevea brasiliensis (BN)

Dessa forma, estudos mostram que BN pode ser empregada no desenvolvimento de uma
ampla gama de dispositivos médicos, tais como adesivo transdérmico carregado com
cetoprofeno para tratamento de tendinite (Floriano et al., 2018), membrana incorporada com
colageno para tratamento de defeitos dsseos da tibia (Paiva et al., 2022), membrana para atuar
como barreira fisica e auxiliar no reparo de feridas de &reas doadoras de palato (Spin et al.,
2021), membrana revestida com fosfato de célcio para aplicacdo em regeneragdo 6ssea guiada
(Borges et al., 2015), composito com hidroxiapatita para aplicacdo 6ssea (Dick; Santos, 2017),
scaffolds de PLA impressos em 3D e revestido com latex de BN para aplicacdo biomédica
(Marcatto et al., 2022), biocompdsito para favorecer a proliferacdo e a diferenciacdo
condrogénica de células tronco mesenquimais humanas (Kinoshita et al., 2019), entre outros.

Por ser um material com inerentes propriedades bioativas, altamente flexivel e macio,
alguns estudos apontam o uso de BN, no desenvolvimento de curativos dérmicos,
principalmente como uso terapéutico nos cuidados com queimaduras. Tanaka et al. (2021),
desenvolveram um curativo acessivel, no qual combinaram as propriedades cicatrizantes de BN
com a atividade antifungica de sulfadiazina de prata para o tratamento de queimaduras
infectadas por Candida spp. A mistura entre BN e prépolis resultou, de acordo com Silva et al.
(2014), em uma membrana altamente flexivel, transllcida, ndo adesiva e com efeitos inibitorios
contra C. albicans, com potencial como curativo no tratamento de queimaduras. Visando a
liberacdo sustentada e os efeitos antimicrobianos contra C. albicans, Zancanela et al. (2019),

comparou a incorporacdo de diferentes tipos de propolis em membrana de BN. Enquanto
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manteve a sua biocompatibilidade com células fibroblasticas, a adi¢do de prépolis ndo afetou
as propriedades mecénicas de BN, tornando-a interessante para o desenvolvimento de curativos
eficazes na cicatrizacédo de feridas. Do mesmo modo, Krupp et al. (2019) avaliaram os efeitos
da membrana de BN associada a extrato aquoso de propolis, na cicatrizacdo de feridas de
segundo grau, o qual acelerou o processo de cicatrizacdo e reparo tecidual, sem a necessidade
de trocas recorrentes.

Por ser um material versatil na obtencéo de biomateriais, a BN pode ser processada por
meio de diferentes técnicas. Andrade et al. (2023) apontam as estimativas das principais
técnicas de processamento da BN para aplicagdes biomédicas, as quais envolvem a obtencéo
de membranas por casting (46%), eletrofiacdo (11%), spray e revestimento por imersao (9%),
entre outros (34%). Essa variedade de técnicas destaca a adaptabilidade da BN na formulacao

de biomateriais com propriedades especificas para diversas aplicacGes biomédicas.

2.6 Processo de eletrofiacéo

A eletrofiacdo consiste em uma técnica multifacetada, simples, eficiente e de baixo
custo, 0 que a torna uma opcao atraente para a producdo de micro e nanofibras porosas que
podem ser utilizadas em uma ampla gama de aplicacdes, principalmente na area biomédica (Wu
et al., 2022). Por ser uma técnica versatil, a eletrofiacdo oferece diversas vantagens em relacao
as demais técnicas de processamento de polimeros (casting, fiacdo por sopro, automontagem,
entre outros) (Soares et al., 2018). Em termos de propriedades mecanicas, a eletrofiacdo permite
o controle preciso da morfologia e didametro das fibras, além do mais, a técnica produz fibras
altamente porosas com alta area superficial, o que é importante para a adesdo e proliferacéo
celular, como também, a liberacdo sustentada de farmacos. Ademais, a eletrofiacdo é
considerada uma técnica de alta eficiéncia, pois é relativamente simples, de baixo custo e sua
versatilidade permite o processamento de uma ampla variedade de polimeros, incluindo
polimeros naturais e sintéticos (Chagas et al., 2021). A possibilidade de obtencdo de materiais
biocompativeis e biodegradaveis que possam ser utilizados em aplicacdes biomédicas, tambem
é uma realidade que o processo de eletrofiacdo permite atingir (Ding et al., 2019; Wilk; Benko,
2021).

O equipamento de eletrofiacdo convencional é comumente simples, conforme mostra a
Figura 6. Basicamente é equipado por um sistema de alimentacdo que contém uma fieira
(agulha) e seringa sobreposta a uma bomba de infuséo, fonte de alta voltagem e um coletor

plano ou rotativo (Doostmohammadi; Forootanfar; Ramakrishna, 2020). O sistema de
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alimentacdo é responsavel por impulsionar a bomba de infusdo a qual est4 acoplada a seringa
contendo a solugdo polimérica. A presenca de um campo elétrico, gerado pela fonte de alta
tensdo conectado a ponta da fieira e ao coletor aterrado, faz com que ocorra uma diferenca de
potencial, criando um ambiente propicio para a formacdo de uma gota instavel em formato de
cone (cone de Taylor). Essa tensdo faz com que a solucéo polimérica eletricamente carregada,
seja impulsionada do cone de Taylor em direcéo ao coletor com polaridade oposta. O solvente
¢ entdo rapidamente volatilizado e as fibras sé@o depositadas no coletor, formando o material de
interesse (Angel et al., 2022; Wu et al., 2022).

Fonte de Alta Tensdo
N
| I
: ‘ |
Solugdo | | |
Paolimérica I| || \ |
fv .
\ | { 1
U JJ / /\
g !
Bomba de Infusdo ‘!
Cone de
Taylor
N 'Qf?‘@;ﬂf

Figura 6. llustracdo esquematica do equipamento de eletrofiacdo (Elaborado no Biorender).

Embora a técnica de eletrofiacdo seja simples, alguns parametros operacionais devem
ser considerados, pois podem afetar de forma significativa as fibras resultantes. Tais
parametros sdo subdivididos em trés formas distintas, sendo eles os parametros de solucéo, de
processamento e ambiental. Os pardmetros de solucdo estdo relacionados a viscosidade,
concentracdo e massa molecular do polimero, condutividade e tensdo superficial. Ja os
parametros de processamento envolvem a tensdo aplicada, distancia entre o bico e o coletor,
taxa de alimentacdo/fluxo e tipo de coletor, enquanto os parametros ambientais envolvem a
umidade e temperatura presente no ambiente. Tais parametros podem influenciar de forma
significativa o diametro, a morfologia, e as propriedades mecanicas das nanofibras eletrofiadas.
Devido a isso, 0 processo de eletrofiacdo geralmente é realizado em local fechado, climatizado
e eletricamente isolado (Ding et al., 2019; Partheniadis et al., 2020).
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Contudo, diferentes configuragOes de eletrofiagdo podem ser empregadas para produzir
membranas com fibras morfologicamente aleatdrias e com distintas propriedades. Montoya e
colaboradores (2021) relatam em seus estudos, que além da eletrofiacdo convencional
(responsavel pela obtencdo de scaffolds homogéneos), a eletrofiacdo sequencial e a co-
eletrofiagdo permitem a obtencgéo de estruturas com configuracdo camada/camada sobreposta
ou mista, formada por diferentes tipos de polimeros. Nestas situagdes especificas, as solu¢des
poliméricas sdo eletrofiadas separadamente, no caso da co-eletrofiacdo, 0 processamento ocorre
simultaneamente, conforme empregado neste estudo. Estas configurac@es permitem a obtencgédo
de membranas com dois tipos diferentes de fibras e propriedades mecéanicas unicas, resultando
da somatdria de cada polimero individual (Sensini et al., 2021).

Devido a versatilidade e a capacidade de mimetizar a MEC, os dispositivos eletrofiados
podem ser empregados em uma ampla gama de aplicacdes biomédicas, como na engenharia de
tecidos 6sseos (Al-Baadani et al., 2021), de cartilagem (Yilmaz; Zeugolis, 2020), tendGes e
ligamentos (Sensini et al., 2021), cardiovascular (Montoya et al., 2021), administracdo de
medicamentos (Bhaiya; Kanugo, 2023) e no desenvolvimento de curativos dérmicos (Wang et
al., 2020).

As membranas eletrofiadas tém potencial para serem utilizadas como curativos devido
a sua capacidade de absorver 0s exsudatos, a0 mesmo tempo em que mantém o ferimento
hidratado, permitindo um eficiente troca gasosa entre a lesdo e o ambiente (Gruppuso et al.,
2021). Além disso, as membranas fibrosas podem ser carregadas com uma variedade de
farmacos por meio da mistura direta com o polimero, revestimento da superficie ou
encapsulamento. Essa capacidade de carga permite uma liberacdo sustentada de compostos
farmacoldgicos com propriedades antimicrobianas, antifingicas e que auxiliam no processo de
reparo tecidual (Doostmohammadi; Forootanfar; Ramakrishna, 2020; Chen et al., 2020).

Diversos estudos apontam a técnica de eletrofiacdo, tanto com polimeros sintéticos,
naturais ou a mistura de ambos, para o desenvolvimento de curativos com uso terapéutico no
tratamento de diferentes ferimentos dérmicos, incluindo queimaduras. Estudos consolidados
também indicam o uso das nanofibras para entrega direcionada e sustentada de diversos

farmacos (natural/sintético) para essa finalidade, conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Estudos
dérmicas.

sobre nanofibras eletrofiadas para aplicacdo no tratamento de lesdes

Tipo de

Matriz Fibrosa = Agente Ativo Propriedades Resultantes Referéncia
Producéo
- Blenda e Biocompativel, com atividade .
QGU'(;?;;T,:‘/ eletrofiacao E)ét;?]tglge antibacteriana e capacidade de liberacéo Ahm;glzft el
convencional sustentada para prevenir infeccoes.
Eletrofiacéo Preveniu a fotodegradag&o da curcumina Chaaas et al
PLA/BN de duas Curcumina e mostrou forte atividade antibacteriana 92021 "
camadas contra S. aureus.
Exibiu resisténcia mecanica,
hidrofilicidade, liberacdo sustentada por
. Blenda e - o : ;
Policaprolactona/ " Oxido de 48h, atividade antibacteriana contra Karuppannan
; eletrofiacao p : .
Gelatina convencional cobre patégenos de ferida e apoiou o et al., 2021
crescimento de células fibroblasticas,
adequado para o tratamento de feridas
Colageno o OIe‘o . . .
Hidrolisado/ Eletrofiacéo essencial de  Curativo biocompativel, com Rapa et al.,
. coaxial erva-cidreira  propriedades antimicrobianas. 2021
Quitosana
e endro
Acido Hialurénico/ Eletrofiacdo Oxido de Curativo para queimaduras, com acdo Hadisi et al.,
Fibroina de Seda coaxial Zinco antibacteriana contra E. coli e S. aureus. 2020
_ . L Mouro;
PLLA/Poli(etileno)/ Eletrofiacéo Hypericum Curativo com efeltc_J |n|b|tor~|o cc_)ntr'als. Gomes:
. camada por aureus e P. aeruginosa, ndo citotoxico .
Quitosana perfurantel L. . ) e Gouveia,
camada para células fibroblasticas humanas. 2020
POI,'("?‘C'dO _Iap(_:o- Eletrofiacéo P Curativo biodegradavel para o tratamento  Stojko et al.,
co-acido glicdlico) . Propolis .
convencional de queimaduras. 2020
(PLGA)
Blenda e Caulim e - Azarian;
BN eletrofiagao amido de Aumento da viabilidade celular, Boochathum;
Cloroacetato/PVA convencional milho biocompativel e biodegradavel. Kongsema,
2019
Eletrofiada . ivel idad
Fibroina de seda/ camada por B|0ﬁ10r2$3t|\ée, co_rr:j d AR Miauel |
Poli(caprolactona)/ camada Timol molhabilidade e propriedades mecanicas iguel et al.,
P A, A x adequadas para 0 processo de 2019
Acido Hialurénico  assimetricam R
cicatrizacao.
ente
Efeito antibacteriano contra S. aureus e
s Blenda e Ibuprofenoe  P. aeruginosa, com propriedades .
Poli(alcool letrofiaca A foloai ars ioloai Sequeira et
vinflico)/Lisina eletrofiagéo Oleo de morfolégicas, mecanicas e _blo dgicas al. 2019
convencional Lavanda adequadas para melhorar a cicatrizacéo N
de feridas.
Blenda e Excelente biocompatibilidade, permite a
. - = p Gu et al.,
Gelatina/PLLA eletrofiacao - evaporacdo de agua e drenagem de 2009

convencional

fluidos.

2.6.1 Processo de co-eletrofiacéo

Apesar de sua versatilidade, o método tradicional de eletrofiacdo permite apenas a
producdo de membranas fibrosas homogéneas, cujas propriedades muitas vezes restringem sua
aplicabilidade no campo biomédico (Xing et al., 2023). No entanto, essa técnica pode ser
aprimorada e adaptada em diversas configuracdes, permitindo a eletrofiacdo versatil de
materiais multiplos e distintos. Isso, por sua vez, amplia o potencial para o desenvolvimento de
uma ampla gama de biomateriais com propriedades heterogéneas aprimoradas. Nesse contexto,

a co-eletrofiagdo, também conhecida como eletrofiacdo biaxial emerge como uma técnica
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derivada da eletrofiacéo tradicional (uniaxial), sendo inovadora e promissora para a producao
de novos materiais (Montoya et al., 2021; Yang et al., 2022).

A co-eletrofiacdo tem recebido crescente atencdo nos ultimos anos. A técnica consiste
na deposicdo simultanea de duas solucdes poliméricas distintas, como polimeros naturais e
sintéticos, através de bicos adjacentes em um Unico coletor, seja ele composto por placa ou
tambor rotativo. Esse método resulta na formacdo de fibras hibridas e distintas, com
configuracdo em camadas ou entrelacadas, altamente porosas e com propriedades morfologicas
e mecanicas controladas (Montoya et al., 2021). Além disso, a técnica resolve problemas
relacionados a incompatibilidade de solventes, uma vez que cada solucdo polimérica é
eletrofiada separadamente (Hivechi et al., 2020; Yang et al., 2021). Contudo, as pesquisas
envolvendo esse tipo de processo enfatizam a selecdo adequada dos materiais empregados na

obtencdo da membrana fibrosa. O processo de co-eletrofiacdo € ilustrado na Figura 7.

Solugao Polimérica A

f!

T

Solucao Polimérica B

Figura 7. Técnica ilustrativa do processo de co-eletrofiacdo (Elaborado no Biorender).

As estruturas fibrosas obtidas pela técnica de co-eletrofiacdo podem ser utilizadas no
desenvolvimento de novos biomateriais para diversas aplicagdes na area biomédica. Estruturas
fibrosas co-eletrofiadas tém sido investigadas em diversas areas, incluindo engenharia de
tecidos (Voniatis et al., 2020), enxertos vasculares (Montoya et al., 2021), tecido 6sseo (Luo et
al., 2021), tecidos biomiméticos (llIner et al., 2019), substitutos de pele (Zarekhalili et al.,
2017), curativos com liberacdo de compostos ativos (Shahverdi et al., 2022), curativos
antimicrobianos (Mohseni et al., 2016) e curativos para feridas em geral (Ranjbar-Mohammadi
et al., 2022; Hivechi et al., 2020). A Tabela 4 apresenta alguns estudos relevantes que utilizam
a técnica de co-eletrofiacdo ou eletrofiacdo biaxial para a obtencdo de estruturas fibrosas

destinadas a aplicacdo como curativos no tratamento de lesGes dérmicas.
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Tabela 4. Estudos sobre nanofibras co-eletrofiadas para aplicagdo como curativos para
tratamento de lesdes dérmicas.

Matriz Fibrosa Agente Ativo Propriedades Resultantes Referéncia
P:eﬁ;g?]?;adge Material biocompativel, com melhora na hidrofilicidade e com Yekrang;
Lepidium atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e Yousefi

perfoliatum/PCL gram-negativas. (2023)

As membranas apresentaram um sistema promissor de

PLA/poli(vinilpirrolid Quercetina administracdo de medicamentos para o tratamento de Di Cristo et
ona) ; o : e al., (2023)
infecgOes de feridas diabéticas.
Quitosana-PVA/ CeAlOse Mat_erlal blocqmpatlyel, com boa_resstepqa a tra«_;ao e Shahverdi et
4 : capacidade de liberacdo de cefalexina. Exibiu propriedades
poli(e-caprolactona) Cefalexina . . ; al. (2022)
antibacterianas contra S. aureus e E. coli.
Extrat’o de Material biocompativel, com boa resisténcia mecanica e
café e L S . . S Doostan et al.
PVA/PCL atividade antioxidante. Material com potencial para aplicagao
Calendula A . (2022)
L na cicatrizacéo de feridas.
officinalis
Colageno/ Alginato Rhodotorula Nanofibras biocompativeis e atoxicas, com capacidade de Ashraf et al.
9 9 mucilaginosa crescimento e proliferagéo celular. (2022)
N . . Ranjbar-
Queratina-PVA/PCL Altalhldrofll_ludade com boa a_desao celula—estru;ura, além de Mohammadi
exibir propriedades antibacterianas contra E. coli e S. aureus.
et al. (2022)
Avaliacdes in vitro mostraram que as nanofibras eram
" hemocompativeis, citocompativeis e evitavam a penetragéo ;
PCL/PVAI/colageno Momordl_ca bacteriana através do curativo. Estudos in vivo mostraram que el Clal,
charantia S 5 (2021)
a aplicacao das nanofibras melhorou o processo de
cicatrizacdo e fechamento da ferida.
PCL/gelatina Material biocompativel com boas propriedades mecéanicas e . .
o : L . Hivechi et al.
(nanocristais de - capacidade de promover a cicatrizagao em feridas em (2020)
celulose) camundongos.
. Material biocompativel e biodegradavel, com resisténcia
Fator derivado A d d lizad : ibi .
PVA/PVC de células mecénica adequada para ser utilizada como curativo. Exibiu Augustine et
capacidade de absorcao de exsudatos e liberagdo sustentada, al. (2020)

Sl com propriedade de proliferagéo e migracao celular.

Segundo levantamentos de Yang et al., (2021), apesar dos estudos existentes, ha uma
lacuna significativa na literatura referente ao uso de membranas fibrosas produzidas pela
técnica de co-eletrofiacdo especificamente para aplicacdo em hemostasia e cicatrizagdo de
feridas. Este campo de pesquisa ainda carece de uma investigagdo mais aprofundada,
especialmente quando consideramos a incorporacdo de compostos bioativos que possam
potencializar esses efeitos. Dada a relevancia clinica e as potenciais aplicacdes terapéuticas
desses materiais em casos de queimaduras e outros tipos de lesdes cutaneas, € crucial explorar
essa abordagem para desenvolver solu¢des mais eficazes e inovadoras para o tratamento de

feridas.

2.7 Oleo de copaiba (OC)

O oOleo de copaiba (OC) pertencente a familia Leguminosae, subfamilia

Caesalpiniaceae, € um produto natural obtido da resina produzida por varias espécies do género
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Copaifera, arvore encontrada principalmente na regido amazonica e em algumas areas da
América Latina. O OC ¢ obtido a partir da resina coletada do tronco da arvore, geralmente por
meio de incisdes na casca da Copaifera (Becker et al., 2020). Essas incisdes permitem que a
resina seja vertida e coletada em recipientes apropriados, o qual sdo submetidas a um processo
de separacdo e purificacdo para a obtencédo do 6leo (Morelli et al., 2015; Santiago et al., 2015).

O género Copaifera inclui setenta e duas espécies de arvores, das quais mais de vinte
sdo registradas no territorio brasileiro. Algumas das principais espécies sdo Copaifera
officinallis L., C. reticulata Ducke, C. langsdorffii Desf., C. multijuga Hayne, C. cearensis
Huber ex Ducke, C. confertiflora Bth. e C. guianensis (Leandro et al., 2012; Tobouti et al.,
2017). O OC é conhecido pela sua atividade bioldgica, que Ihe confere propriedades medicinais
que se destacam pelos seus efeitos anti-inflamatérios, analgésicos, antibacterianos,
antifangicos, cicatrizantes, entre outros (Debone et al., 2019; Norcino et al., 2020). Entretanto,
as suas atividades bioldgicas, como os efeitos antimicrobianos, podem variar conforme a

espécie e regido de origem, conforme mostra a Figura 8.

E. coli S.aureus A. actinomycetemcomitans

P. aeruginosa S. choleraesuis A, naeslundii

S. aureus S. epidermidis

S. aureus p L. casei
. mitis

S. mitis = Mikans L. monocytogenes

S. salivarius S.mutans , )

. aeruginosa

S. mutans S. pyogenes S. pyogenes g
S. oralis E. faecalis S. salivarius P. Gingivalis
S. sanguinis Paenibacillus spp S. sanguinis P. nigrescens

C. multijuga C]

A. flavus . ; y
C. albicans C. albicans o
A. niger T. mentagrophytes G parup.sdosrs
A. tamarii T. rubrum C. krusei
A. terreus M. canis T. rubrum
M. gypseum

C. guilliermondii
C. parapsilosis
C. tropicallis

Figura 8. Efeitos antimicrobianos de diferentes espécies de Copaifera (Tobouti et al., 2017).

De acordo com a literatura, 0 OC apresenta propriedades terapéuticas atribuidas
principalmente aos seus constituintes quimicos, sendo os sesquiterpenos e diterpenos volateis
0s principais responsaveis por tais efeitos. De acordo com Tobouti et al. (2017),

aproximadamente 80% da composic¢do do OC é composta por sesquiterpenos, destacando-se o
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B-cariofileno, a-humuleno e a-copaeno, conforme ilustra a Figura 9. Além disso, cerca de 20%
da composicdo do OC esta relacionada a presencga de diterpenos, como &cido copélico. A
presenca desses constituintes ativos contribui para a eficacia do OC no processo de regeneracao

tecidual e alivio dos sintomas associados a lesdes cutaneas.

[-cariofileno a-humuleno

Figura 9. Estrutura quimica dos principais sesquiterpenos e diterpenos presente no OC
(Adaptado de Leandro et al., 2012).

A aplicacdo do OC no tratamento de lesdes dérmicas tem despertado interesse em
virtude de suas propriedades medicinais. Em particular, as suas propriedades antimicrobianas
tém sido destacadas, contribuindo para a inibi¢do do crescimento de bactérias S. aureus e P.
aeruginosa, que sdo prevalentes na pele e representam uma ameaca para a satde publica devido
as infeccgdes e a formacao de biofilme. Estudos conduzidos por Pinto et al. (2023) demonstraram
resultados promissores ao desenvolver nanocapsulas carregadas com OC, incorporadas em
filmes de quitosana para o tratamento de doencas de pele associadas a infec¢do bacteriana.
Além disso, pesquisas realizadas por Dias et al. (2021) revelaram que o tratamento com 10%
de OC favorece o processo de cicatrizacdo de feridas na pele. Debone et al. (2019),
desenvolveram um estudo no qual filmes de quitosana foram formulados contendo 1% (m/m)
de OC. Os resultados demonstraram que esses filmes apresentaram propriedades adequadas
para 0 manuseio de fluidos, o que os torna promissores para aplicagdo como curativos,

principalmente para casos de queimaduras. Por outro lado, estudos conduzidos por Becker et
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al. (2020) indicam que a formulagdo topica contendo 3% de OC é eficaz no alivio da dor
inflamatoria associada a queimaduras solares. Essas investigacGes sugerem que o OC pode
desempenhar um efeito benéfico no tratamento e cicatrizacdo de queimaduras devido as suas

propriedades intrinsecas.

3 ANALISE EXPERIMENTAL

Este capitulo aborda os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho, incluindo os
materiais, o0 planejamento experimental, os métodos empregados e 0 conjunto de
caracterizacOes dos experimentos realizados que levaram a escolha da composi¢do do material
eletrofiado.

3.1 Planejamento experimental

A Figura 10 apresenta o fluxograma do desenvolvimento do projeto. Assim, apos a
obtencdo dos materiais utilizados neste estudo, o PLDLA e a BN purificada foram submetidos
a duas fases de processamento distintas. A primeira fase, denominada Etapa 1, envolveu a
eletrofiacdo dos materiais individuais, bem como a co-eletrofiagdo do PLDLA com diferentes
concentracgdes (1,5%, 2,0% e 2,5%) de BN (PLDLA + BN). Esta etapa desempenhou um papel
crucial, uma vez que, por meio das analises realizadas, foi possivel determinar a proporcao ideal
de PLDLA e BN eletrofiada para ser utilizada na préxima etapa do projeto. Na segunda fase,
denominada Etapa 2, foram investigados os efeitos da incorporacdo direta de OC no material
eletrofiado (PLDLA/BN+CO) obtido na Etapa 1.



41

’ Sintese de PLDLA Purificagdo de BN

l
Co-eletrofiagao PLDLA + BN

ETAPA 1 ’ ETAPA 2

Co-Eletrofiagao

PLDLA/BN
PLDLA +1,5% BN

PLDLA + 1,5% BN
PLDLA +2,0% BN

e
Co-eletrofiagao PLDLA + 2.5% BN l

Eletrofiagdo

PLDLA/BN
incorporado com
0, 25, 50, e 75% de OC

Caracterizagdo l

Caracterizagdo

|

FTIR
MEV FTIR
TG/DSC Ensaio de Intumescimento
Ensaio Mecanico de Tragdo Potencial Zeta
Angulo de Contato Perfil de Liberagdo
Potencial Zeta Antibiograma
Adesividade Ensaio de Cristal Violeta
Andlise Bioldgica | Formagdo de Biofilme por MEV

Figura 10. Fluxograma representativo das etapas do projeto.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese de PLDLA 70/30

O PLDLA foi sintetizado atraves da metodologia descrita na literatura por Motta e Duek
(2007), na qual se empregou a copolimerizagdo por abertura de anel dos mondmeros L-cido
latico e D,L-acido lactico na propor¢do 70/30, respectivamente. A relacdo entre
mondmero/catalisador empregado neste trabalho foi de aproximadamente 5000:1, para a
formacdo de PLDLA de alta massa molar (Mw = 383.000 g/mol). Dessa forma, foram
adicionados dentro de uma ampola de vidro, as massas pré-determinadas dos monémeros L-
acido lactico (114,13 g/mol) e D,L-acido lactico (144,13 g/mol) (140 e 60 g, respectivamente)
obtidos da Corbion Purac, juntamente com 62 puL do catalisador [Sn(Oct)2] (95%) adquirido

pela Sigma Aldrich. Posteriormente, a ampola foi selada sob vacuo e imersa em banho de 6leo
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a 130°C e submetida a agitacdo constante por 72 horas. Em seguida, o sistema foi resfriado e o
PLDLA solubilizado em cloroférmio e precipitado em metanol, ambos solventes obtidos pela
Synth (Brasil). O material resultante do processo de precipitacdo foi seco em um dessecador e

em seguida em estufa a vacuo, a uma temperatura de 45°C por aproximadamente 8 horas.

3.2.2 Purificacéo da borracha natural

Inicialmente, a solucdo de BN, fornecida pela Fabrica de Artefatos de Latex Sdo Roque
Ltda/Brasil, foi neutralizada para um pH entre 7,0 e 7,8 por meio da adi¢do de HCI 0,5 mol/L
(Synth), de acordo com o procedimento descrito por Quevedo et al. (2023), uma vez que a BN
é fornecida em solucdo de hidroxido de aménia com pH em torno de 10 a 11. Em seguida, a
BN foi purificada através do processo de coagulacdo, no qual foi primeiramente solubilizado
em cloroférmio e em seguida precipitado em metanol (1:2), ambos obtidos pela Synth (Brasil).
Apds a precipitacdo, o material obtido foi submetido a secagem em temperatura ambiente. Tal

processo foi repetido, para garantir a total desproteinizacéo e purificacdo do material.

3.2.3 Preparo das membranas por co-eletrofiacao

Para a obtencdo das membranas co-eletrofiadas foi utilizado, conforme a Figura 11, um
sistema de equipamento da marca DBM Eletrotech, modelo EF 2B RT 0219. O equipamento é
composto basicamente por duas bombas de infusdo, uma fonte de alimentagéo de alta tenséo da
marca INERGIAE modelo API 50430 A com voltagem de entrada de 220 V e saida de 0-30

kV, corrente de 13 mA, poténcia de 400 W e um coletor rotativo.
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Figura 11. Sistema de eletrofiacdo utilizado para a producdo das membranas co-eletrofiadas.

Primeiramente, foram realizados testes preliminares para determinar os parametros
adequados de co-eletrofiacdo para a obtencdo das membranas. Desta forma, preparou-se
separadamente soluc6es contendo 10% de PLDLA e 1,5% 2,0 % e 2,5% de BN purificada, em
30 mL de cloroférmio, respectivamente. As solu¢cdes foram deixadas sob agitacdo constante
por 24 horas, para completa solubilizacdo e homogeneizagdo. Em seguida, as solugdes foram
colocadas separadamente em seringas de 10 mL e acopladas em bombas de infusdo que tinham
por funcdo, movimentar os émbolos das seringas. As seringas foram conectadas, por meio de
uma mangueira de silicone N 200 (3,0 x 5,0 mm) com aproximadamente 15 cm de comprimento
da marca Perfitécnica, a uma agulha metalica da marca BD de 0,7 mm de didmetro e 25 mm de
comprimento. A mangueira foi conectada a agulha através de um Manifold. As solucGes
poliméricas foram entdo submetidas ao processo de eletrofiacdo simultaneamente (co-
eletrofiagdo) sob parametros fixos de tenséo elétrica de 15,31 kV e vazéo de 0,1 mL/minuto.
As fibras co-eletrofiadas foram depositadas sobre um coletor rotativo, composto por um
cilindro giratério de aluminio (60 x 150 mm) acionado por um motor elétrico, com velocidade
de 99 rpm. A distancia das agulhas até o coletor foi de 13 cm. Dessa forma, a co-eletrofiacdo
de ambas as solucGes ocorreu simultaneamente através de movimentos de translacdo das
agulhas. Ao finalizar o volume da primeira solugdo em cada seringa, as mesmas foram entao

preenchidas novamente com as distintas solucdes e trocadas de posi¢cdo na bomba de infuséo e
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assim, submetidas novamente ao processo de co-eletrofiagdo, configurando uma nova
deposicéo das fibras na membrana fibrosa.

A sala no qual foi submetido o processo de co-eletrofiacdo teve a umidade controlada
em 60% e temperatura de 22 °C (£2°C). O processo foi repetido, para a obtencdo das demais
membranas contendo PLDLA com diferentes concentra¢fes de BN purificada. Foi preparado
também uma membrana contendo apenas PLDLA sem a presenca de BN purificada, para que
a mesma pudesse ser comparada com as demais membranas co-eletrofiadas apds as devidas
analise propostas neste trabalho. Todas as membranas co-eletrofiadas de PLDLA/BN obtidas
apresentaram caracteristicas macroscopicas semelhantes e dimens6es aproximadas, conforme

ilustrado na Figura 12.

Figura 12. Caracteristica macroscopica da membrana co-eletrofiada (PLDLA/BN).

3.2.4 Incorporacao do 6leo de copaiba

Inicialmente, foram preparadas solucdes contendo trés concentragdes de OC (25%, 50%
e 75%). As solucdes de OC foram preparadas por meio da mistura de alcool etilico (70%) e
Tween 20, na propor¢do de 1 mL para 100 pL, respectivamente. As diferentes concentracdes
de OC foram entdo adicionadas em toda a superficie da membrana fibrosa de PLDLA co-
eletrofiada com 1,5% de BN, conforme ilustrado na Figura 13. Em seguida, as membranas
fibrosas foram deixadas secar a temperatura ambiente por 48 horas e posteriormente submetidas

as andlises propostas nos capitulos subsequentes.



45

\ \ 25,50 e 75%
Oleo de Copaiba
(0C)

L J <
- 'g_; ] # ® 4
t . s S PLDLA/BN + OC
B o HIGRE b ——— Propriedade
= t t ® Antimicrobiana

Membrana co-eletrofiada
PLDLA +1,5% BN

Figura 13. Esquema ilustrativo da incorporacéo de diferentes concentracdes (25%, 50% e 75%)
de 6leo de copaiba (OC) na membrana co-eletrofiada (PLDLA + 1,5% BN) (Elaborado no
Biorender).

3.3 Caracterizacao
3.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A estrutura morfoldgica das amostras foi avaliada por meio de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) em equipamento JEOL, JSM-6010LA com parametro de tensdo em 3 kV.
As amostras foram previamente revestidas com ouro em sputter (Denton Vacuum). Os
didmetros das fibras foram medidos usando o software Image J. Os diametros de

aproximadamente 50 fibras foram medidos em diferentes amostras.

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise foi realizada em um espectrofotdmetro de modelo Spectrum 65 (Perkin
Elmer), em médulo de reflectancia total atenuada (ATR), com nimero de onda na faixa de 4000

a 600 cm™*, com resolucdo de 4 cm™ e 32 scans.

3.3.3 Termogravimetria (TG)

Para obtengdo das analises termogravimétricas, utilizou-se o equipamento Discovery
TGA 55 da marca TA Instruments com intervalo de temperatura de 25 a 500°C, sob atmosfera
dindmica de gas nitrogénio com fluxo de 40 mL/min, com taxa de aquecimento de 10°C/min.
Foram utilizados aproximadamente 8 mg de cada amostra que foram depositadas em cadinho

de platina para posterior analise.
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3.3.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise de DSC foi realizada em equipamento Discovery DSC 25 da 47 marca TA
Instruments, sob atmosfera dindmica de gas nitrogénio com vazao de 250 mL/min, com taxa de
aquecimento de 10°C/min. Para a analise, foi adotado uma massa padrdo de aproximadamente
6,0 mg para cada amostra, que foram depositadas em panela de aluminio e submetidas a um
aquecimento de 25°C até 150°C, seguida por uma isoterma de 1 minuto, com posterior
resfriamento até -80°C, com uma taxa de resfriamento de 10°C/min., isoterma de 1 minuto e

novamente submetida a aquecimento até 300°C com taxa de aquecimento de 10°C/min.

3.3.5 Ensaio mecanico de tracao

As propriedades mecanicas das membranas co-eletrofiadas foram analisadas através do
ensaio de tracdo, o qual foi possivel verificar a influéncia das diferentes concentracGes de BN
purificada na membrana eletrofiada de PLDLA. O ensaio foi realizado em triplicata, através da
utilizacdo da norma ASTM D882, no qual amostras retangulares (comprimento 55 mm, largura
de 5 mm e espessura média de 0,15 mm) foram testados em um equipamento de ensaio
mecanico Intron EMIC 23-30 com célula de carga de 500 N, distancia entre garras de 20 mm e
taxa de deslocamento de 5 mm/min até a falha de ruptura. O ensaio foi realizado em temperatura

ambiente (25°C), conforme estabelecido pela norma.

3.3.6 Angulo de contato

A hidrofilicidade/hidrofobicidade das amostras co-eletrofiadas foram medidas através
dos angulos de contato. Utilizando um gonidmetro Rammé-Hart 100-00 e o software
DROPimage Standard, cerca de 10 uL de agua deionizada (liquido polar) foi cuidadosamente
depositado na superficie do material. Uma série de imagens das goticulas foram tiradas
automaticamente. As medigdes foram realizadas em triplicata, e 0o angulo de contato foi

determinado a partir da média de dez valores obtidos das imagens de cada analise.

3.3.7 Ensaio de intumescimento

As amostras foram cortadas em pequenos pedacos de aproximadamente 2 cm?, pesadas
e imersas em 10 mL de solucéo tampéo de fosfato-salino (PBS) a 0,01 M e mantidas em banho

termostatico a uma temperatura de 37°C (x1°C). O ensaio foi realizado em triplicata. As
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amostras foram retiradas em intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos,
posteriormente foram pesadas de hora em hora até o tempo de 4 horas e depois a cada 24 h.
Antes da pesagem, as amostras foram suavemente secas com papel filtro para remover o
excesso de liquido na superficie. A porcentagem de Intumescimento (%) de cada amostra foi
calculada usando a Equagéo 1:

w2 -wi

) x 100 (1)

Intumescimento (%) = (

Onde W1 e W2 séo as massas das amostras antes e depois da imersdo em PBS, respectivamente.

3.3.8 Potencial zeta

As medicBes do potencial zeta foram realizadas em um analisador eletrocinético
(SUrPASS, Anton Paar). O potencial zeta de superficie foi determinado em funcéo do pH em
uma solucao eletrolitica de KCI 0,001 M variando o pH da solucéo por adi¢do de HCI 0,05 M
ou NaOH 0,05 M através da unidade de titulacdo automatica do instrumento. As medicdes
foram realizadas usando um porta amostra de superficie plana com gap ajustavel. Um par de
cada amostra com tamanho de 20 mm x 10 mm foi montado no porta amostra usando fita
adesiva dupla-face. A distancia entre as superficies da amostra foi ajustada para 100 um (10
um). Antes das medicdes, as amostras foram equilibradas em pH neutro com varias etapas de
enxague e, em seguida, o pH foi ajustado para 3, onde foi realizada uma varredura de pH com
variacdo de 0,5 por ciclo até atingir o pH 9. O pH e a condutividade do eletrélito foi monitorado
por meio de sondas de pH e condutividade, e todos os experimentos foram realizados em

temperatura ambiente.

3.3.9 Propriedades mucoadesivas

As propriedades mucoadesivas foram avaliadas utilizando um analisador de textura
Stable Micro Systems (Modelo TA-XT Plus, Stable Micro Systems, Reino Unido, Extralab,
Brasil) no modo de anélise de perfil de textura (TPA). Os resultados foram registrados pelo
software Exponent Texture Analysis. Discos de mucina foram preparados para compressao
(Lemag, Mini Express LM-D8, Diadema, Brasil) utilizando puncGes planas, matriz cilindrica
com diametro de 10 mm e carga de compressao de 8 toneladas. Os discos de mucina tinham

diametro de 10 mm e espessura de 0,2 mm e foram previamente hidratados e fixados na
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extremidade inferior da sonda analitica. As amostras foram transferidas para um béquer de vidro
e mantidas a 36°C (1 °C).

O disco de mucina fixado na sonda foi comprimido na superficie da amostra, no sentido
apical—basal. O tempo de contato entre o disco de mucina e a amostra foi de 180 s, estipulado
como o tempo de contato intimo do disco de mucina com a amostra. A sonda foi removida da
superficie da amostra com uma velocidade constante de 0,5 mm.s™. A forca necessaria para
separar o disco de mucina da superficie de cada amostra foi determinada a partir da razéo tempo

(s) x forca (g). As andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.10 Ensaio de liberagédo do 6leo de copaiba (UV-Vis)

Para avaliar e quantificar o perfil de liberagdo in vitro, amostras de 1 cm? de membranas
eletrofiadas incorporadas diretamente com 25%, 50% e 75% de 6leo de copaiba (OC) foram
imersas em 6 mL de solucdo de alcool etilico (70%) e Tween 20, seguida de incubacédo a 37°C
(x1°C). Aliquotas (3 mL) foram coletadas e substituidas pelo mesmo volume em um intervalo
de tempo de 0 a 376 horas. A liberagcdo do OC foi realizada em espectrofotometro UV (Fento
Cirrus 80) com comprimento de onda de 264 nm. A quantidade de OC liberada foi calculada a
partir de uma curva padrao contendo determinadas concentracGes de OC.

A cinética de liberacdo de OC foi avaliada por meio dos modelos matematicos de
Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Primeira Ordem e Ordem Zero. O modelo matemético de
Korsmeyer-Peppas foi aplicado conforme a Equacdo 2 (Scaffaro et al., 2017).

M
M—; _ kt" )

Onde M = quantidade de OC liberados em um tempo arbitrario t; M..= quantidade de
OC adicionado inicialmente a amostra co-eletrofiada; k = é a constante de taxa de liberacdo, e
n indica o expoente de liberagéo, sugerindo a natureza do mecanismo de liberacéo.

O modelo matematico de Higuchi € apresentado pela Equacdo 3 (LOpez-Mufioz et al.,
2022):

M
—= = kt0S (3)
Meo
Onde krepresenta a constante de dissolu¢do no modelo de Higuchi. M; é a quantidade
de OC liberada em um tempo arbitrario (t) de liberacdo. M. € a quantidade inicial de OC

adicionada ao material co-eletrofiado.
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O modelo matemaético de Ordem Zero € apresentado na Equacdo 4 (Shen et al., 2020).

Me = kot 4)
My
Onde ko é a constante de liberacdo no modelo de Ordem Zero. M € a quantidade de OC
liberada em um tempo (t) de liberacdo em equilibrio. M., é a quantidade inicial de OC
adicionada ao material co-eletrofiado.
O modelo matematico de Primeira Ordem € apresentado na Equacdo 5 (Shen et al.,
2020).

—=1-e¥t ()

Onde ki representa a constante de liberagdo do modelo de primeira ordem. M; e Mo
representam a quantidade de OC liberado em um tempo (t) de equilibrio e a quantidade inicial

de OC adicionado ao material co-eletrofiado, respectivamente.

3.3.11 Ensaio microbioldgico
3.3.11.1 Preparacdo da bactéria

As cepas padrdo de S. aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 1122) foram
utilizadas como referéncia para o ensaio de antibiograma e para a formacdo de biofilme. As
cepas foram mantidas e cultivadas conforme descrito por Malhotra et al. (2019). O ensaio de
biofilme foi analisado por meio de MEV e a andlise de cristal violeta foi adaptado de Lencova
et al. (2021).

3.3.11.2 Antibiograma

Para o ensaio de antibiograma, a membrana composta por PLDLA e BN co-eletrofiada,
foi cortada em dimenséo de 5 mm de didmetro. Posteriormente, foram adicionados 15 pL de
diferentes concentracdes (25%, 50% e 75%) de OC, sobre a membrana cortada. Foram
utilizados como controle negativo a membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada e a membrana de
PLDLA/BN co-eletrofiada com adicdo da solucdo de alcool etilico (70%) com Tween 20, que
foi utilizado como meio para a diluicdo do OC. A Doxiciclina (DOX) foi utilizada como
controle antibiotico (membrana PLDLA/BN com doxiciclina). As amostras foram secas a
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temperatura ambiente por 48 horas e esterilizadas em luz ultravioleta germicida. Todas as
amostras foram colocadas em duplicata em uma placa onde foram semeadas as bactérias S.
aureus e E. coli. As amostras permaneceram em cultura por 24 horas em estufa bacterioldgica
a 37°C. Apds o tempo de cultivo, foram feitas imagens macroscopicas dos halos de inibicdo. O

ensaio de antibiograma para cada grupo de amostras foi realizado em triplicata.

3.3.11.3 Formacao de biofilme analisada por MEV

As amostras foram cortadas com 1cm? e processadas conforme descrito no item
“3.4.11.2 Antibiograma”. Para controle negativo foi utilizada a membrana de PLDLA/BN co-
eletrofiada sem a adicdo de OC. As bactérias S. aureus e E. coli foram semeadas em todas as
amostras contendo 3 mL de meio Brain Heart Infusion (BHI) (Sigma®©) na concentracdo de
1,5x10% UFC/mL e cultivadas por 24 horas em estufa a 37 °C. Apds o tempo estipulado, as
amostras foram lavadas com PBS estéril (Sigma®©) e fixadas em solucdo de paraformaldeido
(PFA) (Sigma®) 4% (p/v) por 2 horas. Ao final desse tempo, as amostras foram retiradas e
lavadas 3 vezes com PBS estéril. Em seguida, as amostras foram submetidas a um banho de
etanol nas porcentagens 30, 50, 70, 90 e 100% (duas vezes em etanol 100%) (Labsynth©). Para
cada porcentagem, as amostras permaneceram no banho por 30 minutos. ApoOs esse
processamento, as amostras foram colocadas em solucdo de hexametildissilazano (HMSD)
(Sigma®©) e alcool (100%) na proporcdo de 1:1 por 10 minutos. Apds esse tempo, as amostras
foram colocadas na solugcdo de HMSD puro, permanecendo por 10 minutos e secas em
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram cobertas por uma fina camada de
paladio/ouro (30 mA, 60 s) e analisadas por microscépio eletronico de varredura (JEOL, JSM-

6010LA). As imagens foram geradas pelo proprio software do equipamento.

3.3.11.4 Formagcao de biofilme por ensaio de cristal violeta

Para a realizacao do ensaio do cristal violeta, as amostras foram submetidas a formacao
de biofilme na presenca da bactéria S. aureus. As amostras foram preparadas conforme descrito
no item “3.4.11.3 Formagao de Biofilme Analisada por MEV” até 24 horas de cultivo. Apés
esse periodo, as amostras foram transferidas para uma nova placa e lavadas 5 vezes com agua
destilada estéril. A secagem em temperatura ambiente foi feita por 45 minutos e apos isso, as
amostras foram coradas com solucdo aquosa de cristal violeta 0,1% (Exodus Scientific) e

deixadas agir por 45 minutos. As amostras foram novamente lavadas com agua destilada estéril
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e incubadas com 200 pL de etanol 96% (v/v) por 15 minutos em temperatura ambiente. Apos
0 periodo estipulado, o &lcool foi ressuspenso e transferido 100 pL para uma placa de 96 pocos
para leitura da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm em leitor de microplacas. A
cultura bacteriana foi feita diretamente na membrana de PLDLA/BN eletrofiada sem a adicao
do OC (amostra controle, 0% OC). Os valores de absorbancia foram transformados em valores

percentuais através da Equacéo 6:

Biofilme com 0C

Crescimento de Biofilme (%) = ( ) x 100% (6)

Biofilme sem OC

As amostras (triplicata) foram comparadas entre os grupos pela ANOVA one-way com

teste post-hoc de comparacGes multiplas de Tukey.

3.3.12 Ensaio de viabilidade e proliferacéo celular

O ensaio foi conduzido seguindo as normas internacionais de citotoxicidade e interagéo
celula-biomaterial (ASTM F813-20; ISO 10993-5 (E); 1ISO 10993-12 (E)). A cultura de células
Vero (células epiteliais renais extraidas do macaco verde africano) foi adquirida
comercialmente (Banco de Células do Rio de Janeiro - codigo 0245, Rio de Janeiro, Brasil) e
mantidos em frascos de cultura de 75 cm? até a confluéncia. Ap6s confluéncia/alta densidade
nos frascos, as células foram transferidas para placas de cultura celular de 96 pocos a uma
concentracdo de 1x10° células/mL, utilizando 200 pL de suspensdo celular. As culturas foram
entdo incubadas num ambiente a 37°C e 5% de CO> durante 24 e 72 horas.

O ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) foi realizado apds periodos de tempo pré-estabelecidos. 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 150 pL de MTT a uma concentragdo de 1 mg/mL em meio de cultura fresco. Apds 1h30
de incubagdo, o meio de cultura foi removido e os cristais de formazan formados foram
dissolvidos em solucédo de dimetilsulféxido (DMSO). A quantidade de formazan presente foi
entdo medida a uma absorbancia de 550 nm utilizando um leitor de placas (EIx-800, Biotek®©).
Os célculos estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad (Prism 10.0.2, EUA).
As comparagdes estatisticas entre diferentes momentos foram feitas utilizando ANOVA com
pos-teste de Tukey. Foi utilizado intervalo de confianca de 95 % e considerado nivel de

significancia de p < 0,05 (*).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo esta subdivido em dois subcapitulos atribuidos as distintas etapas deste
projeto, envolvendo os resultados e a discussao obtidos em todos 0s experimentos realizados.
Os resultados obtidos através da Etapa 1, define a melhor formulagdo dos materiais co-
eletrofiados, as quais conduziram a escolha de PLDLA+1,5% BN. A Etapa 2, por sua vez,
apresenta os resultados referentes a incorporacéo de diferentes concentracdes de OC (25%,
50% e 75%) sobre a manta co-eletrofiada PLDLA+ 1,5 % BN definida na Etapa 1. Para a
Etapa 2, a membrana composta por PLDLA + 1,5% BN serd denominada (PLDLA/BN). Os
ensaios avaliaram o comportamento e os efeitos bacteriostatico e antibacteriano do OC em
contato com a membrana co-eletrofiada. Sendo assim, os resultados obtidos na Etapa 1 foram
publicados na revista “Journal of Applied Polymer Science” (Apéndice A) enguanto 0S
resultados apresentados na Etapa 2 foram publicados na revista “Antibiotics” (Apéndice B).

41ETAPA1

4.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho do latex de borracha natural sem purificacdo (LBN) e

apos o processo de purificacdo (BN) pela técnica de re-precipitacdo sao exibidos na Figura 14.
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Figura 14. Espectros de FTIR de latex de borracha natural sem purificar (LBN) e latex de
borracha natural apds o processo de purificagdo (BN).

O espectro de FTIR do latex de borracha natural sem purificar (LBN) exibiu as
principais bandas caracteristicas do poli(cis-1,4-isopreno) em 2962, 2915 e 2850 cm™ atribuidos
a estiramento assimétrico e simétrico -CHs e -CHz, 1665 cm™ a estiramento C=C, 1445 e 1375
cm™ a deformacéo -CHz e -CHs e em 840 cm™ associado a vibragdo de flexdo fora do plano
=CH de cis-1,4 respectivamente (Quevedo et al., 2023; Andrade et al., 2022; Barros et al.,
2021; Guerra et al., 2018). Além das principais bandas associados a estrutura isoprénica, 0
espectro de LBN também exibiu o aparecimento de bandas associadas a presenca de proteinas
e lipidios. Assim, a banda larga observada em 3400 cm™ e a de pequena intensidade em 1545
cmt, foram atribuidas a estiramento N-H de amina e amida secundaria presente nas proteinas
(Cifriadi; Chalid; Puspitasari, 2017; Mekonnen et al., 2019; Pongsathit; Pattamaprom, 2018;
Tahir; Misran, 2019). Enquanto a banda em 1711 cm™ foi atribuida ao estiramento carbonil
C=0 do grupo carboxila COO" de &cidos graxos (Rolere et al., 2015). Em comparacdo ao LBN,
0 espectro do latex de borracha purificado (BN) também exibiu as principais bandas
caracteristicas do poli(cis-1,4-isopopreno). Porém foi observado uma diminuicéo significativa

da intensidade, bem como o desaparecimento das bandas atribuidas a presenga de proteinas
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(3400 e 1545 cm™) e lipideos (1711 cm™) presentes na estrutura coloidal do elastémero. Dessa
forma, a auséncia de tais grupos quimicos, mostra que o processo de purificacdo foi efetivo para
a desproteinizacdo de BN.

Os espectros de infravermelho de PLDLA, latex de borracha natural purificado (BN) e
PLDLA co-eletrofiado com diferentes concentragdes (1,5%, 2,0% e 2,5%) de BN, sdo
apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Espectro de FTIR de PLDLA eletrofiado, BN e PLDLA co-eletrofiado com
diferentes concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%).

O espectro de PLDLA apresentou bandas em 2995 e 2942 cm™ atribuidas a deformagcéo
axial simétrica CH2 e assimétrica CHs, 1748 cm™ & deformagcéo axial do grupo carbonila C=0
de poliésteres. Em 1450 e 1360 cm™ observou-se bandas referentes a deformagio angular dos
hidrocarbonetos presentes no grupo CHs, enquanto em 1181 cm™ foram associadas a
estiramento axial e simétrico C-C e 1080 cm™ a grupos =C-O presente no polilactideo (Leal et
al., 2019). Conforme relatado anteriormente (Figura 14), o espectro de BN exibiu as principais
bandas caracteristicas de poli(cis-1,4-isopreno) sem o aparecimento de novas bandas associadas
a presenca de proteinas e lipidios.
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Concomitantemente, ndo foram observados a formagéo de novas bandas nos espectros
de PLDLA co-eletrofiado com diferentes concentragdes de BN. Nota-se que houve apenas uma
somatoria das principais bandas caracteristicas de ambos os polimeros, evidenciando assim a
presenca de BN nas membranas eletrofiadas. Resultado semelhante foi observado por Andrade
et al. (2022), em seu estudo referente a eletrofiagdo de BN e PVP, no qual apenas as principais
bandas caracteristica de BN e PVP foram observadas no espectro de FTIR, indicando apenas
uma mistura fisica entre ambos, corroborando com os resultados obtidos para as amostras co-
eletrofiadas (PLDLA + BN).

4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV das fibras de PLDLA e do mesmo co-eletrofiado com diferentes
concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%), sdo apresentados na Figura 16 com ampliacéo de
1000 e 1500x, assim como 0s respectivos graficos da frequéncia de diametros das fibras para

cada amostra.
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Figura 16. Micrografias (MEV) em dois niveis de ampliacdo (1000 e 1500x) para as fibras
eletrofiadas de PLDLA e PLDLA co-eletrofiado com diferentes concentragdes de BN (1,5%,
2,0% e 2,5%), com histogramas da variagdo do didmetro. Barra: 10 pm.

Verifica-se que a amostra de PLDLA apresentou uma varia¢do do diametro de fibra,
com predominancia de 0,3 um a 4,9 um. Concomitantemente, as amostras de PLDLA co-
eletrofiadas com 1,5%, 2,0% e 2,5% de BN apresentaram a maior frequéncia de distribui¢éo do
didametro das fibras em torno de 0,5 um, 0,3 um e 0,2 um, respectivamente. Os valores de
diametro da fibra obtidos corroboram com os resultados apresentados por Costa, Mattoso e
Ferreira (2013), que demonstraram que a eletrofiacdo de BN com policaprolactona (PCL)
resultou em um didmetro de fibra em torno de 0,21 um. Entretanto, a amostra contendo a maior
concentracdo de BN (PLDLA + 2,5% BN), também exibiu uma maior frequéncia de
distribuicdo dos diametros das fibras em 2,4 um. Estudos de Panichpakdee et al. (2019) indicam
que o aumento gradual de BN em solucédo de PVA, faz com que ocorra um aumento no didmetro

das fibras eletrofiadas. Segundo os autores, esse aumento pode estar associado a diferenca de
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polimeros e solventes utilizados no processo de eletrofiacdo, bem como a viscosidade,
condutividade e tenséo superficial da solucéo.

Todas as amostras analisadas apresentaram uma morfologia com predominancia de
poros na superficie da fibra, sem presenca de defeitos associados a formacdo de beads. A
porosidade das fibras pode estar relacionada a taxa de evaporacao do solvente ou a presenga de
umidade durante o processamento da membrana (Carazzai et al., 2021). A existéncia de poros
proporciona uma area superficial maior as fibras, o que é interessante para aplicacfes
biomédicas que envolvem o contexto bioldgico, pois sua presenca pode auxiliar na adesao,
migracéo e proliferagdo celular (Muniyandi et al., 2020; Santos et al., 2020). A porosidade
observada nas fibras co-eletrofiadas também permite uma troca eficiente de oxigénio e
nutrientes entre o local lesionado e 0 ambiente externo (Cosme et al., 2016). Além disso, a
orientacdo aleatdria das fibras proporciona um ambiente propicio para o reparo de tecidos
dispostos de forma desorganizada, conforme aponta Andrade et al. (2022) em seus estudos
envolvendo a eletrofiacdo de BN e PVP. A orientagdo aleatoria das fibras favorece a sua
aplicacdo no processo de reparo 6sseo, de cartilagem e pele, contribuindo com o objetivo do

presente estudo.

4.1.3 Termogravimetria (TG)

As amostras de PLDLA, BN e PLDLA co-eletrofiado com 1,5%, 2,0% e 2,5% de BN
foram submetidas a analise de Termogravimetria (TG), com a finalidade de avaliar a
estabilidade térmica das membranas co-eletrofiadas. Deste modo, a Figura 17 A e B exibem as

curvas de TG e de sua derivada DTG.
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Figura 17. Curva de (A) TG e (B) DTG do PLDLA, BN e PLDLA co-eletrofiado com
diferentes concentragdes de BN (1,5% 2,0% e 2,5%).
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Ambos os polimeros eletrofiados separadamente sofreram decomposi¢do térmica em
uma Unica etapa. Verificou-se que o PLDLA apresentou temperatura de inicio (Tonset) € término
(Tenaset) de perda de massa em 266°C e 329°C, respectivamente. Enquanto a sua temperatura
maxima de decomposi¢do (Tmax) Oocorreu em 315°C, o qual foi atribuido & degradagdo do
material (Leal et al., 2019). Semelhante aos resultados obtidos por Costa, Mattoso e Ferreira
(2013), a BN apresentou sua decomposi¢do térmica entre 336°C e 384°C, com Tmax em 361°C.
Sendo assim, BN apresentou ser mais estavel termicamente do que o PLDLA. Os resultados
obtidos da degradacdo térmica de ambos 0s constituintes co-eletrofiados estdo melhor
representados na Tabela 5.

Tabela 5. Propriedades térmicas determinadas por TG e DTG das amostras de PLDLA, BN e
PLDLA co-eletrofiado com diferentes concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%).

Amostra Eventos  Tonset (°C)  Tendset (°C)  Tmax (°C)  Perda de Massa (%)
PLDLA 1 266 329 315 98
1 64 91 79 2
279 300 298 33
0,
PLDLA + 1,5% BN 2 302 329 304 a1
3 331 369 353 9
1 72 89 76 1
282 302 293 22
0,
PLDLA + 2,0% BN 2 308 329 313 39
3 339 371 355 20
1 73 87 76 1
282 308 305 29
0,
PLDLA + 2,5% BN 2 312 335 332 24
3 336 372 357 34
BN 1 336 384 361 100

As amostras compostas por PLDLA co-eletrofiada com diferentes concentracdes de BN
(1,5%, 2,0% e 2,5%), exibiram trés eventos principais de perda de massa. O primeiro evento,
Tmax €m aproximadamente 79°C, foi associado a evaporagdo de moléculas de dgua presentes
nas amostras. Em contrapartida, o segundo estagio acentuado de perda de massa apresentado
pela TG (Figura 17A) ocorreu entre 279°C e 335°C e foi atribuido a decomposi¢do térmica do
PLDLA. Porém, a DTG (Figura 17B) exibiu trés estagios consecutivos de decomposicao dentro
desta faixa de temperatura para as membranas co-eletrofiadas por PLDLA com 1,5% e 2,5% de
BN e quatro estagios para a membrana contendo 2,0% de BN. Destas, as Tmax foram mais nitidas
em 298°C e 324°C para a membrana co-eletrofiada contendo 1,5% de BN, 293°C e 313°C para
a membrana com 2,0% de BN e 305°C e 332°C para 2,5% de BN. Assim, a cinética de
degradacédo pode ter sido influenciada pela geometria e tamanho do dispositivo, composi¢édo
guimica, solubilidade e difusdo dos mondmeros, como também pela polaridade dos

constituintes presentes no material (Duarte; Duek; Motta, 2014).
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O aparecimento de um terceiro evento de perda de massa entre aproximadamente
330°C e 372°C, evidenciou a decomposicdo térmica de BN presente na membrana co-
eletrofiada. O resultado obtido indica que as propriedades térmicas dos polimeros individuais
permaneceram inalteradas apds o processo de co-eletrofiacdo. Entretanto, verificou-se que o
evento atribuido a decomposicdo do PLDLA apresentou um ligeiro deslocamento da Tonset para
temperaturas mais elevadas ap6s a co-eletrofiagdo com BN. Enquanto o evento atribuido a Tmax
de BN foi deslocado ligeiramente para temperaturas menores. Conforme aponta Costa; Mattoso
e Ferreira (2013), tal comportamento indica uma fraca interagdo entre ambos os polimeros co-

eletrofiados.

4.1.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O comportamento térmico das membranas também foi analisado por DSC, que permitiu
investigar a miscibilidade dos polimeros co-eletrofiados. Deste modo, a Figura 18 apresenta a
segunda taxa de aquecimento das amostras de PLDLA, BN e PLDLA co-eletrofiado com 1,5%,
2,0% e 2,5% de BN.
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Figura 18. DSC das amostras de PLDLA, BN e PLDLA co-eletrofiado com diferentes
concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%).
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As curvas obtidas através da analise de DSC mostraram que os polimeros individuais
apresentaram apenas temperatura de transi¢do vitrea (Tg), que os define como polimeros
completamente amorfos. Sendo assim, o0 PLDLA apresentou Tq em 56°C, valor proximo ao
descrito por Motta e Duek (2007) (58°C), enquanto BN apresentou Ty em -65°C, corroborando
com o resultado de Guerra et al. (2018). Observou-se também uma aparente transicdo
endotérmica ao final da T¢ de BN, o que de acordo com Canevarolo Jr. (2017) se deve a uma
maior relaxacéo e flexibilidade da cadeia elastomérica.

Concomitantemente, a amostra referente a PLDLA + 1,5% BN, apresentou uma Unica
Ty em 45°C, indicando uma possivel interacdo e miscibilidade entre as cadeias poliméricas
eletrofiadas nessa proporc¢do. De acordo com Guerra et al. (2018), a interacdo completa entre
as cadeias poliméricas resulta em um unico deslocamento de T4, 0 que corrobora com 0
resultado obtido. Por outro lado, as membranas compostas por PLDLA co-eletrofiada com 2,0%
e 2,5% de BN apresentaram dois valores distintos de T, que se originam dos dois polimeros
presentes na membrana eletrofiada. Deste modo, as referidas amostras tiveram um
deslocamento discreto da Ty para temperaturas encontradas para os polimeros individuais,
indicando que os materiais sdo parcialmente misciveis, corroborando com os resultados obtidos

na andlise térmica de TG (Guerra et al., 2018; Marques et al., 2016; Nara; Oyama, 2014).

4.1.5 Ensaio mecanico de tracao

O ensaio mecanico de resisténcia a tracao foi realizado no intuito de avaliar as mudancas
no comportamento mecénico das membranas de PLDLA apds serem submetidas a co-
eletrofiacdo com diferentes concentracdes de latex de borracha natural purificado (BN) (1,5%,
2,0% e 2,5%). A Figura 19 apresenta as curvas tipicas de tensdo versus deformacdo das

membranas eletrofiadas.
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Figura 19. Grafico dos valores médios de Tens&o versus Deformagdo da membrana eletrofiada
de PLDLA e do mesmo co-eletrofiado com diferentes concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e
2,5%).

Conforme observado na Figura 19, a membrana eletrofiada apenas por PLDLA
apresentou comportamento de material ddctil, pois teve a capacidade de alongar plasticamente
sob a tensdo de tracdo. Assim, a amostra de PLDLA eletrofiada exibiu uma tensdo de tracdo de
aproximadamente 3,6 MPa, com deformacdo de 22%. No entanto, o estudo realizado por
Duarte, Motta e Duek (2014), as membranas de PLDLA confeccionadas atraves do método
casting apresentaram, no ensaio de tracdo, comportamento divergente ao encontrado neste
estudo, pois além de apresentar alto Mddulo de Young (1564 £141 MPa), a membrana também
apresentou caracteristicas tipicas de polimero vitreo e fragil. Estudos apontam que tanto a
morfologia quanto a porosidade podem influenciar diretamente nas propriedades mecanicas de
materiais eletrofiados, o que pode explicar o carater ductil e com baixo Mddulo de Young
observado (84,4 MPa) para o PLDLA eletrofiado em compara¢do com outros métodos de
obten¢do de membranas (Zhang et al., 2022). Entretanto, a membrana composta apenas por BN
eletrofiado ndo pode ser testada, pois ficou aderida ao material no qual foi depositada durante

0 processo de eletrofiacdo, o que dificultou a sua remocéo e posterior analise. As amostras
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também tiveram o seu mddulo de Young, tensdo de escoamento e na ruptura analisados,

conforme apresenta a Tabela 6.

Tabela 6. Valores médios (quintuplicata) e respectivos desvios-padrdo do médulo de Young,
tensdo no escoamento e tensdo na ruptura para a membrana de PLDLA eletrofiada e de PLDLA
co-eletrofiada com diferentes concentracBes de latex de borracha natural purificado (BN)
(1,5%, 2,0% e 2,5%).

Amostra Médulo de Young Tensao de Escoamento Tensado na Ruptura
(MPa) (MPa) (MPa)
PLDLA 84,4 +8,8 3,7£0,1 3,6 0,1
PLDLA + 1,5% BN 36,8+4,4 2,1 +0,09 1,9+0,1
PLDLA + 2,0% BN 75,8 £13,9 3,9+04 3,704
PLDLA + 2,5% BN 57,4 £8,3 2,4 +0,09 2,4 +0,09

Conforme observado no grafico de tensdo versus deformacédo (Figura 19) e na Tabela
6, a co-eletrofiacdo de PLDLA+2,0% BN resultou em um comportamento mecanico similar a
amostra eletrofiada apenas por PLDLA. Deste modo, PLDLA+2,0% BN exibiu uma tensdo de
tracdo de 3,7 MPa com uma capacidade de deformacdo de 18%. Em contrapartida, a co-
eletrofiagdo de PLDLA com 1,5% e 2,5% de BN resultou em uma reducao na tenséo de tragéo,
para 2,1 e 2,4 MPa, respectivamente, em comparacdo com a amostra eletrofiada composta
apenas por PLDLA (3,7 MPa). Contudo, a amostra de PLDLA + 1,5% BN exibiu uma
capacidade de deformagéo 22%, valor similar ao exibido para o PLDLA. Enquanto a amostra
composta por PLDLA + 2,5% BN apresentou uma deformacdo limitada, de apenas 9%. O
comportamento observado para PLDLA + 2,5% BN é associado a material fragil, uma vez que
apresentou uma capacidade de deformacao reduzida (9%) sob baixa tensdo de tracdo (2,4 MPa).
Devido a isso, a amostra foi submetida novamente ao ensaio mecanico de tragdo. No entanto,
0s resultados obtidos demonstraram 0 mesmo comportamento de fragilidade para a amostra.
Tal fato pode estar atrelado a ndo homogeneidade das fibras presentes na membrana eletrofiada,
0 que pode contribuir para a fragilidade do material. Segundo Bijarimi, Ahmad e Rasid (2014),
0 aumento da concentracdo de BN na membrana co-eletrofiada pode gerar separacao de fases
na interface entre o PLDLA e BN, resultando em uma baixa resisténcia a tracdo e alongamento
na ruptura.

Os resultados obtidos para a Tensdo no Escoamento e Tensdo na Ruptura foram
consistentes para todas as amostras analisadas devido a auséncia de um ponto de escoamento
bem definido na curva de tenséo versus deformacéo dos materiais. Isso resultou na proximidade
entre a tensdo de escoamento, no ponto maximo da curva, e a tensdo na ruptura, onde o material
se rompeu. Deste modo, as amostras compostas por PLDLA, e PLDLA co-eletrofiado com
1,5%, 2,0% e 2,5% de BN exibiram valores médios de Mddulo de Young de 84,4 MPa, 36,8
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MPa, 75,8 MPa e 57,4 MPa, respectivamente. Embora as amostras co-eletrofiadas tenham
apresentado valores superiores ao PLDLA + 1,5% BN, a presenca de 1,5% de BN resultou em
um baixo Mdédulo de Young. O baixo médulo de Young, observado para PLDLA + 1,5% BN
indicou que o material pode ser facilmente deformado elasticamente sob baixa tensdo. Segundo
Carazzai et al. (2021), os resultados obtidos sugerem uma miscibilidade entre os componentes
presentes na membrana co-eletrofiada por PLDLA + 1,5% de BN, o que corrobora diretamente
com os resultados obtidos por DSC (Figura 18). Rafieian, Mahdavi e Masouimi (2019) apontam
gue um curativo ideal ndo requer alta rigidez ou resisténcia, mas deve apresentar caracteristicas
de suavidade, flexibilidade e facilidade de manipulacdo para cobrir a area lesionada. Além
disso, o baixo valor do mddulo encontrado no ensaio mecanico para a amostra composta por
PLDLA +1,5% BN, sugerem sua aplicacdo em tecidos moles como pele, cartilagem do joelho

e musculo do ombro (Carazzai et al., 2021).

4.1.6 Angulo de contato

A medicdo do angulo de contato foi realizada para avaliar o comportamento de
molhabilidade das membranas de PLDLA ap0s a co-eletrofiacdo com diferentes concentracfes
de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%), conforme mostra a Figura 20. Segundo a literatura, angulos de
contato abaixo de 90° (O < 90°) sdo associados a um maior grau de hidrofilicidade, enquanto
angulos maiores (O > 90°), sdo atribuidos a superficies hidrofobicas. Porém, superficies
extremamente hidrofobicas geram angulos de contato superiores a 150° devido a repulsdo

gerada (Egri, 2019; Sadeghianmaryan et al., 2020).
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Figura 20. Angulos de contato com a 4gua para a membrana eletrofiada de PLDLA e da mesma
co-eletrofiada com diferentes concentracdes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%). Significancia entre
os dados e expressa por *(P<0,05).

Com base nos valores obtidos na Figura 20, a amostra composta apenas por PLDLA
eletrofiada apresentou uma medi¢do de angulo de contato com a &gua de 130° (+2,2°),
confirmando o seu carater hidrofébico. Ao contrario do observado, estudos de Padjasek et al.,
(2023) e Zych et al. (2021), indicam que amostras de filmes de PLDLA apresentam angulo de
contato de aproximadamente 70,9° £2,1° e 755° +3,6°, respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados por Wimpenny, Ashammakhi e Yang (2012), nos quais filme de
PLDLA apresentou uma diminuicdo do carater hidrofébico em comparacdo ao material
eletrofiado. Assim, Andrade et al. (2022) mostraram que as membranas eletrofiadas de BN/PVP
apresentam maior angulo de contato em relacdo as membranas produzidas via casting. A
presenca de um grande nimero de poros na superficie estrutural da fibra de PLDLA eletrofiado
pode influenciar de forma significativa o angulo de contato, tornando-a hidrofébica (Carazzai
et al., 2021; Zhang et al., 2022). Shirvan et al. (2022) e Zhang et al. (2022), destacam que as
fibras desorganizadas e porosas obtidas pelo metodo de eletrofiacdo, possibilitam o

aprisionamento de ar nos espagos vazios entre as fibras. Esse fenémeno resulta em tenséo
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superficial, impedindo que as goticulas de dgua penetrem na estrutura, aumentando assim, 0
comportamento hidrofobico do material.

No entanto, a co-eletrofiacdo de PLDLA com 1,5%, 2,0% e 2,5% de BN causou uma
diminuicdo nos valores de angulos de contato para 101° £2,4°; 91° £10,9° e 120° £10,8°,
respectivamente. Em comparagdo com a amostra de PLDLA eletrofiada, os resultados obtidos
mostram que a adigdo de BN diminuiu a natureza hidrofébica da superficie da membrana co-
eletrofiada (PLDLA/BN). Morise et al. (2019) demonstraram que a membrana de BN (obtida
via casting) apresenta um angulo de contato de aproximadamente 66,2° +2,5°, 0 que pode
explicar a diminuicéo do angulo de contato para a membrana de PLDLA ap06s a co-eletrofiagdo
com diferentes proporg¢des de BN. Por outro lado, quando comparado aos resultados obtidos
para as demais amostras co-eletrofiadas, as amostras contendo maior concentracdo de BN
(PLDLA + 2,5% BN) apresentou maior angulo de contato (120°). Este fendbmeno pode ser
atribuido ao didmetro médio das fibras. Conforme evidenciado por MEV (Figura 16), a amostra
co-eletrofiada por PLDLA + 2,5% BN além de apresentar uma distribuicdo média do didmetro
da fibra em torno de 0,2 e 2,4 um, valor superior ao observado para as demais amostras.
Edikreshnha et al. (2019) demonstraram que a molhabilidade das fibras tem correlacéo direta
com o didmetro médio das fibras. Especificamente didmetros maiores tendem a resultar numa
reducdo da area superficial entre as fibras. Isto, por sua vez, leva a uma menor interagdo com a
gota e, consequentemente, a uma maior tendéncia a hidrofobicidade. Esses achados corroboram
com os resultados obtidos para a amostra composta por PLDLA + 2,5% BN, indicando
influéncia significativa do diametro da fibra na molhabilidade e hidrofobicidade do material.
Com excecdo da amostra co-eletrofiada com PLDLA + 2,5% BN, as amostras contendo 1,5%
e 2,0% BN exibiram valores moderados de hidrofobicidade. De acordo, com pesquisas de Yang
et al., (2022), a interacdo de superficies fibrosas hidrofébicas/superhidrofébicas em contato
com o sangue pode promover a formacéo de fibrina. Essas caracteristicas auxiliam no controle
do sangramento excessivo, além de prevenir a fixacdo bacteriana. No contexto de superficies
altamente hidrofilicas e hidrofobicas, a hidrofilicidade moderada exerce uma influéncia
significativa na proliferacdo e adeséo celular. Além de desempenhar um papel na protecéo e
hidratagdo da area da ferida, evitando assim a contaminacéao bacteriana da ferida (Chagas et al.,
2021; Duarte; Duek; Motta, 2014). Quando utilizada em sistemas de administracdo de
medicamento, a hidrofilicidade moderada pode facilitar a liberacdo sustentada e prolongada do
medicamento (Nejati et al., 2020). Essas propriedades indicam seu potencial promissor em

aplicagcdes biomédicas.
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4.1.7 Potencial zeta

O potencial zeta ({) em funcdo do pH, foi medido para as amostras de PLDLA
eletrofiada e PLDLA co-eletrofiado com 1,5%, 2,0% e 2,5% de BN, conforme mostra a Figura
21. O ensaio teve por intuito avaliar se houve alguma alteracdo das cargas superficiais das

membranas de PLDLA apds a co-eletrofiacdo com as diferentes concentracdes de BN.
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Figura 21. Potencial Zeta ({) em fungdo da variagdo do pH para a amostra de PLDLA ¢ PLDLA
co-eletrofiado com diferentes concentragdes de BN (1,5%, 2,0% e 2,5%).

Toda as amostras analisadas apresentaram potencial { negativo em toda a faixa de pH
analisada (4,5 a 9,0). A amostra de PLDLA eletrofiada apresentou valores negativos de
potencial ¢, atribuiveis & presenca de cargas negativas na superficie da membrana eletrofiada.
Mainardes; Khalil e Gremido (2010) destacam que o poli(acido lactico) (PLA), possui potencial
{ negativo devido aos grupos carboxilicos presentes na cadeia e na superficie de sua estrutura
quimica.

Conforme observado (Figura 21), a membrana composta por BN exibiu uma carga
superficial de aproximadamente -4,5 mV em toda a faixa de pH analisada. Estudos indicam que

os valores do potencial { da BN sdo sempre negativos devido as cargas negativas dos grupos
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carboxilicos presentes nas proteinas e fosfolipideos que circundam seu sistema coloidal
(Ariyawiriyanan et al., 2013). Estudos conduzidos por Asami et al. (2023) apontam que o latex
de borracha natural sem o processo de purificagdo (LBN) apresenta um comportamento de
potencial { dependente do pH. Deste modo, os resultados obtidos pelos autores mostram que
em um pH 4, LBN apresenta um potencial { de aproximadamente -12 mV, enquanto em pH 9,
o0 valor obtido foi de -28 mV. Contudo, o processo de desproteinizacdo da BN reduz as cargas
negativas, aumentando assim o potencial  para valores superiores, cOmo -5 mV em pH 4 e -13
mV em pH 9 (Asami et al., 2023).

As amostras compostas por PLDLA co-eletrofiado com 1,5%, 2,0% e 2,5% de BN
também exibiram cargas superficiais negativas em toda a faixa de pH analisada. Porém, quando
comparado ao resultado obtido para a membrana de PLDLA eletrofiada (-22 mV), as amostras
de PLDLA co-eletrofiadas com 1,5%, 2,0% e 2,5% de BN apresentaram aumento dos valores
do potencial { para -12 mV, -10 mV e -18 mV, respectivamente. O aumento aproximado nos
valores do potencial {, em comparagdo com o PLDLA, ressalta claramente a presenca de BN
desproteinizada na membrana de PLDLA co-eletrofiada. Portanto, a presenca de BN,
independente da concentracdo, pode aumentar a carga superficial das membranas co-
eletrofiadas. Porém, o PLDLA co-eletrofiado com 2,5% BN apresentou comportamento
diferente das demais amostras, corroborando os resultados obtidos no ensaio de tracdo
mecanica. Esta discrepancia de comportamento pode estar associada a heterogeneidade das
fibras co-eletrofiadas. Asami et al. (2023) mostram que valores negativos do potencial { podem
promover a adsorcdo e fixacdo da matriz extracelular. Isso torna o material em estudo atrativo
para a aplicagdo proposta, pois, mesmo com o0 aumento da carga superficial, valores negativos

de potencial { foram mantidos em toda a faixa de pH analisada (Ge et al., 2011).

4.1.8 Propriedades mucoadesivas

Com base nos resultados das andlises anteriores, foram avaliadas as propriedades
mucoadesivas da amostra co-eletrofiada com PLDLA + 1,5% BN e da amostra eletrofiada

apenas com PLDLA. Os resultados estédo ilustrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados das propriedades mucoadesivas.

Amostras Forca de Adesao (N) Trabalho de Adesdo (N.mm™)
PLDLA 0,64 + 0,09 0,05+0,13
PLDLA + 1,5% BN 0,59 £ 0,07 0,50 = 0,05

E possivel observar na Tabela 7 que a co-eletrofiacdo de 1,5% de BN com PLDLA
diminuiu o valor da for¢a de mucoadesdo quando comparado ao PLDLA. A mucoadesdo é
descrita como a interacdo entre a superficie da mucosa e um polimero de origem sintética ou
natural. Algumas teorias foram propostas para descrever 0s mecanismos de mucoadesao.
Dentre elas é possivel destacar: (a) A teoria da adsorcédo afirma que as ligacdes séo criadas no
contato inicial entre o polimero e 0 muco e estas podem ser do tipo covalente e ndo covalente.
Embora estas ligacdes sejam individualmente fracas, a quantidade de interagcdo pode produzir
uma forca adesiva intensa; (b) A teoria do inchamento é aplicada principalmente a liquidos ou
sistemas mucoadesivos de baixa viscosidade, onde a tensdo interfacial € utilizada para prever o
relaxamento das cadeias e o espalhamento do polimero com a consequente mucoadesao; (¢) A
teoria da difusdo ocorre pela interpenetracdo e entrelagamento entre as glicoproteinas do muco
e as cadeias polimeéricas mucoadesivas, a fim de criar uma ligacéo adesiva temporaria; (d) A
teoria eletrbnica baseia-se na diferenca das estruturas eletrénicas entre a mucosa e o polimero
mucoadesivo. A interacdo entre essas estruturas ocorre devido a transferéncia de elétrons,
promovendo a formacdo de bicamadas de cargas elétricas na interface entre o polimero e a
mucosa; (e) A teoria da fratura é amplamente utilizada em estudos mucoadesivos utilizando
propriedades mecanicas. Esta teoria analisa a for¢a necessaria para separar duas superficies
apos a adesdo (Alves et al., 2018). Portanto, neste estudo, 0 mecanismo que melhor se adapta
para explicar a interacdo entre os materiais eletrofiados e o disco de mucina é a teoria da difuséo.
De acordo com as micrografias obtidas por MEV (Figura 16) foi possivel observar que apos a
co-eletrofiacdo de 1,5% de BN com PLDLA, houve um aumento na frequéncia do diametro da
fibra na amostra PLDLA + 1,5% BN (0,5 um) em relagdo a amostra de PLDLA (0,3 um). Esse
aumento pode ter contribuido para a reducédo dos espacos livres entre as fibras, resultando na
diminuicdo da interpenetracdo e entrelacamento entre as glicoproteinas do muco e as cadeias
poliméricas, criando assim uma ligacao adesiva temporaria. Portanto, a for¢a de adesdo é menor
para a amostra de PLDLA + 1,5% BN em comparagdo com a amostra PLDLA. A redugéo na
forca de adesao observada e vantajosa para aplicacfes de curativos dérmicos, pois permite que
0 material seja facilmente removido e com menos desconforto para o paciente, principalmente

guando aplicado em areas mais sensiveis da pele.
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4.1.9 Ensaio de viabilidade e proliferacédo celular

As analises obtidas no ensaio de viabilidade celular MTT do grupo PLDLA +1,5% BN
foram observadas no gréafico da Figura 22, nos periodos de 24 e 72 horas.
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Figura 22. Grafico de viabilidade celular do grupo PLDLA+1,5% BN. O controle negativo
consiste em celulas semeadas diretamente na placa e o controle de morte no qual as células
foram submetidas a morte. O nivel de significancia entre 0s grupos é expresso como *p<0,05 e
***p<0,001 em 24 e 72 horas.

Com base nos resultados obtidos durante um periodo de 1 dia, foi observada uma
elevada percentagem de viabilidade celular no grupo PLDLA + 1,5% BN de aproximadamente
83%. Esse percentual foi estatisticamente menor (*p<0,05) quando comparado ao controle
negativo, que alcancou 100% de viabilidade. Porém, quando comparado ao controle de morte,
aproximadamente 7%, o nivel de significancia aumentou consideravelmente (***p<0,001),
indicando que o material PLDLA + 1,5% BN né&o induziu morte celular, ou seja, a presenca do
material ndo gerou citotoxicidade, mas sim uma proliferacdo celular préxima ao controle
negativo. Durante um periodo de 3 dias, também foi observada viabilidade celular no grupo
PLDLA +1,5% BN, com um valor de 79%, estatisticamente superior (***p<0,001) ao controle
morte para 0 mesmo periodo (aproximadamente 4%). Isto demonstra que o material durante 3

dias ndo induziu a morte celular e pode, portanto, ser considerado nao citotoxico.
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Estudos confirmam que o PLDLA é um material que ndo apresenta toxicidade tanto in vitro
(Yla-Outinen et al., 2010) quanto in vivo (Més et al., 2016). A BN, por sua vez, também apresenta
caracteristicas promissoras para aplicagdes biomédicas, como proliferagdo celular e adesdo em
membranas de borracha natural derivadas do latex de BN (Asami et al., 2023), e

biocompatibilidade em testes com culturas de fibroblastos (Barros et al., 2018).

42 ETAPA?2

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR de OC, membrana de PLDLA+ 1,5 % BN (PLDLA/BN) co-
eletrofiada (Obtido na Etapa 1), e da mesma incorporada com 25%, 50% e 75% de OC sdo

apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Espectros de FTIR de OC, membrana co-eletrofiada por PLDLA/BN e PLDLA/BN
(co-eletrofiada) incorporada diretamente com 25%, 50% e 75% de OC.

Conforme observado na Figura 23, o espectro de infravermelho de OC apresentou duas
bandas intensas em 2924 e 2850 cm™, atribuidas a estiramento simétrico das ligagdes -CH em

alcanos e aldeidos, respectivamente. As bandas presentes em 1667 e 1646 cm™ foram
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associadas a estiramento de grupos carbonila. Enquanto as bandas encontradas em 1447, 1380
e 887 cmindicam as vibracdes de flexdo alifatica CH», deformagdo angular de CHs e flex&o
C=C de (B-cariofileno) presente na estrutura do OC (Norcino et al., 2020; Rodrigues et al.,
2023).

Conforme mencionado e discutido na analise de FTIR (Figura 15) da Etapa 1, 0 espectro
de infravermelho de PLDLA/BN apresentou a somatoria das principais bandas de ambos 0s
polimeros individuais (PLDLA e BN). Sendo assim, o espectro exibiu banda caracteristica de
poliéster em 1748 cm™, associada & deformacéo axial do grupo carbonila C=0 do PLDLA. A
banda presente em 1450 cm foi atribuida & deformagdo angular das ligagdes C-H do grupo
CHs. Enquanto as bandas polilactidicas correspondentes ao estiramento =C-O e C-C, foram
observadas em 1080 e 1181 cm™, respectivamente (Leal et al., 2019). A presenca de BN ao
material co-eletrofiado com PLDLA, foi confirmada pelo aparecimento do alongamento
assimétrico do grupo CHj3 nas bandas encontradas em 2915 e 2850 cm™. Do mesmo modo, a
banda presente em 1375 cm™ também foi associada a deformagdo -CHs de BN (Guerra et al.,
2018).

O espectro de PLDLA/BN incorporado com diferentes concentractes de OC (25%, 50%
e 75%) apresentou o aparecimento de novas bandas de fraca intensidade em 1646 e 887 cm™
associada a presenca de OC na membrana (PLDLA/BN). Por outro lado, ndo foram
identificadas o aparecimento de novas bandas além das principais associadas a presenca de
PLDLA/BN e OC. Esse resultado indica que a presenca de OC na membrana co-eletrofiada
(PLDLA/BN) ndo causou alteracdes quimicas estruturais ou interacdes entre ambos. Como
também, ndo foram observadas mudancas envolvendo deslocamento de bandas no espectro de
FTIR de PLDLA/BN apés a incorporacdo de OC, o que indica que ndo houve interacao entre
0s polimeros co-eletrofiados e as moléculas de OC (Komatsu et al., 2017).

4.2.2 Ensaio de intumescimento

A variagéo da porcentagem de intumescimento em relacéo ao tempo (horas) de imerséo
em solucéo de PBS a 37°C, das amostras de PLDLA/BN co-eletrofiada e da mesma incorporada

com diferentes concentracfes de OC, é apresentada na Figura 24.
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Figura 24. Porcentagem de intumescimento de membrana co-eletrofiada por PLDLA/BN e
PLDLA/BN (co-eletrofiada) incorporada diretamente com 25%, 50% e 75% de OC.
A principio, observou-se que a amostra composta apenas por PLDLA/BN co-eletrofiada

apresentou maior capacidade de intumescimento em relagdo a membrana de PLDLA/BN co-
eletrofiada incorporada com 25%, 50% e 75% de OC. Deste modo, a membrana de PLDLA/BN
co-eletrofiada livre de OC atingiu um patamar de intumescimento maximo em torno de 158%
apos 48 horas, mantendo-se estavel até o final do ensaio (162 horas). A capacidade de absor¢éo
da membrana co-eletrofiada pode estar associada a sua morfologia porosa, que permite que a
solucdo adentre aos intersticios do material imerso em PBS e entumeca, uma vez que 0S
polimeros apresentam natureza hidrofébica e ndo detenham de capacidade relevante para
intumescer (Barros et al., 2021; Hoveizi et al., 2014; Shirvan et al., 2022).

Notou-se também, que o aumento gradual da concentracdo de OC na membrana de
PLDLA/BN co-eletrofiada, faz com que ocorra uma diminuicdo na capacidade de
intumescimento da membrana. As amostras de PLDLA/BN co-eletrofiada e incorporada com
25%, 50% e 75% de OC exibiram 70%, 30% e 17% de capacidade méxima de intumescimento
antes de 1h de ensaio, respectivamente. A diminuicdo da porcentagem de intumescimento com
0 aumento gradual da concentracdo de OC pode ser atribuida as propriedades hidrofobicas do
6leo. A presenca de OC impede que as moléculas hidrofilicas de PBS penetrem na membrana
e atuem no intumescimento da mesma (Ardekani et al., 2019). Apés atingir o0 maximo de

intumescimento, as membranas co-eletrofiadas incorporadas com OC apresentaram uma



74

pequena reducdo no percentual de intumescimento, o que pode ser atribuido & liberagdo de OC
ao meio (PBS), mantendo o intumescimento constante até o final do ensaio.

A condicdo observada com a adicdo do OC é desejavel quando direcionada ao
tratamento de feridas, pois curativos com propriedades altamente hidrofilicas podem gerar um
colabamento tecidual com o material e consequentemente levar a uma forte adeséo ao exsudato
na regido lesada. Dessa forma, as caracteristicas atribuidas ao OC, podem atuar como uma
barreira fisica, e impedir o crescimento bacteriano no curativo, promovendo uma restricdo na
interacdo com o tecido lesionado, para que este possa sofrer outras intervengdes posteriormente

ao longo do processo de recuperacéo (Egri, 2019).

4.2.3 Potencial zeta

A influéncia da incorporacao de diferentes concentragdes de OC (25%, 50% e 75%) nas
propriedades de carga de superficie da membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada, foi analisada

através do potencial zeta ({) em fun¢do da mudanca de pH, conforme mostra a Figura 25.
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Figura 25. Potencial Zeta ({) em fungdo da variagdo de pH da membrana de PLDLA/BN
PLDLA/BN (co-eletrofiada) incorporada diretamente com 25%, 50% e 75% de OC.
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Observou-se que as amostras analisadas apresentaram potenciais { negativos em toda a
faixas de pH (4 a 9). Conforme descrito na Etapa 1 deste estudo, a membrana composta por
PLDLA/BN co-eletrofiada isenta de OC, apresentou um valor aproximado de -15 mV de carga
superficial em todas as faixas de pH analisadas. Tal fato se deve aos grupos quimicos presentes
tanto nos polimeros que compde a membrana co-eletrofiada, como o &cido carboxilico presente
no polilactideo (PLDLA), quanto nas proteinas e fosfolipidios remanescentes do processo de
purificacdo, que ainda envolvem o sistema coloidal de BN (Ariyawiriyanan et al., 2013;
Mainardes; Khalil; Gremi&o, 2010).

Por outro lado, a membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada com diferentes concentracfes
de OC apresentou um comportamento dependente do pH. Assim, ap6s a incorporacdo de
diferentes concentraces de OC na membrana de PLDLA/BN (membranas PLDLA/BN + OC),
observou-se que houve um leve aumento no valor do potencial { da superficie para
aproximadamente -10 mV em valores de pH abaixo de 5,5 (pH<5,5) quando comparado a
membrana PLDLA/BN. Apds o0 aumento do pH (pH > 5,5) houve uma diminuicéo gradual do
valor da carga de superficie para todas as membranas analisadas contendo OC. De um modo
geral, as membranas de PLDLA/BN co-eletrofiadas e incorporadas com 25%, 50% e 75% de
OC apresentaram ao final do experimento (pH = 9) potencial { de -22, -27 e -29 mV,
respectivamente. Portanto, 0 aumento da carga negativa na superficie da membrana apés a
adicdo de OC pode estar relacionado a presenca de grupos ionizaveis na superficie do polimero,
como o acido resinoso que esta presente na composi¢do do OC (Norcino et al., 2020). O estudo
das cargas de superficie de um material é essencial para entender o0 mecanismo de interacao dos
mesmos com 0s tecidos, pois as cargas estdo atreladas diretamente a ades&o, proliferacéo e
diferenciacéo celular (Cai et al., 2006; Kaniuk et al., 2021). Assim como também, compreender
de uma melhor forma, os seus efeitos antimicrobianos (Maillard et al., 2021). Sendo assim,
espera-se que as cargas negativas presentes na superficie de membranas de PLDLA/BN co-
eletrofiadas com adicdo de diferentes teores de OC, possam facilmente interagir com o0s
peptidoglicanos (carregados positivamente) que interferem na membrana externa de bactérias
gram-positivas. Portanto, a interacdo entre as cargas presentes na membrana co-eletrofiada
(carregada negativamente) e a bactéria (carregada positivamente) podem causar a destruicao da
membrana celular que leva a morte celular e provavelmente a inibigdo de microrganismo

patogénicos, como a S. aureus (Zhao et al., 2014).
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4.2.4 Ensaio de liberacéo do 6leo de copaiba (UV-Vis)

O perfil de liberacdo de OC incorporado diretamente, em diferentes concentracdes
(25%, 50% e 75%), na membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada é mostrado na Figura 26.
Notou-se que todas as concentragcdes de OC testadas, exibiram um comportamento similar de
liberacdo, obedecendo a uma funcéo bi exponencial, com um perfil de liberacdo mais rapido

(burst release) nas primeiras horas e outro mais lento, nas horas advindas.
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Figura 26. Perfil de liberacdo de OC da membrana co-eletrofiada por PLDLA/BN PLDLA/BN
(co-eletrofiada) incorporada diretamente com 25%, 50% e 75% de OC.

Inicialmente, todas as amostras exibiram uma regido de burst release (Figura 26)
seguido por um perfil de liberacdo sustentado até 180 horas de analise. A membrana de
PLDLA/BN co-eletrofiada e incorporada com 25%, 50% e 75% de OC foi capaz de liberar na
primeira hora de analise aproximadamente 4,0; 5,0 e 4,5 mg.ml* de OC, respectivamente. Tal
comportamento de liberagdo esta associado as moléculas de OC adsorvidas fisicamente na
superficie do material, que sdo facilmente liberadas no meio em que a analise é realizada
(Ardekani-Zadeh; Hosseini, 2019). Entretanto, mesmo com o aumento gradual de OC a

membrana co-eletrofiada, observou-se que ndo houve aumento progressivo na quantidade de
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OC liberado no tempo inicial da analise, pois a membrana incorporada com 50% de OC teve
uma concentracdo de OC liberada maior em relagdo a membrana com 75% de OC.

Apdbs 180 horas de analise, foi possivel notar que houve um aumento gradativo na
quantidade de OC liberada. Neste caso, a membrana co-eletrofiada com 75% de OC mostrou
um aumento significativo na quantidade de OC liberada em comparagdo as outras membranas
incorporadas com menor concentragdo de OC. A diferenca na cinética de liberagdo pode estar
associada a estrutura morfoldgica inerente as fibras emaranhadas e porosas presentes na
membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada. Assim, a estrutura morfoldgica torna-se responsavel
por manter o perfil de liberagcdo por mais tempo, independente da concentragdo de OC presente
na mesma. De acordo com Edikresnha et al. (2019), a estrutura das fibras, as propriedades, a
concentracdo da substancia incorporada, a capacidade de intumescimento e a solubilidade do
carreador podem interferir no perfil de liberacdo do composto. Associado a isso, 0s autores
descrevem que a alta taxa de liberagdo pode estar relacionada a fibras de maiores didmetros,
enquanto fibras com menores didmetros tendem a ter estruturas mais densas, que dificulta a
penetracdo do meio, no material analisado.

Perfil similar de liberacdo foi verificado por Phan et al. (2021) em seu estudo
relacionado a adsorcédo de 6leo essencial de laranja e nanoparticulas de prata em superficies de
nanofibras de celulose. Observou-se que a superficie de celulose revestida com 6leo essencial
de laranja, permitiu uma liberacéo lenta e sustentada de nanoparticulas de prata. Ja os resultados
obtidos por Alves et al. (2019), mostraram que a adsorcdo fisica de dexametasona e
betametasona na superficie de membranas de PLA eletrofiadas, exibiram o mesmo perfil de
liberacdo dos farmacos incorporados diretamente em solucdo de PLA e posteriormente
eletrofiados.

Para entender o mecanismo associado a liberacdo de diferentes concentracbes de OC na
membrana PLDLA/BN co-eletrofiada, os dados experimentais foram ajustados aos modelos
cinéticos de Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Ordem Zero e Primeira Ordem conforme apresenta
na Tabela 8. No entanto, embora seja comum ajustar os dados de liberagdo coletados durante o
ensaio, aos modelos matematicos em todo o intervalo de tempo, ndo foi possivel obter um
coeficiente de correlagdo (R?) satisfatorio. Scaffaro et al., (2017) apontam que os modelos
matematicos usados para descrever a liberacdo do farmaco tém limitacGes na previsao do efeito
“burst release”. Deste modo, os dados de liberagao foram ajustados aos modelos matematicos
e divididos em dois intervalos de tempo correspondentes as duas fases de liberagdo, conforme
apontam os estudos de Scaffaro et al. (2017), que aplicou o modelo da lei das poténcias de

Korsmeyer-Peppas e Lopez-Mufioz et al. (2022), de Higuchi.
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Tabela 8. Valores de modelos matematicos de Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Ordem Zero e
Primeira Ordem aplicados aos perfis de liberacdo de 6leo de copaiba (OC).

Modelos Ajuste Parametros 25% OC 50% OC 75% OC
R? 0,99 0,98 0,98
1 n 0,38 0,32 0,27
k 0,28 0,17 083
Korsmeyer-
Peppas R2 0,96 0,98 0,98
2 n 0,12 0,12 0,23
k 0,37 0,20 0,68
1 R? 0,97 0,93 0,91
k 0,22 0,11 0,49
Higuchi
5 R? 0,91 0,96 0,99
k 0,01 0,01 0,09
1 R? 0,82 0,75 0,71
ko 1,59 0,26 0,19
Ordem Zero
) R? 0,82 0,93 0,98
ko 0,01 0,002 0,003
1 R? 0,62 0,57 0,58
- k 0,33 0,27 0,23
Primeira
Ordem ) R? 0,78 0,92 0,95
k 0,001 0,001 0,001

Fonte: Autoria Propria.

Conforme observado nos resultados apresentados na Tabela 8, os modelos matematicos
de Ordem Zero e Primeira Ordem ndo exibiram valores de R? satisfatorios para ambos 0s
intervalos de tempo associados as distintas fases de liberacdo. Por sua vez, os modelos cinéticos
de Korsmeyer-Peppas e Higuchi, apresentaram o melhor ajuste. Assim, ambos foram
comparados e apresentados na Figura 27A e B, respectivamente.
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Figura 27. Modelo matematico do perfil de liberacdo de OC, plotado por dois métodos (A) Lei

das Poténcias de Korsmeyer-Peppas e (B) Higuchi.

De acordo com a comparacdo de ambos os modelos, observou-se que a modelagem

separada dos dois intervalos de tempo ajustou-se de forma efetiva ao modelo de lei de poténcia

de Korsmeyer-Peppas em comparacdo ao modelo de Higuchi, uma vez que o valor de R? em
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todos os intervalos analisados foi superior a 0,95 (Bulbul et al., 2020). A lei das Poténcias
fornece o expoente (n) que descreve o mecanismo de liberagdo. Valores de n < 0,5 indicam que
a liberacédo ocorreu por difusdo Fickiana, enquanto 0,5 < n <1 indica transporte anémalo (nédo
Fickiano), e n = 1 representa liberacdo por inchaco. Por sua vez, o parametro k representa a
constante cinética do sistema de liberagdo, sendo que valores maiores indicam liberacdo mais
répida (Scaffaro; Lopresti, 2018). Neste caso, todas as amostras apresentaram o expoente de
liberacdo (n) com valor menor que 0,5 (n < 0,5), o que indica que a liberacdo de OC ocorreu
por meio de um mecanismo tipico de difusdo Fickiana. De acordo com Wang et al. (2017), o
resultado obtido para n indica que a liberacdo pode ser atribuida a difusdo ou permeacao do OC
pelas fibras do material co-eletrofiado, podendo também ocorrer, por meio da difusdo dos poros
guando em contato com o meio de liberacéo.

De um modo geral, os resultados obtidos por meio do perfil de liberacdo mostram que
0 OC pode se difundir de forma lenta e duradoura, permitindo que as suas propriedades
antimicrobianas sejam proteladas por um longo periodo (Ardekani-Zadeh; Hosseini, 2019).

4.2.5 Antibiograma

A atividade antimicrobiana, apds 8 e 24 horas de cultura, da membrana de PLDLA/BN
co-eletrofiada e incorporada com 25%, 50% e 75% de OC contra S. aureus, € apresentada na

Figura 28.
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25 and 50% OC 75% OC Controle

24 horas

Figura 28. Atividade antimicrobiana de OC contra S. aureus obtida pelo teste de difusdo em
agar apds 8 e 24 horas de cultura. Doxiciclina (DOX) foi utilizada como controle antibi6tico
comercial, solugdo de etanol e Tween 20 foi utilizado como controle negativo (CN1), assim
como o disco da membrana de PLDLA/BN co-eletrofiado livre de OC (CN 2).

As amostras controle, representadas pela solucdo de alcool etilico (70%)/Tween 20
(CN1) e disco da membrana de PLDLA/BN co-eletrofiado (CN2) néo apresentaram efeito
inibitério contra S. aureus, exceto o controle comercial contendo o antibidtico doxiciclina
(DOX). Por outro lado, as membranas de PLDLA/BN co-eletrofiadas e incorporadas com 25 e
50% de OC exibiram efeitos bacteriostaticos e inibitérios em 8 e 24 horas de cultivo,
respectivamente. A zona de inibi¢cdo exibiu uma diminui¢do marcante de 8 para 24 horas. Neste
caso, as membranas de PLDLA/BN co-eletrofiadas com adicdo de 25% e 50% de OC
apresentaram zonas de inibicdo que diminuiram de 15 para 6 mm e de 18 para 8 mm,
respectivamente. O padréo difuso da zona de inibicdo observado ap6s 24 horas indicou que as
propriedades bacterioldgicas de OC foram limitadas e o S. aureus passou a apresentar um
crescimento tardio na area anteriormente relacionada a zona de inibi¢cdo. Conforme apontado
por Norcino et al. 2020, o comportamento bacteriostatico de OC pode contribuir para a
manutencgéo do crescimento bacteriano em fase estacionaria, mesmo em baixas concentragdes.
Entretanto, observou-se que a adi¢do de 75% de OC a membrana de PLDLA/BN co-eletrofiado,
apos 8 horas de ensaio, foi capaz de eliminar o crescimento bacteriano, evidenciado por uma

zona de inibicdo em quase toda a area da placa. Porém, ap0os 24 horas, a zona de inibicao foi
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equivalente as concentragdes de 25% e 50%. As diferencas na formacg&o do halo de 8 a 24 horas
revelam uma perda média de 60% de &rea de inibicdo, que levou a uma zona de inibigdo de 38
mm para 13 mm. Por outro lado, a incorporacdo de OC a membrana PLDLA/BN néo foi capaz

de inibir E. coli em todas as concentragdes testadas.

Através de uma andalise comparativa do ensaio microbiologico (Figura 28), observou-se
que todas as membranas de PLDLA/BN co-eletrofiadas incorporadas com OC, no periodo de 8
e 24 horas, apresentaram uma diminuicdo relativa da atividade antimicrobiana. Segundo
Tobouti et al., (2017), as diferentes espécies de Copaifera existentes, podem diferir tanto na
composicdo quimica quanto na efetividade contra os microrganismos. A diminuicdo da
atividade antimicrobiana também pode estar atrelada a rapida acdo antibacteriana de extratos
vegetais. Santos et al. (2008) relatam em seus estudos que o OC, analisado em 3 horas de
cultivo, obteve uma efetiva e rdpida atividade bactericida contra bactérias gram positivas,
seguido de um efeito bacteriostatico em até 9 horas de cultura. Os resultados obtidos neste
estudo, também corroboram com os achados de Santos et al. (2008), uma vez que as membranas
co-eletrofiadas com a adicdo de diferentes concentragfes de OC, também apresentaram efeitos
bacteriostaticos contra S. aureus. O efeito bacteriostatico pode ser atribuido ao acido copalico

presente no OC, conforme aponta Pieri et al. (2012).

A maior concentragdo (75%) de OC presente na membrana de PLDLA/BN co-
eletrofiada, também exibiu a formacéo de uma zona de inibigdo contra S. aureus, apds 24 horas
de cultura. A atividade antimicrobiana observada, também pode ser associada aos acidos
teicoico e lipoteicoico presentes nas paredes celulares de bactérias gram-positivas. Conforme
descrito por Rodrigues et al. (2020), tais substancias sdo responsaveis por permitir a difusdo de
compostos hidrofobicos, como o OC nas células bacterianas, contribuindo para o efeito
antimicrobiano e formacdo de zonas de inibi¢do. Enquanto a resisténcia contra E. coli pode ser
atribuida a membrana externa lipopolissacaridica presente nas bactérias gram-negativas, que
dificulta a permeabilidade do OC na camada polissacaridica, gerando uma barreira protetora
resistente ao 6leo vegetal. Corroborando com os resultados obtidos, Rodrigues et al. (2020)
também avaliaram a atividade antimicrobiana de OC incorporado diretamente em filmes de
amido de mangarito e obtiveram uma zona de inibigédo de 9,75 mm contra S. aureus, o qual foi
considerado efetivo. Entretanto, outros estudos mostraram que ndo ha um consenso claro
relacionado aos niveis aceitaveis de substancias vegetais na inibi¢cdo do crescimento bacteriano

em comparagdo com os antibidticos convencionais (Masson et al., 2013). Os resultados obtidos
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e discutidos nesta secédo, corroboram com os resultados de potencial zeta em relacéo a atividade
bacteriostética e inibitoria obtida.

4.2.6 Formacao de biofilme analisada por MEV

Imagens de MEV da membrana de PDLA/BN co-eletrofiada sem a incorporacgéo de OC
e com 25%, 50% e 75% de OC, apds 24 horas de incuba¢do com S. aureus sdo apresentadas na

Figura 29.
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Figura 29. Micrografias obtidas por MEV de membranas de PLDLA/BN co-eletrofiadas
expostas a S. aureus durante 24h de incubacéo. (A) Membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada
livre de OC (400x); (B) Membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada livre de OC (x1200) (com
bactérias (indicadas por setas) e coldnia (*) indicada na regido ampliada (10000x)); (C)
Membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada com adicéo de 25% de OC (400x); (D) Membrana de
PLDLA/BN co-eletrofiada com adicao de 25% de OC (com vestigio de bactérias (*) indicadas
na regido ampliada (10000x)); (E) e (F) Membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada com adi¢ao
de 50% de OC (400 e 1200x); (G) e (H) Membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada com adigéo
de 75% de OC (400 e 1200x). Barras: 50, 10 e 1 pm.
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A formagc&o de biofilme bacteriano foi observada em toda a superficie da membrana de
PLDLA/BN co-eletrofiado sem a presenca de OC (Figura 29A e B). A presenca de bactérias
dispersas ou aglomeradas indica a formacgdo de coldnias ao longo das fibras. A S. aureus
apresentou morfologia esférica tipica do coco bacilo, com didametro variando de 0,37 a 0,46 um
(£0,072), corroborando com os resultados descritos por Medved’'ova e Valik (2012). Por outro
lado, a incorporagdo minima de OC (25%) na membrana co-eletrofiada, acarretou uma
diminuicdo drastica no numero de bactérias que poderiam ser aderidas ao longo das fibras
(Figura 29C e D). A incorporacao de 25% de OC foi capaz de causar danos a parede celular de
S. aureus, evidenciados por fragmentos bacterianos irregulares amorfos de sua morfologia
tipica. Entretanto, a incorporacdo de OC em concentracfes maiores (50% e 75%) apresentou
efeitos de prevencdo da formacédo de biofilme, pois ndo foi observada a presenca de células
bacterianas ao longo das fibras (Figura 29E e H).

Os efeitos bacteriostaticos do OC nas amostras foram claramente identificados por
MEV, pois ndo foram identificados a formacdo e a presenca de col6nias bacterianas. O aspecto
de eletrofiacdo observado pela morfologia das fibras mostrou um padrdo rico em reentrancias
porosas, aleatoriamente orientadas e interconectadas, o qual permite a troca de moléculas e ions.
Tais caracteristicas geram um microambiente favoravel e privilegiado para a colonizacgdo de
microrganismos patogénicos (Pompa-Monroy et al., 2020). Assim, a incorporacdo de OC no
material co-eletrofiado, criou uma caracteristica importante que pode impedir a formacéo de
nichos microbiol6gicos durante o periodo testado.

A prevencdo precoce da propagacdo de potenciais patdgenos é uma questdo de suma
importancia nas abordagens clinicas. O uso de curativos bacteriostaticos que possam ser
aplicados em éareas lesionadas que geralmente sdo submetidas a exposicdo a superficies
contaminadas, como maos e pés, € um recurso desejavel para evitar o crescimento e a
colonizacdo de bactérias gram-positivas, que podem levar a uma infeccdo tardia de um tecido

em processo de cicatrizagao.

4.2.7 Ensaio de cristal violeta

A técnica Cristal Violeta é descrita na literatura para quantificar a formagéo de biofilme
bacteriano, conforme ja observado por Shukla e Rao (2017) e apresentado na Figura 30. Ap6s
24 horas de culturade S. aureus em membrana PLDLA/BN co-eletrofiada, observou-se turbidez
no grupo controle (membrana PLDLA/BN co-eletrofiada sem 6leo) e grupo contendo 25% de
OC. O grupo contendo 50 e 75% de OC apresentou visivelmente uma cultura mais translucida
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(Figura 30), que esta relacionado diretamente a uma menor quantidade de bactérias, devido a
liberacdo de concentracfes de 6leo no meio de cultura bacteriana.
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Figura 30. Imagem representativa da turbidez do cultivo de S. aureus em membrana co-
eletrofiada de PLDLA/BN sem adig¢do de OC (0%) e com a adigédo de 25, 50 e 75% de OC.
Gréfico da andlise da coloracdo com Cristal Violeta, com porcentagem de bactérias presentes
na formacdo de biofilmes nas membranas co-eletrofiadas (PLDLA/BN) e as respectivas
concentracdes de OC, onde *** ¢ p>0,0001 e **** ¢ p<0,0001.

Os resultados observados no grafico obtido pela coloracdo com Cristal Violeta,
indicaram que as concentracGes de 50% e 75% de OC incorporadas a membrana de PLDLA/BN
co-eletrofiada, inibiram o crescimento bacteriano com uma taxa de permanéncia viva de 17% e
10%, respectivamente. Enquanto a adigdo de 25% de OC na membrana co-eletrofiada
apresentou uma alta taxa de crescimento bacteriano de biofilme de 82%. Em comparagdo com
as membranas PLDLA/BN co-eletrofiadas sem a incorporacdo de OC, a alta taxa (82%)
detectada na amostra contendo 25% de OC foi considerada uma taxa de crescimento de 100%
conforme quantificado pelo ensaio de cristal violeta. Apesar das diferengas marcantes entre as
amostras sem a incorporacdo de 6leo (0%), 50% e 75% de OC obtidas neste ensaio, as bactérias
remanescentes ndo foram capazes de colonizar a superficie das membranas de PLDLA/BN co-
eletrofiadas conforme observado por MEV. A membrana de PLDLA/BN co-eletrofiada com
adicdo de 25% de OC também apresentou essa diferenca quando comparada com as maiores
porcentagens de OC. Isso mostra que a presenca de OC em concentragdes mais altas,
especialmente com 75%, resultou em menor formacdo de biofilme na membrana de
PLDLA/BN co-eletrofiada, assim como nos resultados obtidos pelo antibiograma e pelas
micrografias de MEV.

Deste modo, 0 ensaio de Cristal Violeta demonstrou que a presenca e a liberacdo de OC

na membrana co-eletrofiada foi eficiente na inibi¢ao de bactérias cultivadas em caldo BHI, ap6s
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24 horas, de acordo com a Escala Nefelométrica de MC Farland. De acordo com estudos de
Zapata e Arcos (2015), a turbidez da cultura bacteriana esta associada a concentracdo de
bactérias presentes no meio, com base na escala de McFarland, uma vez que a turbidez do meio
é alterada com a presenca de bactérias. Este fato expressa a eficacia tanto na liberacdo quanto
na capacidade bactericida do OC no meio de cultura. Segundo Guimaraes et al. (2016), o OC
tem capacidade bactericida para a espécie S. aureus, na concentracdo de aproximadamente

0,3125 mg/mL, impedindo a atividade de crescimento.

Comparando todos os resultados microbioldgicos, observou-se uma dose dependente da
inibicdo da formacao de biofilme, evidenciada nos resultados obtidos através do Cristal Violeta
guando comparado ao MEV e ao antibiograma. Por outro lado, a correlacdo direta do perfil de
liberagdo, com maior ou menor inibicdo bacteriana, ndo pode ser realizada com uma
comparacao confidvel devido a distribuicdo de liberagdo relativamente igual ao longo do tempo
analisado. Portanto, os resultados comprovam que a membrana co-eletrofiada permite a difusdo

do OC, favorecendo a inibicdo da atividade bacteriana.
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5 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que a técnica de co-eletrofiagdo de PLDLA com diferentes concentracbes
de BN produziu membranas fibrosas com propriedades adequadas para aplicacdes em curativos
dérmicos. A analise multifacetada revelou a presenca de BN nas membranas e indicou uma
melhoria na estabilidade térmica e na compatibilidade dos componentes, especialmente na
amostra de PLDLA + 1,5% BN, que apresentou baixa citotoxicidade, boa biocompatibilidade,
elasticidade e moderada hidrofobicidade, caracteristicas essenciais para curativos flexiveis e
adaptaveis. Foi observado um efeito antimicrobiano significativo das membranas co-
eletrofiadas (PLDLA/BN) com 75% de OC contra S. aureus, demonstrando a capacidade dessas
membranas de prevenir a formagdo de biofilme, tornando-as promissoras para a profilaxia
terapéutica e prevencdo de infeccdes bacterianas. Essas descobertas indicam que as membranas
co-eletrofiadas de PLDLA/BN/OC possuem um grande potencial para atuar no tratamento de
feridas ocasionadas por queimaduras, uma vez que se mostraram promissoras na prevencao de

infeccdes, consolidando seu potencial como curativo avangado.

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade a este trabalho propomos:

1. Arealizacdo de teste de biocompatibilidade in vitro das membranas eletrofiadas por PLDLA
+ 1,5% BN incorporada com 25%, 50% e 75% de OC;

2. Ensaio de cicatrizacao de feridas in vitro da membrana de PLDLA + 1,5% BN e da mesma
incorporada com 25%, 50% e 75% de OC.

3. Ensaio in vivo em modelos de queimaduras de segundo grau realizados em camundongos,
para investigacdo do reparo tecidual, bem como o tempo de cicatrizacdo baseadas na resposta
bioldgica do organismo ap0s o tratamento com a membrana co-eletrofiada por PLDLA + 1,5%

BN e da mesma incorporada com OC.

Destacamos que 0s experimentos sugeridos no item 3 requer envolvimento da aprovacgao do

comité de ética da instituicdo para a realizacdo dos ensaios em animais.
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