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RESUMO

Este estudo teve como objetivos produzir hidrogéis a base de alcool polivinilico (PVA)
associado a propolis pelo método de eletrofiacdo e eletrofiacdo mais ciclos de congelamento e
descongelamento, bem como a realizacdo de teste de citotoxicidade in vitro nos hidrogéis,
caracterizagdo fisico-quimica e avaliacdo da cicatrizacdo cutdnea em Cavia porcellus,
comparando o0 processo de cicatrizacdo dos hidrogéis entre si, e com 0 curativo de
hidrocoldide. No capitulo I, os hidrogéis foram produzidos e submetidos a analise de
citotoxicidade in vitro através do teste de MTT para avaliacdo da sua viabilidade celular. Foi
visto que os hidrogéis de PVVA/prépolis nas concentragdes produzidas e avaliadas ndo foram
citotoxicas, estando aptas a serem avaliadas em estudos in vivo. No capitulo 11 os hidrogéis
foram eletrofiados e depois submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento,
posteriormente realizou-se a caracterizagdo fisico-quimica, analisando a condutividade
elétrica, angulo de absorcdo de &gua, absorbancia, FTIR, anélise por calorimentria
exploratéria diferencial e microscopia eletrdnica por varredura. O método de producdo foi
eficiente gerando caracteristicas fisico-quimica ideais para hidrogéis usados como curativos.
No capitulo 11l foram utilizados dezoito Cavia porcellus (porquinhos-da- india) distribuidos
em trés grupos, (HE) curativos de hidrogel eletrofiados, (HC) curativos de hidrogel
congelados/descongelados e (H) curativos de hidrocoldide, com seis animais em cada grupo.
Com os animais sob efeito de anestesia geral procedeu-se antissepsia da regido dorsal, e
posteriormente demarcou-se um defeito cuténeo circular de 2 cm que foi incisado, removendo
a pele até o musculo paniculo carnoso. A cicatrizacdo das feridas foi avaliada quanto aos
aspectos macroscopicos e histopatoldgicos. Na avaliagdo macroscopica a presenca de edema,
inflamacdo e exsudato foi mais acentuada nas feridas com curativos de hidrocoldide. Néo
houve diferenca estatistica entre os dois tipos de hidrogéis utilizados. Na avaliagédo
histopatologica, ambos os curativos de hidrogéis se mostraram semelhantes, contudo nas
feridas que foram utilizados curativos de hidrocoldides houve intensa reacdo inflamatoria,
discreta presenca de anexos cutaneos e presenca de células gigantes. Concluiu-se que os dois
tipos de curativos de hidrogéis eletrofiados produzidos se mostraram mais eficazes que 0s
curativos de hidrocoloides.

Palavras-chave: compostos fendlicos, regeneracdo, engenharia tecidual, queimadura.



ABSTRACT

This study aimed to produce hydrogels based on polyvinyl alcohol (PVA) associated
with propolis by the electrospinning and electrospinning method plus freezing and
thawing cycles, as well as performing an in vitro cytotoxicity test on the hydrogels,
physicochemical characterization and evaluation of skin healing in Cavia porcellus,
comparing the healing process of hydrogels with each other, and with the hydrocolloid
dressing. In chapter 1, the hydrogels were produced and submitted to in vitro
cytotoxicity analysis through the MTT test to evaluate their cell viability. It was seen
that the PVA/propolis hydrogels at the concentrations produced and evaluated were not
cytotoxic, being able to be evaluated in in vivo studies. In chapter Il, the hydrogels were
electrospun and then subjected to freezing and thawing cycles, later the physical-
chemical characterization was carried out, analyzing the electrical conductivity, water
absorption angle, absorbance, FTIR, analysis by differential exploratory calorimetry and
electron microscopy. per sweep. The production method was efficient, generating ideal
physical-chemical characteristics for hydrogels used as dressings. In chapter IlI,
eighteen Cavia porcellus (guinea pigs) were distributed in three groups, (HE)
electrospun hydrogel dressings, (HC) frozen/thawed hydrogel dressings and (H)
hydrocolloid dressings, with six animals in each group. With the animals under general
anesthesia, antisepsis of the dorsal region was performed, and a 2 cm circular skin
defect was demarcated, which was incised, removing the skin up to the panniculus
carnosus muscle. Wound healing was evaluated in terms of macroscopic and
histopathological aspects. In the macroscopic evaluation, the presence of edema,
inflammation and exudate was more pronounced in wounds with hydrocolloid
dressings. There was no statistical difference between the two types of hydrogels used.
In the histopathological evaluation, both hydrogel dressings were similar, however, in
the wounds that were used hydrocolloid dressings, there was an intense inflammatory
reaction, discreet presence of skin appendages and presence of giant cells. It was
concluded that the two types of electrospun hydrogel dressings produced were more
effective than the hydrocolloid dressings.

Keywords: phenolic compounds, regeneration, tissue engineering, burns
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1. INTRODUCAO GERAL

Uma ferida € descrita como uma agressdo por um agente ao tecido vivo, essa
agressdo pode ser de origem fisica, mecanica, quimica ou por uma afeccdo clinica. A
forma como ocorre a lesdo ao tecido cutaneo é de grande importancia, pois influencia
diretamente na cicatrizacdo da ferida, que pode ser por primeira ou segunda intengéo
(PERCIVAL, 2002).

O processo normal de cicatrizacdo de feridas inclui uma atividade complexa que
consiste em uma série de eventos como hemostasia, inflamagdo, proliferacdo e
remodelagdo da matriz extracelular (MEC). Esse processo é severamente desregulado
em casos de condicGes fisiopatoldgicas, como a diabetes e de amplos ferimentos
causados por queimaduras ou acidentes que resultam na perda da maioria dos tecidos da
pele, que desse modo, ndo cicatriza (CLARK et al., 2007; SEAVEY et al., 2016;
TAVAKOLI e KLAR, 2020).

Geralmente as feridas se classificam em duas categorias, feridas agudas e
cronicas. As feridas agudas resultam de eventos traumaticos ou cirdrgicos que seguem
um processo previsivel e bem organizado envolvendo plaquetas, fibroblastos e
queratinécitos. Em contra partida, as feridas cronicas apresentam inflamacéo
prolongada, infecgbes frequentes, presenca de biofilmes microbianos resistentes a
drogas e falha das células dérmicas e epidérmicas em responder aos estimulos
reparadores (MOHAMAD et al., 2014; ANDREU et al., 2015).

Existe grande dificuldade no tratamento de pacientes com feridas e queimaduras,
entre os tipos de queimaduras, as de grau 2 e 3 sdo as mais complexas de se tratar, pois
exigem curativos especializados ( MOHAMAD et al., 2014). Os curativos sdo uma
forma de tratamento das feridas cutaneas e sua escolha decorre de fatores intrinsecos e
extrinsecos. Esse tratamento € dindmico e esta relacionado com as fases de cicatrizagao
da ferida. A escolha do curativo deve levar em consideracdo a natureza, localizacao e
tamanho da ferida (FRANCO e GONCALVES, 2008).

Os curativos Umidos sdo capazes de estimular a cicatrizagdo tecidual quando
comparados com 0s curativos secos, Visto que, previnem a desidratacdo tecidual que
leva a morte celular, aceleram a angiogénese, estimulam a epitelizacdo e formacgéo do

tecido de granulacdo, facilitam a remocdo de fibrina, diminuem a necrose tecidual,
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servindo como barreira protetora contra patdogenos e sdo mais faceis de serem
removidos, causando menos dor ao paciente (FRANCO e GONCALVES, 2008;
GHOMI et al., 2019).

Os hidrogéis sdo polimeros porosos solUveis em agua que apresentam uma
estrutura de redes reticuladas com disposi¢do tridimensional de suas cadeias
poliméricas, possuem capacidade de reter grandes quantidades de &gua ou biofluidos,
pois possuem forgas hidrofilicas, osmaticas e de hidratagdo, que sdo contrabalanceadas,
resultando em inchaco das redes de cadeias. Eles representam biomateriais com
sistemas avancados de liberacdo de ativos, aptos a proporcionar vantagens frente as
formas farmacéuticas convencionais, por serem biocompativeis e apresentarem
propriedades mecanicas adequadas (GEEVER et al., 2008; EFE et al., 2013; PANDE,
2017; KAMOUN et al., 2017; VARAPRASAD et al., 2017).

A combinacdo de hidrogel com a técnica da eletrofiacdo para producdo de
curativos vem sendo bastante utilizada para producdo de curativos com caracteristicas
ideais para o tratamento das feridas (EFE et al., 2013; KAMOUN et al., 2017; GAO et
al., 2021).

A Eletrofiacdo é uma técnica promissora de producdo de nanofibras usadas
como curativos que utiliza alto potencial para produzir fibras poliméricas em
nanoescala. Estas fibras apresentam didmetros controlados com microestruturas porosas
que se interligam entre si e apresentam uma alta versatilidade permitindo o uso de
varios tipos de polimeros (GAO et al., 2021).

No processo de eletrofiacdo as forcas eletrostaticas sdo usadas e uma fonte de
energia de alta tensdo é conectada gerando um campo elétrico entre a ponta do capilar e
um coletor aterrado, a gota é mantida na ponta do capilar devido a tensdo superficial. A
medida que a tensdo aumenta, as for¢as viscoelasticas sdo superadas por forcas elétricas
devido ao fato de que a gota fica distorcida. Finalmente, acima de uma tenséo critica,
um jato € ejetado do apice de uma superficie conica, conhecida como cone “Taylor”
(SENER et al.,2011).

Em meio as terapias alternativas, os produtos naturais vém sendo amplamente
utilizados, por suas propriedades terapéuticas, disponibilidade e o baixo custo. A
prépolis proveniente das abelhas da espécie Apis mellifera tem sido muito aplicada para
tratamento de lesdes cutaneas (BARBOSA et al., 2009).
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A prépolis é conhecida como uma substancia resinosa complexa que € coletada
pelas abelhas para proteger as colmeias de invasores e microorganismos. Também é
usado pelas abelhas para isolamento térmico e fortalecimento das colmeias,
preenchendo as rachaduras e buracos. Sua composic¢ao quimica depende principalmente
da variabilidade de origem botanica e seus constituintes e inclui polifendis, terpendides,
esterdides e aminoacidos (EBADI e FAZELIB, 2021).

A propolis apresenta uma mistura complexa, suas atividades bioldgicas séo
relatadas devido a presenca dos flavonodides, &cidos fendlicos e éteres obtidos
principalmente de substancias derivadas de plantas. Assim, embora a prépolis seja um
produto de origem animal, uma parte consideravel de seus componentes responsaveis
pelas atividades biologicas sdo derivados de plantas. Em virtude de seus inumeros
componentes a prépolis apresenta diversas propriedades, como: antissépticas,
antifangicas, antibacterianas, antivirais, anti-inflamatorias e antioxidantes (GALEOTTI
et al., 2018).

Objetivou-se com este estudo produzir um curativo de hidrogel a base de alcool
polivinilico (PVA) associado a propolis e avaliar sua influéncia na cicatrizagdo cutanea

em Cavia porcellus, bem como, analisar suas caracteristicas fisico-quimicas.

REFERENCIAS

ANDREU, V.; MENDOZA, G.; ARRUEBO, M. et al. Smart dressings based on
nanostructured fibers containing natural origin antimicrobial, anti-inflammatory, and
regenerative compounds. Material, v.8, p. 5154-5193,2015.

BARBOSA, M. H.; ZUFFI, F. B.; MARUXO, H. B et al. Acéo terapéutica da préopolis
em lesdes cutaneas. Acta Paul.Enferm., v.22, n. 3,p. 318-322, 2009.

CLARK, R. A. F.; GHOSH, K.; TONNESEN, M. G. Tissue Enginnering for cutaneous
wounds. Journal of Investigative Dermatology, v.127, p.1018-1029, 2007.

EFE, H.; BICEN, M.; KAHRAMAN, M. V.; KAYAMAN-APOHAN, N. Synthesis of
4-Acryloylmorpholine-based Hydrogels and Investigation of their Drug Release
Behaviors. J. Braz. Chem. Soc., v. 24, n. 5, p. 814-820, 2013.

EBADI, P.; FAZELI, M. Evaluation of the potential in vitro effects of propolis and

wound healing in human dermal fibroblast cells. South Africam Journal of Botany,
2021.

18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5867556/#B7-foods-07-00041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5867556/#B4-foods-07-00041

GEEVER, L.M.; COONEY, C.C.; LYONS, JG., KENNEDY, JE. et al
Characterization and controlled drug release from novel drug-loaded hydrogels.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 69, p.1147-1159,
2008.

FRANCO, D e GONCALVES, L. F. Feridas cutaneas: A escolha do curativo adequado.
Rer. Col. Bras. Cir, v. 35, n. 3, 2008.

GALEOTTI, F.; MACCARI, F.; FACHINI, A.; et al. Chemical composition and
antioxidante activity of propolis prepared in different forms and in different solvents
useful for finished products. Foods, 2018.

GAO, C.; ZHANG, L.; WANG, J.; et al. Wound healing process. J. Mater. Chem. B,
v. 9, p. 3106-3130, 2021.

GHOMI, E. R; KHALILI, S.; KHORASANI, S. N. et al. Wound dressings: Currente
advances and future directions. J. Appl. Polym. Sci, 2019.

MOHAMAD, N.; AMIN, M.C.I.M.; PANDEY, M. et al. Bacterial celulose/acrylic acid
hydrogel synthesized via eletron beam irradiation: Accelerated burn wound healing in
na animal model. Carbohydrate polymers, p. 312-320,2014.

PANDE, P. P. Polymer Hydrogels and Their applications. Int. J. Mater. Sci, v.12, n.1,
2017.

PERCIVAL, N. J. Classification of Wounds and their management. The medicine
publishing, 2002.

SEAVEY, J. G.; MASTERS, Z. A.; BALAZS, G. C.; TINTLE, S. M. et al. Use of a
bioartificial dermal regeneration template for skin restoration in combat casualty
injuries, Regenerative Medicine, v.11, n.1, p.81-90, 2016.

SENER, A.G., ALTAY, AS., ALTAY, F. Effect of voltage on morphology of
electrospun nanofibers. Conference electrical and electronics engineering, 2011.

VARAPRASAD, K.; RAGHAVENDRA, G. M.; JAYARAMUDU, T.; YALLAPU, M.
M. et al. A mini review on hydrogels classification and recent developments in
miscellaneous applications. Materials Science and Engineering, v. 79, p. 958-971,
2017.

KAMOUN, E. A.; KENAWY, EL-REFAIE. S.; CHEN, X. A review on polymeric
kyorgel membranes for wound dressing applications: PVA-based hydrogel dressings.
Journal of Advanced-research, v.8, 2017.

TAVAKOLL, S.; KLAR, A.S. Advanced Hydrogels as wound dressings. Biomolecules,
2020.

19



2. CAPITULO I: Producéo e analise de citotoxicidade in vitro do hidrogel a base
de alcool polivinilico (PVA) associado a prépolis para producéo de curativos
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RESUMO

Obijetivou-se com este estudo produzir e analisar a citotoxicidade in vitro de hidrogel a
base de alcool polivinilico (PVA) associado a propolis para aplicacdo na area de
curativos biomédicos, conforme classificagdo e normas da 1ISO 10993. As amostras de
propolis marrom foram coletadas de abelhas Apis mellifera, foram preparadas quatro
amostras de propolis, onde cada uma foi composta por 1 g de propolis e 10 ml de etanol
a 70%. Apos a dissolugdo da propolis em etanol quatro hidrogéis foram fabricados por
meio da técnica de eletrofiacdo, congelamento e descongelamento. Os hidrogéis foram
produzidos nas seguintes concentragfes: 5% PVA: propolis (7: 3), 5% PVA: propolis
(8: 2) e 5% PVA: propolis (9: 1. Posteriormente a producdo, os hidrogéis foram
submetidos a analise de citotoxicidade in vitro pelo teste de MTT para avalia¢do da sua
viabilidade celular. Os hidrogéis de PVA/prépolis nas concentracdes produzidas e
avaliadas ndo foram citotoxicas, estando aptas a serem avaliadas em estudos in vivo.

Palavras-chaves: curativo biomédico, cicatrizacdo, anti-inflamatéria.

ABSTRACT

The objective of this study was to produce and analyze the in vitro cytotoxicity of a
hydrogel based on polyvinyl alcohol (PVA) associated with propolis for application in
the area of biomedical dressings, according to the classification and standards of ISO
10993. The samples of brown propolis were collected from Apis mellifera bees, four
samples of propolis were prepared, where each one was composed of 1 g of propolis
and 10 ml of 70% ethanol. After dissolving the propolis in ethanol, four hydrogels were
manufactured using the electrospinning, freezing and thawing technique. The hydrogels
were produced at the following concentrations: 5% PVA: propolis (7: 3), 5% PVA:
propolis (8: 2) and 5% PVA: propolis (9: 1. After production, the hydrogels were
subjected to analysis of in vitro cytotoxicity by the MTT test to evaluate its cell
viability.The PVA/propolis hydrogels in the concentrations produced and evaluated
were not cytotoxic, being able to be evaluated in in vivo studies.

Keywords: biomedical dressing, healing, anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

A ferida é uma descontinuidade no tecido que ocorre devido a uma laceracao
exogena na pele causando trauma, seu manejo € um desafio terapéutico ndo atendido e
um fardo global de saude. As atuais estratégias de tratamento apresentam eficiéncia
limitada no manejo de feridas, passando assim por constante evolugdo nas abordagens
de tratamento (Chen et al., 2017)

O desenvolvimento de novos dispositivos que possam ser utilizados como
curativos para o tratamento de feridas cutdneas tem se tornado um campo de vasta
exploragdo cientifica. Para conferir tratamento adequado aos diferentes tipos de leses,
os materiais utilizados devem oferecer condi¢cbes para a manutencdo de ambiente
adequado no leito de cicatrizagdo (Murray et al., 2019).

Os hidrogéis eletrofiados representam uma nova classe de materiais que
mostram grande potencial em muitas aplicacbes biomédicas, pois fornecem as
propriedades desejadas para curativos como absorcdo de exsudato, permeabilidade ao
oxigénio e alta &rea de superficie, que é em grande parte atribuida a evolucdo da
nanotecnologia (Chen et al., 2017; Ambekar e Kandasubramaniany, 2019).

A eletrofiacdo forma fibras através da aplicacdo de um campo eletrostatico a
uma solucdo polimérica, essas fibras apresentam peso leve, didmetros pequenos,
comprimentos longos, grande area de superficie por volume, alta porosidade e tamanho
de poro mindsculo. A eletrofiacdo permite que farmacos sejam incorporados para agir
no local da leséo (Bakar et al., 2019; Ambekar e Kandasubramaniany, 2019).

Os hidrogéis sdo bons candidatos para o tratamento de feridas, eles sédo
polimeros porosos sollveis em agua que apresentam uma estrutura tridimensional. Estes
sdo desenvolvidos como géis coloidais, que contém agua como meio de dispersao e sdo
capazes de responder de forma inteligente as variacGes do catalisador ambiental, como
forca ibnica, pH, campo elétrico, temperatura, enzimas etc. Os hidrogéis se assemelham
ao tecido vivo (em estado inchado) devido a sua natureza macia, flexivel e
biocompativel (Pande, 2017; Kamoun et al,. 2017).

Dentre os polimeros empregados na producdo de hidrogéis, o alcool polivinilico
(PVA) é um dos biomateriais mais estudados e utilizados na sintese de sistemas de
liberacdo controlada de ativos, devido a capacidade de formar hidrogéis através da
reticulacdo fisica ou quimica aliada as caracteristicas de ndo toxicidade, minima adeséo
celular e absorcdo de proteinas, tornando-o um polimero apropriado para fins
biomédicos e farmacoldgicos (Alcantara et al,.2010; Jiang e Liu, 2011).

Dentro do arsenal terapéutico utilizado na cicatrizagcdo de feridas, os produtos
naturais vém sendo largamente utilizados, sendo a propolis um dos mais empregados
dentre os produtos de origem animal (Rocha e Reis, 2005).

A prépolis € uma substancia resinosa produzida por abelhas de diversas
especies, a partir do exsudato de plantas (arvores, flores e folhas), pélen e secregdes
salivares e enzimaticas, secretadas pelo metabolismo glandular desses insetos. Sua
composigdo quimica é bastante varidvel e complexa. Estudos realizados em distintas
espécies evidenciaram que a propolis possui diversas propriedades bioldgicas, como
antifungica, anti-tumoral, antibacteriana, anti-inflamatoria, cicatrizante,
antiulcerogénica, antiparasitaria, antioxidante e imunoestimulatéria (Batista et al.,
2015).

Para que os biomateriais e substancias sejam introduzidos na aplicacéo
biomédica, eles devem ser submetidos a testes de citotoxicidade in vitro para comprovar
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sua biocompatibilidade, certificando-se que o material ndo desencadeard reacdes
adversas ao organismo (Rogero et al., 2003).

Para ser aprovado no teste de citotoxicidade in vitro, o biomaterial ndo deve
ocasionar a morte das células nem afetar suas funcdes celulares. Assim sendo, com o
uso de técnicas de cultura de células, os testes podem detectar a ocorréncia de lise das
células, de inibicdo do crescimento celular e de outros efeitos que possam ser
desencadeados nas mesmas (Daguano et al., 2007).

Este estudo teve por objetivo, produzir e analisar a citotoxicidade in vitro de
hidrogel a base (PVA) associado a propolis para producdo de curativos, conforme
classificagdo e normas da ISO 10993.

2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biomateriais do Athlone
Institute of Technology (AIT) localizado na Irlanda .

Neste estudo utilizou-se o alcool polivinilico (PVA) (Mw: 195 kg/mol) com
98,0-98,8% hidrolisado, adquirido da Sigma-Aldrich. A propolis bruta foi coletada de
colmeias de Apis mellifera localizadas em Quitandinha no estado do Parana (PR), Brasil
na primavera de 2013 da flora Baccharis uncinella.

Para a producdo dos hidrogéis primeiro preparou-se as solucfes de préopolis e de
PVA. A solucdo de prépolis foi obtida através da moagem usando um moedor de
legumes, depois adicionou-se 25 g de prdpolis a 250 ml de etanol e utilizou-se banho de
ultrassom para auxiliar a extracdo da propolis em etanol. Todo o processo de extracdo
durou 1 hora em temperatura de -70 °C. E entdo a solu¢do foi armazenada em geladeira
por mais de 24 horas e em seguida filtrada.

Posteriormente, preparou-se a solucdo de alcool polivinilico (PVA) a 5% a partir
de 0,5 g de PVA, 10 ml de etanol a 70% aquecido a 150 °C por 3 horas. Foi preparada
uma mistura de 5% de PVA e prdpolis em diferentes concentra¢des, conforme mostrado
na Tab. 1.

Tabela 1: Concentracdes e volumes das solucBes de propolis e PVA obtidas para
confeccdo do hidrogel a ser submetido a analise de citotoxicidade in vitro para producéao
de curativos

Amostra Total volume (ml) 5% PVA (ml) Propolis (ml)
5% PVA 10 10 0

5% PVA: Propolis (7:3) 10 7 3

5% PVA: Propolis (8:2) 10 8 2

5% PVA: Propolis (9:1) 10 9 1

A técnica de eletrofiacdo foi usada para producdo dos hidrogéis de
PV A/prépolis, o aparelho de eletrofiacdo fabricado pela Spraybase, é composto por uma
seringa (anexada ao emissor), um coletor aterrado e fonte de alimentagcdo com alta
tensdo. Os seguintes pardmetros foram analisados no processo de eletrofiacdo: a
concentragdo de PVA e propolis, condutividade, voltagem, distancia entre a agulha e a
placa e o tempo de execucao.
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Os hidrogéis de PVA com propolis (Fig. 1) foram preparados dissolvendo as
amostras de PVA e propolis em um volume total de agua deionizada com etanol a 70 °
C sob constante agitacdo até a completa solubilizacdo do PVA.

Figura 1: Hidrogel de PVA/prépolis
apos eletrofiacao.

As solucGes de PVA com prdpolis foram eletrofiadas, aplicando tenséo e pressao
que variaram de acordo com a viscosidade da amostra para obter um cone de Taylor. Os
hidrogéis foram eletrofiados sobre uma placa coletora de aco inoxidavel onde esta foi
limpa e recebeu uma gota de Tween 80 a fim de evitar a aderéncia dos hidrogéis a placa.

Por fim, alguns dos hidrogéis que foram eletrofiados passaram pelo processo de
congelamento e descongelamento, eles foram congelados em nitrogénio liquido a uma
temperatura constante de -80 ° C por 20 min, depois descongelados em temperatura
ambiente e distribuidos em uma placa de 12 pocos e secos em temperatura ambiente,
apos a producdo, os hidrogéis foram submetidos ao teste de citotoxicidade in vitro.

A linhagem celular utilizada foi a de fibroblastos de camundongos NIH/3T3
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC CRL-1658, Manassas,
Virginia,U.S.A). Os fibroblastos NIH/3T3 foram cultivados em garrafas de 25 cm?
contendo 440 ml de meio de cultura DMEM (do inglés Dulbecco’s Modidied Eagle’s
Médium) (Gibco,Grand Island, NY, U.S.A.), 5 ml de estreptomicina/penicilina (Gibco)
a 1% e suplementado com 50 ml de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) a 10% em uma
estufa (Sanyo) a 37° C em atmosfera umida com 5% de CO,, trocando-se 0 meio a cada
dois dias.

As células foram cultivadas em triplicatas na densidade de 0,5x10° células por
poco, contadas com o auxilio da cAmara de Neubauer, em placas de cultura de 96 pocos.

Removeu-se 0 meio original, adicionou-se 5 ml de (SFB) ao recipiente, 1 ml de

solugdo de Tripsina-EDTA ao frasco, posteriormente, colocou-se a solugdo na
incubadora durante 3-4 minutos, onde obteve-se 6 ml de suspensdo celular que foi
adicionada a um tubo que foi centrifugado a 1000 rpm, por 5 minutos, depois a
suspensdo foi completamente removida por micropipeta, 2 ml de meio fresco foram
adicionados ao tubo centrifugo e homogeneizados.

Para a realizagcdo da contagem celular, transferiu-se para um tubo universal 0,2
ml de suspensdo celular, 0,3 ml de (SFB) e 0,5 ml de reagente azul de tripano a 0,4%
(corante de viabilidade). O tubo foi deixado em repouso por aproximadamente 1 minuto
e 10 ul dessa suspenséo celular foram adicionados a cada camara.

O cultivo de fibroblastos NIH/3T3 foram expostos a diferentes solugfes de
PVA/prépolis. As solugdes foram compostas por 10 mg de PVA puro 5%, PVA 5%:
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prépolis (7: 3), PVA 5%: prépolis (8: 2) e 5% PVA: prépolis (9: 1), os hidrogéis foram
pesados e essas amostras foram dissolvidas em 5 ml de meio DMEM e submetidos a
incubacéo por 12 horas.

As solucbes que continham quatro nanofibras foram diluidas em cinco
concentracdes diferentes (100%, 80%, 60%, 40%, 20%). Cada tubo Eppendorf foi
preenchido com 500 pl de solucdo, onde 400 pl foi composta pela solugdo teste/ DMEM
e 100 pl da solugao padrao/DMEM. Por exemplo, na preparacao de 500 ul de controle
80% puro (PVA) foi adicionado 400 pl de solucao de PVA 5% pura e 100 pl de meio
fresco no tubo Eppendorf.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT, onde um total de 300 pl
da solugao foi adicionado a cada poco, que incluia 100 ul de células, 100 pl de solugao
de propolis e 100 pul da solugdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-
difeniltetrazélio) (Sigma, Saint Louis, MO, USA) na concentracdo de 10mg/ml. Pelo
fato do reagente MTT se decompor facilmente sob a luz, o que provavelmente tem
maior impacto nos resultados finais da determinacdo, esse processo foi realizado em
ambiente escuro. As células foram incubadas por 4 horas em estufa (Sanyo) a 37°
contendo 5% de CO,. Transcorridas as 4 horas, o meio com MTT foi aspirado e logo
em seguida adicionado 100 uL. de DMSO (Sigma) para solubilizar os sais de formazan.
Por fim, o leitor de placas BioTek Synergy HT foi usado para ler a absorvancia de cada
pogo com comprimento de onda de 540 nm e 670 nm (Fig. 2).

Diferentes concentracdes de hidrogéis foram colocadas em copos separados (5%
PVA, PVA: Propolis (7: 3), PVA: Propolis (8: 2), PVA: Propolis (9: 1), as amostras
foram colocadas em um forno a 70 °C e depois retiradas apds a secagem para evitar a
influéncia de bactérias externas, 1 ml de meio DEME e 1 ml de suspensao de células 1 *
10° foram adicionados &s 5 amostras separadamente e as 5 amostras foram incubadas
durante a noite.

Devido a presenca e auséncia de tingimento no experimento, diferentes

microscopios foram utilizados para observar as células. Os grupos 1 e 2 (sem células
tingidas) foram observados por microscopia éptica, enquanto o terceiro grupo com
células tingidas foram observados por microscopia de fluorescéncia.
Para andlise através da microscopia de fluorescéncia, as células foram submetidas a
coloracdo DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol), foi preparada uma solugéo de 1 ug / ml de
DAPI em 1 ml de (SFB), trés gotas de DAPI foram adicionadas no ambiente escuro e
depois de esperar por aproximadamente 15 minutos, e entdo o (SFB) foi usado para
lavar a amostra. Em seguida, foi adicionado 1 ml de metanol e fixado durante cerca de
10 minutos, depois removeu-se o metanol. As tiras de vidro esterilizadas foram retiradas
e adicionadas a uma pequena gota de meio de montagem. A lamina de vidro foi usada
para cobrir a amostra e entdo tratada com meios de montagem. A amostra foi entdo seca
e selada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do teste de MTT foi possivel verificar que a prépolis nas diferentes
concentragfes presentes nos hidrogéis analisados ndo se mostrou citotoxica,
apresentando uma viabilidade celular acima de 70%, visto que, segundo a ISO (10993-
5), um material é considerado ndo toxico quando pelo menos 70% das células
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sobrevivem. De maneira geral, pode-se observar no grafico 1 que com o aumento das
concentragdes de propolis, a viabilidade celular também aumentou.
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Grafico 1: Viabilidade celular das solugbes de PVA/prépolis, submetidas a
varidveis concentracfes de propolis pelo teste de MTT, para producdo de
curativos de hidrogel.

Resultados semelhantes foram encontrados por Asgharpouer et al (2019),
quando mensuraram a quantificacdo da quercentina (Q) no extrato etandlico de ardabil
da propolis (AEEP) comparando seus efeitos antibacterianos, antibiofilmes e citotoxicos
sobre o cancer e linhagens de fibroblastos, estes autores concluiram que o impacto
sinérgico dos principais componentes da AEEP estava relacionada a inibicdo da
proliferacdo de células cancerigenas e efeito citotoxico sobre estas, além de ndo
observarem efeitos citotoxicos sobre os fibroblastos.

No entanto, Oliveira et al (2015), produziram hidrogeis de PVA carregados com
propolis brasileira para tratamento de queimaduras em humanos, eles avaliaram as
propriedades antibacterianas e citotdxicas, e constataram que os hidrogéis de PVA com
propolis nas concentracfes de 15% ou mais de propolis foram ativos contra bactérias
gram-positivas Staphylococcus aureus, porém esta concentracdo de propolis se mostrou
citotoxica para os gqueratindcitos.

Sobocanec et al (2006), apontaram que 0s componentes da prépolis podem
apresentar propriedades ndo antioxidantes, mas pro-oxidantes, dependendo das
condicdes experimentais e, em altas concentracdes, a propolis exerce efeitos mais
adversos do que benéficos nas células. Os dados obtidos confirmaram que é
fundamental aplicar a quantidade adequada de prépolis para revelar a influéncia
protetora dos polifendis da propolis nas células sem induzir o estresse celular

Ebadi e Fazelib (2021) ao avaliarem os potenciais efeitos in vitro da propolis e
do mel na cicatrizacdo de feridas em ceélulas de fibroblastos dérmicos humanos,
constataram que as concentracfes de 100 e 200mg de extrato de propolis sdo as ideais
para aumento da viabilidade e proliferacédo celular.

Considerando que 5% de PVA: nanofibras de propolis (7:3), 5% de PVA:
nanofibras de prépolis (8:2) e 5% de PVA: nanofibras de prépolis (9:1) foram usados no
ensaio MTT, 5% de PVA: prépolis ( 7:3) as nanofibras tém a maior concentracdo de
prépolis. A vazdo do processo de eletrofiacdo foi de aproximadamente 0,5 ml/h
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(Doustgani, 2015) e cada nanofibra leva 30 minutos para fabricar uma amostra. 10 mg
de nanofibras normais foram utilizados para dissolver em 5 ml de meio fresco para
preparar solucdes de drogas que foram adicionadas em cada pogo. E entdo, 100 pl de
células, 100 pl de droga, 100 pl de reagentes MTT foram adicionados em cada pogo.
Portanto, a concentracdo de propolis em cada pogo pode ser calculada
aproximadamente, a concentracdo de prépolis em 100% de pogos 7:3 foi de cerca de
0,278 g/l, sendo superior as concentracdes consideradas ideais no estudo de Ebadi e
Fazelib (2021).

Tomazzoli et al (2015) e Utispan et al (2017) afirmaram que espécies distintas
de abelhas podem ter potencial para produzir prépolis com significativo teor de
atividade citotoxica in vitro, podendo a sua bioatividade ser dependente da regido
geogréfica onde é produzida e a temporada durante a qual é coletada, portanto, a
concentracdo de prépolis utilizada neste estudo, pode ser tdxica ou ndo para as celulas,
visto que ndo sé a concentracdo é importante, mas também a espécie da abelha, regido e
vegetacdo predominante, também vao definir o pode de citotoxicidade dessa propolis.

As tab. 2, 3 e 4 mostram as células observadas em diferentes teores de 5% de
PVA: propolis e os resultados experimentais refletiam as células observadas em
diferentes microscépios.

Tabela 2: Resultados correspondentes da amostra 1 em diferentes solugdes de concentragéo.

Células ndo coradas ao microscopio optico
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5% PVA-propolis (8:2)

5% PVA-prapolis (9:1)

blank

Tabela 3: resultados correspondentes da amostra 2 em diferentes solugdes de concentragéo.

Células ndo coradas ao microscopio éptico

Amostra 2 Amplitude 10X Amplitude 20X
5% PVA

5% PVA-prépolis (7:3)
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5% PVA-propolis (8:2) &

5% PVA-propolis (9:1)

blank

Doe

Tabela 4: resultados correspondentes da amostra 3 em diferentes solugGes de concentragéo.

Microscopia de fluorescéncia em células coradas

Amostra 3 Amplitude 10X Amplitude 20X
5% PVA

5% PVA-propolis (8:2)

- - -
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5% PVA-propolis (9:1)

blank - -

Nas tabelas 3 e 4 podemos observar ao microscépio 6ptico uma grande formacéo
de cristais de formazan, pois a concentracdo de cristais formados é diretamente
proporcional & concentracdo de células viaveis em um experimento. Em células viaveis,
0 reagente MTT, de coloracdo amarelada, é reduzido a cristais de formazan de cor
plrpura, através de enzimas chamadas redutases. A atividade metabdlica celular é
avaliada pelo desempenho da respira¢do mitocondrial das células (Selimovi¢-Draga$ et
al., 2012; Galdino et al., 2014).

Pelo gréaf.1, nota-se uma tendéncia diferente entre 40% de concentracdo de
propolis e os demais grupos. 5% PVA: dados de nanofibras de prépolis (7: 3)
mostraram que sua promocdo do crescimento celular foi superior a outras nanofibras.
Pode ter ocorrer devido a técnica de pipetagem por erro de diluicdo, resultando na
concentracdo de propolis em tubo Eppendorf 7: 3 40% superior ao valor normal.
Também pode ser que quando o leitor de placas foi usado para ler os resultados do
MTT, as bolhas nos pocos nao tenham sido removidas completamente, ou existam
impurezas nos pogos devido a operacdo inadequada, levando ao aumento da
absorbancia.

Neste experimento, as amostras 1 e 2 ndo foram coradas. Células em quatro
nanofibras diferentes e um grupo de controle em branco foram medidas sob um
microscopio. Pode-se observar nas (tab. 3 e 4) que existem células em todas as
concentracgdes, incluindo 5% PVA: Propolis (7: 3), 5% PVA: Propolis (8: 2) e 5% PVA:
Propolis ( 9: 1). Isso mostra que a PVA-Prépolis é adequada para o crescimento celular
na concentracao correspondente. Para tornar o experimento mais convincente, a amostra
3 foi adicionada ao experimento. Como mostrado na figura, ha tamanhos diferentes de
células na figura de 5% PVA: Propolis (7: 3), 5% PVA: Propolis (8: 2) e 5% PVA:
Propolis (9: 1).

CONCLUSAO

Os hidrogéis de alcool polivinilico com prépolis de colmeias Apis mellifera,
Brasileira, pertencentes a flora Baccharis uncinella ndo apresentaram caracteristicas
citotoxicas as células nas concentragdes produzidas, estando aptas a serem utilizadas em
testes in vivo.
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RESUMO

As potencialidades de nanofibras de tamanhos da ordem de 50 a 500 nm e com extensdo micrométrica,
tém sido investigadas para diferentes materiais, com resultados promissores em diferentes aplicacdes.
Objetivou-se com esse estudo, avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis de PVA/propolis
pelo método de eletrofiacdo, e ciclos de congelamento e descongelamento. Os hidrogéis foram
eletrofiados e depois submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento, posteriormente realizou-se
a caracterizagdo fisico- quimica, analisando a condutividade elétrica, angulo de absor¢do de &gua,
absorbancia, FTIR, analise por calorimentria exploratoria diferencial e microscopia eletrénica por
varredura. Conclui-se que os hidrogéis de PVA/propolis eletrofiados apresentaram de um modo geral
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para serem usados como curativos no tratamento de les6es
cuténeas, necessitando de alguns ajustes na tensdo para formagdo de fibras mais uniformes.

Palavras-chave: tensdo, temperatura de fusdo, hidrofébico

ABSTRACT

The potential of nanofibers with sizes in the order of 50 to 500 nm and with micrometric extension has
been investigated for different materials, with promising results in different applications. The objective of
this study was to evaluate the physicochemical characteristics of PVA/propolis hydrogels by the
electrospinning method, and freezing and thawing cycles. The hydrogels were electrospun and then
subjected to freezing and thawing cycles, then physical-chemical characterization was performed,
analyzing electrical conductivity, water absorption angle, absorbance, FTIR, analysis by differential
exploratory calorimetry and scanning electron microscopy. It is concluded that the electrospun
PVA/propolis hydrogels generally showed adequate physicochemical characteristics to be used as
dressings in the treatment of skin lesions, requiring some adjustments in tension to form more uniform
fibers.

Keywords: stress, melting temperature, hydrophobic.
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1. INTRODUGAO

Os hidrogéis sdo materiais poliméricos macios e Umidos, constituidos por uma ou mais redes
tridimensionais interconectados por ligacdes covalentes que em condigdes especiais podem absorver
grande quantidade de fluidos, sendo a maioria dos hidrogéis biocompativeis e devido a essas excelentes
propriedades vém sendo amplamente utilizados nas areas biomédicas e de engenharia [1, 2].

A combinacdo de hidrogel e tecnologia de eletrofiacdo sdo cada vez mais aplicadas na
engenharia tecidual devido a sua boa correspondéncia de tecidos em composi¢do, estrutura e sinais
bioldgicos, podendo ser sintetizados a partir de materiais naturais ou sintéticos [1, 3].

A eletrofiacdo é uma técnica versatil e econdémica que usa uma solugdo polimérica submetida a
um campo elétrico de alta voltagem para produzir materiais em nanoescala (nanofibras) com uma alta
tensdo aplicada [4].

Curativos de hidrogéis eletrofiados agem como um obstaculo fisico protegendo o tecido
lesionado de contaminagBes externas. Eles mimetizam a estrutura da matriz extracelular e, assim,
estimulam a expansdo celular, melhorando a oxigenagdo e a expulsdo de exsudatos durante a reparacao
tecidual [5].

Diferentes curativos a base de polimeros sdo utilizados para o tratamento de feridas e para o
fornecimento de agentes ativos, como antibidticos, antissépticos, e substancias anti-inflamatérias [6].

A prépolis é um dos produtos naturais que podem ser utilizados como agentes ativos para ser
liberado através do curativo de hidrogel diversas propriedades sdo atribuidas a prépolis devido a sua
variedade de constituintes quimicos, como os acidos fendlicos, flavonoides, quercetina etc. Sua
composicdo quimica é tida como complexa, pois as substancias nela presentes variam de acordo com sua
origem geogréfica e genética das abelhas responsaveis por sua coleta [7, 8].

Os parametros da solugdo, tais como, viscosidade, condutividade elétrica e tensdo superficial
influenciam diretamente nas morfologias e na geometria das nanofibras. Estes pardmetros estdo
relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos polimeros, dos solventes e com as interagdes do
tipo polimero-solvente [9].

Diferentes técnicas de caracterizacdo, como técnicas cromatogréficas, calorimetria de varredura
diferencial (DSC), microscopia eletrdnica de varredura (MEV), espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) sdo realizadas para uma adequada e completa caracterizagdo fisico-
quimica de compositos de nanofibras, para entender completamente seu potencial [10, 11].

Objetivou-se com esse estudo, avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis de
PVA/propolis pelo método de eletrofiacéo, e ciclos de congelamento e descongelamento.

2. MATERIAIS E METODOS

O élcool polivinilico (PVA) (Mw: 195 kg/mol) com 98,0-98,8% hidrolisado foi adquirido da Sigma-
Aldrich. A prépolis bruta foi coletada de colmeias de Apis mellifera localizadas em Quitandinha no
estado do Parané (PR), Brasil na primavera de 2013 da flora Baccharis uncinella.

O extrato de propolis foi preparado pelo método de extracdo assistida por ultrassom de acordo
com de Lima et. al (2016) [12]. 1 g de prépolis bruta foi moida e misturada com 10 ml de etanol 70%. A
mistura foi entdo colocada em um banho de ultrassom por 1 hora a 70 °C. Armazenou-Se 0 extrato de
prépolis na geladeira durante a noite para induzir a cristalizagdo das ceras dissolvidas. As ceras foram
entdo removidas por filtracdo usando uma bomba de vacuo no dia seguinte.

A solucdo de PVA foi preparada para eletrofiacdo aquecendo 0,7 g de PVA com 7 ml de agua
destilada por 3 horas usando agitador eletromagnético a 70°C, posteriormente 3 ml de extrato de propolis
foram adicionados a solugdo de PVA pré-resfriada até uma concentragdo final de 7% (p/v) PVA/30%
(v/v) prépolis, depois a solugdo foi entdo agitada a 37°C antes da eletrofiacdo. O aparelho de eletrofiacéo
(Spraybase) foi usado para preparar nanofibras eletrofiadas de PVA/prépolis. Os seguintes parametros
foram adotados para o processo de eletrofiagdo: seringa de 3ml, concentragdo da prépolis de 30%, agulha
de 22G, distancia da agulha e coletor 15cm, tensdo de 22kv, taxa de alimentacdo de 2ml/h. A solugéo
produzida foi submetida a analise de condutividade elétrica, teste UV-Vis e FTIR.
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2.1 Condutividade

A condutividade elétrica foi obtida em uma solugdo a 30% de prdpolis bruta (m/v) a 20°C através de um
condutivimetro (HANNA INSTRUMENTS EC-214), os resultados foram expressos em miliSiemens por
centimetro (mS.cm-1).

2.2 Analise dos espectros de absorgado naregido UV-Vis

A obtencdo dos espectros de absor¢do molecular da solucéo de prdpolis foi realizada de acordo com Park
e colaboradores (1998). Para esta analise utilizou-se o espectrofotdmetro UV-Visivel multiuso UV-1280
com faixa de medicdo UV de 230 nm-500 nm.

2.3 Espectroscopianaregido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise de infravermelho das estruturas quimicas das redes de PVA e prépolis foram conduzidas em um
espectrometro FTIR da Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100, utilizando refletancia total atenuada (ATR).
Os espectros foram analisados na regido de 4.000 a 500 cm™, com resolugéo de 4 cm™.

Apos as andlises, o aparelho de eletrofiacdo (Spraybase) foi usado para preparar os hidrogeis
eletrofiados de PVA/prépolis. A ponta da agulha foi montada a 12 cm de distancia do coletor de ago
inoxidavel da placa de Petri com a tensdo aplicada de 10 kV e os hidrogéis foram coletados apds 30
minutos do processo de eletrofiacdo.

Alguns hidrogéis de PVA/propolis ap6s o processo de eletrofiagdo foram congelados diretamente
por 1 hora usando nitrogénio liquido e descongelados em temperatura ambiente para produzir hidrogéis
de PVA/prépolis congelados e descongelados.

Os hidrogéis produzidos foram entdo armazenados em um dessecador e prontos para
caracterizacdo fisico-quimica. As andlises realizadas foram: angulo de contato com éagua (WCA),
calorimetria de varredura diferencial (DSC) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.4 Analise por calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A andlise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi conduzida em um calorimetro da (TA
instruments, modelo DSC 2920), em capsulas de aluminio fechadas com massa de amostra em torno de 4-
6 mg. Sob fluxo de nitrogénio, cada amostra foi aquecida de -20° C a 260°, a taxa de aquecimento foi de
10°C / min, depois mantida a 260° C por dez minutos, depois disso cada amostra foi resfriada de -260° C a
—20° C, a taxa de resfriamento foi de 10°C/min. Por fim, cada amostra foi aquecida de -20°C a 260°C, e a
taxa de aquecimento foi de 10°C/min.

Posteriormente determinou-se a cristalinidade da amostra de hidrogel da regido endotérmica
usando a equacdo abaixo, Xc:

Xc = AHf/ AHf

Onde AHTf é a entalpia medida da amostra de hidrogel de PVA.

AHfo ¢ a entalpia termodinamica (AHfo = 150 J / g) de PVA 100% cristalino) (Siddhi, et al.,
2009).

2.5 Angulo de contato com agua

Para avaliacdo do angulo de contato com agua 1 gota de agua (volume aproximado da gota igual a 10 pL)
foi cuidadosamente depositada, com auxilio de uma pipeta Pasteur, na superficie do hidrogel durante
aproximadamente 26 a 40 segundos.
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Para maior embasamento do resultado do teste qualitativo de inspec¢éo visual foram realizados 16
registros fotograficos com o auxilio de uma camera digital na posicdo de 22° e o software FTA foi
utilizado para medir o angulo de contato entre a superficie do filme.

2.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Com o objetivo de se avaliar a espessura da camada de recobrimento na superficie das membranas,
realizou-se a microscopia eletronica de varredura (SEM). Para tal analise revestiu-se a amostra com ouro
usando um sputter coater Baltec SCD 005, posteriormente esta foi analisada usando o microscopio
eletronico de varredura (TESCAN MIRA) com aumento de 1500 vezes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Condutividade

A solucdo de 5% de PVA/ propolis (7:3) resultou numa condutividade elétrica de 133(uS/cm'1). Este
resultado se mostrou eficaz na producdo das nanofibras, visto que altas condutividades diminuem o
didmetro das fibras, tornando-as mais uniformes [13].

Segundo Li et al (2004) [9] e WANG et al (2020) [14], durante o processo de eletrofiagdo a
condutividade elétrica influencia diretamente na morfologia e na geometria das fibras ultrafinas. Este
parametro esta relacionado com as propriedades fisico-quimicas dos polimeros, dos solventes e com as
interagdes do tipo polimero-solvente.

Com isso, pode-se inferir que exista uma relacdo entre voltagem e condutividade elétrica,
fazendo com que tais pard@metros mantenham a interacdo polimero-coletor de tal maneira que ultrapasse a
tensdo superficial da solu¢do gerando um cone de Taylon estavel que ajude a formacdo de fibras
continuas com morfologia desejada [15].

3.2 Espectroscopia ultravioleta visivel (UV)

O extrato etanolico de prdpolis na espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel apresentou um valor
maximo de absorbancia nos comprimentos de onda que variaram de 255-265 nm, sendo o0 seu contelido
principal os compostos fenélicos (grafico-1).
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Gréfico 1- A relacdo de Absorbancia e Comprimento de Onda da solugdo do

extrato de propolis.

A andlise por espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel forneceu apenas uma
caracteristica geral dos compostos fendlicos presentes na prépolis, sem quantificar cada um,, deles. A
espectrofotometria UV-Vis tem sido uma técnica analitica utilizada para garantir o controle de qualidade
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de matrizes quimicamente complexas como os extratos de prépolis, sendo largamente empregada para o
doseamento de flavonoides em materiais vegetais [16].

Os resultados obtidos diferem dos encontrados por Park et al (1998) [17], que analisaram 0s
espectros de absorbancia dos extratos etandlicos e aquoso de propolis da espécie Apis mellifera dos
estados de Minas Gerais, Brasil, e observaram que as amostras exibiram um perfil similar, com maxima
absorcdo a 290nm, entretanto, o grau de absorcdo foi varidavel dependendo da concentracéo de etanol
utilizado para extracéo.

3.3 Espectroscopiainfravermelho de transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma ferramenta rapida para
determinar o grupo funcional em uma amostra. Este instrumento produz espectro que ocorre entre 4000
cm-1 a 400 cm-1 por vibragdo molecular que sdo alongamentos e dobras [18].

A tabela 1 mostra o resumo das faixas de pico e os grupos funcionais identificados no FTIR da
solucéo analisada.

Tabela 1: resumo das atribui¢fes do FTIR

FAIXAS DE PICO GRUPOS FUNCIONAIS
2302-3688cmt grupoIOH (hidroxila)
76-2899cm’ Etano

2359-2133cm™* Néo identificado

1922cm™ Néo identificado

1651cm’* Deformacéo do anel aromatico, vibragdo de estiramento
de grupos C=C, flavandides e aminoacidos

1454cm’* CH3, CH2, flavonoides, anéis aromaticos, vibracdo de
flexdo (V) de C-H e a vibragdo de alongamento de
aromaticos

1383-1324cm™ N3o identificado

1274cm’* vibragdo do grupo C-O de polidis, como
hidroxiflavondides

1088-1048cm’™ alcoois secundarios e/ou ao grupo éster de estiramento
de CO

880cm™ Etanol ou vibragdo do anel aromatico

Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados por Oliveira et al (2016) [19] que ao
analisarem o FTIR e a quantificacdo de fendis e flavandides da propolis brasileira e britanica, sangue de
dragdo (Crotton lechleri) romd (punica granatum) e salvia (salvia officinalis), obtiveram bandas
aproximadas das verificadas no presente estudo, e concluiram através de analise de FTIR que a propolis
do Reino Unido era mais rica em flavandides entre todos os compostos analisados.

Picos de ondas semelhantes foram vistos por Md Zin et al (2018) [18] ao estudarem a aplicacéo
de impressdo digitais FTIR acopladas a quimiométricas para comparacdo de prépolis de abelhas sem
ferrdo de diferentes métodos de extracdo. Eles observaram que os padrdes de picos de FTIR foram
semelhantes entre si, porém em diferentes intensidades, onde o FTIR da prdpolis de abelha sem ferréo por
diferentes métodos de extracao apresentaram composi¢ao quimica complexa.

3.4 Analise por calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A analise por calorimetria exploratdria diferencial (DSC) mostrou que a solugdo de 5% de PVA/propolis
(7:3), apresentou uma temperatura de transicdo vitrea (Tg) de 85,5°C, temperatura de fusdo (Tm)
153,04°C, temperatura de cristalizagdo (Tc) de 114,25°C, e grau de cristalizacdo de 4,02%.

Santos et al (2020) [20] obtiveram resultados diferentes ao realizarem a andlise por calorimetria
exploratoria diferencial de criogéis em camadas carregados com mel brasileira destinada ao tratamento de
feridas, eles observaram que a adicdo de mel ao PVA diminuiu consideravelmente a temperatura de
transigdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), e o grau de cristalizagdo (Xc) das amostras, indicando
que o mel é uma barreira fisica a interacdo das cadeias poliméricas.
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Os resultados obtidos diferiram dos encontrados por London et al (2012) [10], eles analisaram as
propriedades dielétricas do poli (alcool vinilico) de hidrogéis preparados por congelamento e
descongelamento, e observaram que o ponto de fusdo variou de 216-220°C, onde a temperatura tornou-se
mais baixa com o aumento do nimero de ciclos de congelamento e descongelamento, em torno de 4 a 6
ciclos, e que o grau de cristalinidade também aumentou a medida do nimero de ciclos.

Kolbuk et al (2012) [21]e Damaraju e Wu (2013) [22] afirmaram que fibras com ampla
distribuicdo de didmetros pode exibir diferentes propriedades térmicas, sendo necessaria a analise térmica
ao nivel de fibra Gnica para melhor compreensdo do comportamento térmico das nanofibras.

3.5 Angulo de contato com agua

O angulo de contato com agua dos hidrogéis de 5% PVA:prépolis: 7:3 foi de 30°, indicando o seu carater
hidrofilico.

O angulo de contato com agua, ou angulo de molhabilidade representa o valor em graus que uma
substancia liquida forma com a superficie, permitindo avaliar a tensdo superficial de sélidos, pois
determina a interacdo entre ambos. Este angulo esta diretamente relacionado com a composic¢do, estrutura
e rugosidade da superficie dos filmes, que por sua vez, a rugosidade tem uma relagdo proporcional ao
aumento da concentragdo do polimero na solugdo [23, 24]

O comportamento do éangulo de contato (6) pode ocorrer para diferentes situacBes de
molhabilidade de uma superficie: para angulos entre 0° < 6 < 90°, a superficie é dita hidrofilica e entre
90° < 0 < 180°, a superficie é hidrofobica [25]

Hidrogeéis hidrofilicos sdo ideais para tratamento em queimaduras, pois permite uma elevada
umidade quando em contato com a ferida, caracteristica primordial para um curativo ideal [26].

Angle = 33,18 degrees Angle = 58,10 degrees
Base Width « 5.454E-4mm Base Width = 4,365 4mm

* 40,82 ¢
m:wwm . S;Ig;;::-m untitied20 mdb: 080272019 124011

Contact Aagle (deg) [o's]

Time (=)

Figura 1: As primeiras 3 imagens sdo capturadas pela camera em 0, 17, 40 s e a Ultima
imagem sdo os ngulos de contato alterados durante 40 s.

39



3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As nanofibras de alcool polivinilico (PVA)/prépolis apresentaram particulas com didmetros variaveis
entre 200-599 nm, fibras em formato cilindrico, levemente heterogéneas e com presen¢a de algumas
contas e juncgdes (figura 2, grafico 2).

Existem diversos fatores que afetam a morfologia das nanofibras, como a voltagem aplicada, a
viscoelasticidade da solugdo, a densidade de cargas elétricas e a tensdo superficial da solugdo. Os
parametros ambientais, temperatura, umidade e composi¢cdo do ar, também podem influenciar na
formacéo e na morfologia das nanofibras [27].

A presenca de contas e a heterogeneidade da superficie e particulas possivelmente se devem a
baixa tensdo aplicada (22kv) e a distancia da agulha e coletor (15cm), visto que, segundo Sener et al
(2011) [28], ao estudar o efeito da tensdo na morfologia de nanofibras eletrofiadas de PVA (6%) com
alginato (3%) nas tensdes de 28,35,40 e 45kv observaram que a tensdo aplicada de 28kv ndo foi
suficiente para produzir nanofibras continuas a partir das concentragdes usadas e que 0 aumento da tensao
durante a eletrofiacdo minimizou o tamanho dos granulos.

Heikkila et al (2007) [29] afirmaram que didmetros menores de fibras foram observados com os
campos elétricos mais altos, sendo este alcancado com a curta distancia entre a agulha e o coletor e que a
variacao dos diametros das fibras podem esta relacionados com a divisdo dos jatos de eletrofiacéo.
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Figura 2: Microscopia eletronica de varredura
do hidrogel de 5% PVA: Propolis (7:3) imagem
ampliada 1500x.
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4. CONCLUSAO

Os hidrogéis de alcool polivinilico (PVA) associado a propolis produzidos através da técnica de
eletrofiacdo e ciclos de congelamento e descongelamento, apresentaram de um modo geral caracteristicas
fisico-quimicas adequadas para serem usados como curativos no tratamento de lesGes cutaneas,
necessitando de alguns ajustes na tensdo para formagcéo de fibras mais uniformes.
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4. CAPITULO IlI: Curativos de hidrogel & base de &lcool polivinilico (PVA)
associado a prépolis e hidrocoléide na cicatrizacao cutanea de Cavia porcellus
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RESUMO

Obijetivou-se avaliar a cicatrizacdo cutanea em Cavia porcellus, utilizando curativos de
hidrogel a base de alcool polivinilico (PVA) produzidos através da eletrofiacdo e pelo
ciclo de congelamento e descongelamento, comparando a cicatrizagao entre os hidrogéis
produzidos e com os curativos de hidrocol6ides. No estudo foram utilizados dezoito
Cavia porcellus, que foram distribuidos em trés grupos, curativos de hidrogel
eletrofiados (HE), curativos de hidrogel congelados/descongelados (HC) e curativos de
hidrocoldide (H), com seis animais cada grupo. Os animais foram submetidos a
anestesia dissociativa, antissepsia da regido dorsal, posteriormente demarcou-se um
defeito cuténeo circular de 2 cm que foi incisionado, removendo a pele até o musculo
paniculo carnoso. A cicatrizacdo das feridas foi avaliada quanto aos aspectos
macroscopicos e histopatologicos. Na avaliagdo macroscépica a presenca de edema,
inflamacéo e exsudato foi mais acentuada nas feridas dos curativos de hidrocoléide, ndo
houve diferenca estatistica entre os dois tipos de hidrogéis utilizados. Na avaliacdo
histopatoldgica, ambos os curativos de hidrogéis se mostraram semelhantes, contudo, as
feridas nas quais foram utilizadas curativos de hidrocol6ides apresentaram intensa
reacdo inflamatdria, discreta presenca de anexos cutaneos e presenca de ceélulas
gigantes. Concluiu-se que ambos os curativos de hidrogéis eletrofiados produzidos se
mostraram mais eficazes em relacdo aos curativos de hidrocoloides.

Palavras-chaves: flavanoides, feridas, curativos umidas, hidrogeis

ABSTRACT

The objective was to evaluate the cutaneous healing in Cavia porcellus, using hydrogel
dressings based on polyvinyl alcohol (PVA) produced through electrospinning and by
the freeze-thaw cycle, comparing healing between the hydrogels produced and with
hydrocolloid dressings. Eighteen Cavia porcellus were used in the study, which were
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divided into three groups, electrospun hydrogel dressings (HE), frozen/thawed hydrogel
dressings (HC) and hydrocolloid dressings (H), with six animals in each group. The
animals were submitted to dissociative anesthesia, antisepsis of the dorsal region, later a
circular skin defect of 2 cm was demarcated, which was incised, removing the skin up
to the panniculus carnosus muscle. Wound healing was evaluated in terms of
macroscopic and histopathological aspects. In the macroscopic evaluation, the presence
of edema, inflammation and exudate was more pronounced in the wounds of
hydrocolloid dressings, there was no statistical difference between the two types of
hydrogels used. In the histopathological evaluation, both hydrogel dressings were
similar, however, the wounds in which hydrocolloid dressings were used showed
intense inflammatory reaction, discreet presence of skin appendages and presence of
giant cells. It was concluded that both electrospun hydrogel dressings produced were
more effective than the hydrocolloid dressings.

Keywords: flavanoids, wounds, wet dressings, hydrogels

1. INTRODUCAO

A perda tecidual da pele ou a ndo cicatrizacdo das feridas decorre da
desregulacdo no processo de cicatrizagdo, tal alteracdo surge de condicbes
fisiopatolégicas ou traumas, originadas de acGes mecanicas, térmicas e quimicas que
eventualmente podem resultar feridas extensas, amputacGes ou até mortalidade (Seavey
et al., 2016; Klar e Tavakoli, 2020; Akhmetova e Heinz, 2021).

Os curativos sdo dispositivos médicos utilizados para cobrir feridas abertas e
proteger a lesdo contra fatores externos, proporcionando um ambiente apropriado para o
processo de cicatrizacdo. Estes dispositivos se mostram como opcOes eficazes para o
tratamento de feridas ( Li et al., 2022).

Diversos tipos de materiais bioldgicos foram desenvolvidos pela engenharia de
tecidos e aplicados para regeneracdo tecidual e reparo de feridas, dentre eles 0s
curativos poliméricos de hidrogéis eletrofiados que sdo fibras de tamanhos
nanométricos obtidos atraves da eletrofiacdo (Li et al., 2021).

Os hidrogéis sdo redes macromoleculares hidrofilicas, com teor de &gua
semelhante a tecidos moles, podem ser usados em ferimentos por queimaduras, feridas
cirargicas, laceracfes na pele e Ulceras por pressdo, pois possuem caracteristicas ideais
gue um curativo deve apresentar, a Unica desvantagem dos hidrogéis é sua baixa
estabilidade mecéanica no estado inchado, esta desvantagem pode ser revertida através
da reticulacéo quimica ou fisica (Elbadawy et al., 2017; Ghomi et al., 2019).

A reticulacdo fisica através ligacbes de hidrogénio, ligacbes de Van der Waals
ou ciclos consecutivos de congelamento-descongelamento é a ideal para hidrogéis
usados em curativos, pois evita 0 uso de agentes quimicos superando o problema de
toxicidade (Kamoun et al., 2017; Ghomi et al., 2019).

A eletrofiagdo é uma técnica para fabricacdo de fibras a partir de polimeros
fundidos ou solucbes de polimeros usando forgas eletrostaticas. O aparelho de
eletrofiacdo tipico geralmente é composto por uma seringa anexada a um emissor com
bomba de alimentagdo, um coletor aterrado e fonte de alimentagcdo com alta tensdo
(Lima et al., 2018; Eom et al., 2020).

Na técnica de eletrofiacdo alguns fatores da solucdo e do processamento sdo
analisados, pois afetam a formacéo e estrutura das fibras, as variaveis consideradas na

45



solucdo, sdo: concentragfes do polimero, volatilidade do solvente e condutividade da
solugdo, ja no processamento sdo observadas a taxa de fluxo, distancia entre a agulha e
o0 coletor e a voltagem aplicada (Nemati et al., 2019).

Os curativos de hidrogéis eletrofiados apresentam varias propriedades benéficas,
como alta porosidade e area de superficie elevada, suas caracteristicas estruturais
mimetizam a matriz extracelular que permitem-lhes fornecer suporte para fibroblastos e
queratindcitos, que aderem as fibras, migram através do leito da ferida e ajudam na
regeneracdo do dano tecidual, podendo também carrear compostos ativos incorporados,
biomoléculas e células vivas em sua estrutura. A incorporacdo de compostos ativos nas
fibras poliméricas permite a liberacdo controlada de farmacos no local da lesdo (Eom et
al., 2020; Zamani et al., 2020; Akhmetova e Heinz, 2021; Stojko et al., 2020; Stojko et
al., 2021).

Polimeros naturais e polimeros sintéticos, ou uma mistura de ambos, podem ser
utilizados na fabricacdo de fibras nanométricas, desde que possam ser dissolvidos em
solventes apropriados para obter solugdes ou fundidos sem degradacdo (Mercante et al.,
2021).

Um dos polimeros sintéticos mais utilizados para producdo de curativos atraves
da eletrofiagdo é o PVA (&lcool polivinilico), ele é biocompativel e apresenta
excelentes propriedades, incluindo ndo toxicidade, biodegradabilidade, fécil
processabilidade, boa resisténcia quimica e mecénica (Bahadoran et al., 2020).

Uma substancia natural que pode ser incorporada em fibras de polimeros para
uso no tratamento das feridas é a prépolis, ela é uma substancia vegetal resinosa
produzida pelas abelhas a partir das plantas e que sdo modificadas pelas acdes das
secrecdes salivares e enzimaticas desses insetos (Stojko et al., 2021).

A composicdo quimica da propolis é bastante complexa e diversa, variando de
acordo com a regido geogréfica, vegetacdo e época da colheita. As substancias
identificadas na propolis sdo: acidos fendlicos, flavanoides, vitaminas, proteinas,
amino&cidos e acucares. Devido a diversidade de substancias presentes na propolis, ela
apresenta uma serie de atividades benéficas na cicatrizacdo tecidual, como acéo anti-
inflamatoria, antifingica, antibacteriana, antioxidante e cicatrizante (Stojko et al.,
2021).

Este estudo tem por objetivo avaliar a cicatrizagcdo cutanea em Cavia porcellus,
utilizando curativos de hidrogel a base de alcool polivinilico (PVA) com propolis
produzidos através da eletrofiacdo e eletrofiagdo mais ciclos de congelamento e
descongelamento, comparando a cicatrizacdo entre os hidrogéis pelos dois métodos de
producdo e com os curativos de hidrocoloides.

2. MATERIAL E METODOS

Os hidrogéis de alcool polivinilico (PVA)/propolis foram produzidos no
Laboratorio de Biomateriais do Instituto de Tecnologia em Athlone localizado na
Irlanda, estes hidrogeis passaram por teste de citotoxicidade In Vitro e caracterizacao
fisico-quimica, em seguida foram enviados para a Universidade Federal de Campina
Grande, Patos/PB, Brasil, onde estes foram submetidos a esterilizagdo através da
radiagdo ultravioleta. Os hidrocoldides foram adquiridos em lojas de materiais
hospitalares na cidade de Patos/PB.
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O experimento foi realizado no biotério da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Patos/PB e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta
instituicdo, segundo protocolo de aprovacdo n° 34/2020.

Foram utilizados 18 porquinhos da india (Cavia porcellus), adultos, machos e
fémeas, higidos, da linhagem Inglesa, pesando em média 500g +0,50 g(média * desvio
padrdo), provenientes de um criatério da cidade de Patos/PB. Os animais ficaram em
gaiolas individuais de aco inoxidavel no biotério da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Patos/PB, por um periodo de adaptacdo de sete dias, foram
mantidos em ciclo claro / escuro de 12 h a cerca de 22 + 3°C, acesso livre a dieta
padrdo laboratorial, legumes, feno e agua. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos, curativos de hidrogéis eletrofiados (HE), curativos de hidrogéis
congelados/descongelados (HC) e curativos de hidrocoléide (H), com seis animais cada
grupo, cada animal recebeu uma fita de identificacdo no pescoco com a pesagem,
numeragdo e grupo, as cores correspondentes foram: amarela, azul e verde,
respectivamente.

Apbs o periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos a anestesia com
qguetamina (Francotar®) 10ml na concentracdo de 100mg/ml na dose de 40 mg/kg e
xilazina (Rompun®) 10ml na concentracdo de 20mg/ml na dose de 5 mg/kg, ambos na
mesma seringa, por via intramuscular.

Foi realizada a tricotomia e antissepsia da regido dorsal cervical com uso de
solucdo alcdolica de clorexidine a 0,5%, posteriorme demarcou-se um defeito cutaneo
circular de 2 cm , em seguida o segmento demarcado foi incisado, removendo a pele e
tecido subcutaneo até o musculo paniculo carnoso, em seguida foi inserido o curativo
correspondente ao grupo avaliado (Fig 1).

Figura 1: Utilizagdo do curativo em lesdo cutédnea em Cavia
porcellus. 1-Curativo de hidrogel de PVA/propolis, 2-
demarcacdo do defeito cutaneo, 3-inciséo e resseccao de pele,
4-implantagéo do curativo.

A cicatrizacdo das feridas foi avaliada quanto aos aspectos macroscopicos e
histopatoldgicos.

As feridas foram avaliadas a cada trés dias, durante 30 dias e documentadas por
meio de fotografias digitais do dorso de cada animal. Nos dias de avaliagdes, 0s animais
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foram pesados e as feridas limpas com solucéo fisiologica de NaCl 0,9% com gaze
estéril e realizada a troca do curativo com o hidrogel ou hidrocoléide corresponde ao
grupo. Em seguida o dorso de cada animal foi revestido com atadura e micropore para
evitar a retirada dos curativos. Foi administrado 1mg/kg de dipirona oral a cada 12
horas, durante 3 dias, para controle da dor.

Para avaliacdo macroscoépica utilizou-se uma ficha contendo os pardmetros de
coloracdo da ferida, presenca de edema, presenca de secrecdo e tamanho da ferida, esta
foi avaliada por meio do uso de um paquimetro digital. Os parametros de comparac&o,
uma vez identificados, foram quali-quantificados segundo os critérios em que (-)
corresponde a auséncia de quaisquer dos eventos, (+) manifestacdo discreta dos
mesmos, (++) sinais moderados e (+++) sinais intensos.

Decorridos trinta dias, todos os animais foram anestesiados com mesmo 0
protocolo anestésico inicial, acrescentando 0,5 ml de lidocaina no forame magno. Apds
a eutanasia os animais foram submetidos a necropsia para coleta da pele na regido
dorsal até a base do musculo paniculo, posteriormente as amostras foram enviadas ao
laboratério de Patologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) para processamento e analise histopatologica.

As amostras foram fixadas em solucdo de formol a 10%, desidratadas em
concentracdes crescentes de etanol e lavadas com xilol, por fim foram fixadas em
blocos de parafina. Os blocos foram cortados em micrometro com 5 um de espessura e
corados com hematoxilina e eosina, as laminas foram analisadas em microscopia de luz
por avaliador que desconhecia sobre os tratamentos, e 0s seguintes critérios de avaliagéo
foram adotados: deposicdo de colageno, fibroplasia, reacdo inflamatdria, anexos
cuténeos e presenca de células gigantes, para estes critérios foram atribuidos escores de
acordo com a intensidade da alteracdo, auséncia (0), discreto (1), moderado (2) e intenso

(3).

A analise estatistica foi realizada empregando o programa BioEstat 5.0 ao nivel
de 5% de significancia (p<0,05). Utilizou-se a Andlise de Variancia de duas vias e 0
teste de Tukey ou o teste de Friedman, para a comparacao entre 0s momentos.

O tempo da cicatrizacdo de pele foi avaliada pela estatistica descritiva, a
comparagdo entre os grupos na avaliacdo macroscopica foi realizada pelo teste t de
Student ou U-Mann-Whitney e os escores de avaliacdo histopatolégica pelo grau de
percentagem.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo médio de cicatrizagdo do grupo (HE) se mostrou menor comparado ao
grupo (HC) e (H) (Tab. 1). Porém, dos seis animais do grupo (HC), um a cicatrizacéo
ocorreu com dezenove dias, trés com vinte e um dias, e dois animais a ferida ndo
cicatrizou completamente até o dia da eutanésia, considerando-se entdo 30 dias como de
cicatrizacdo para fim estatistico.

Destes dois animais que houve atrasos na cicatrizagdo, um durante a necropsia
foi observado aumento de uma das glandulas adrenais, e no outro animal foi visto les6es
de alopecia na regido proxima a ferida.

Alteracdes das adrenais podem estd relacionadas ao hiperadrenocorticismo, o
excesso de glicocorticoides acarretam reducdo na secrecdo de citocinas
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(imunossupresséo) e diminuicdo da expressdo de genes relacionados a cicatrizacdo de
feridas (Caffarini et al., 2019).

Tabela 1. Tempo de cicatrizagdo das feridas cutaneas em porquinhos da india, de acordo
com o curativo utilizado: hidrogel de pva/prépolis por eletrofiacdo e congelamento
/descongelamento; hidrogel de pva/prépolis por eletrofiacdo, e curativo de hidrocoldide.

Dias Grupo (HC) Grupo (HE) Grupo (H)
n:6 n:6 n:6
Média + DP 24 +4.8 21,6+1,2 25+15

Grupo (HC): hidrogel de pva/prépolis por eletrofiacédo e
congelamento/descongelamento; Grupo (HE): hidrogel de pva/prépolis por eletrofiacao;
Grupo (H): hidrocoléide.

De um modo geral os curativos de hidrogéis (HC e HE) se mostraram superiores
no periodo de cicatrizacdo, comparado ao curativo de hidrocoldide. Possivelmente, isso
se deve ao fato do método de producdo e composi¢do dos hidrogéis, visto que os dois
curativos foram produzidos pelo método de eletrofiacdo e sdo compostos por alcool
polivinilico (PVA) que € um polimero que apresenta propriedades desejaveis no campo
biomédico, e a propolis que apresenta caracteristicas anti-inflamatoria, antimicrobiana e
cicatrizante.

Outra hipdtese para cicatrizacdo um pouco mais precoce dos curativos de
hidrogéis em relacdo aos curativos de hidrocoldide é que este é mais espesso,
diminuindo consideravelmente a concentracdo de oxigénio no leito da ferida, visto que
estudos mostram que tecidos isquémicos e acometidos pela hipdxia arterial apresentam
um atraso no processo de cicatrizacdo, apesar de que a baixa tensdo de oxigénio € um
fator primordial para angiogénese, ela precisa ser de forma controlada na superficie da
ferida, sendo esse controle realizado com mais eficiéncia pelos curativos de hidrogéis,
em virtude da eletrofiacdo (Soares, 2018).

Segundo, Gao et al (2021) e Mercante et al (2021) a eletrofiacdo produz fibras
manométricas que mimetizam a matriz extracelular, pois proporcionam uma
combinacdo adequada de suporte mecanico, orientacdo topografica e bioquimica para as
celulas conferindo um ambiente adequado e ideal para proliferacdo celular e
consequentemente cicatrizacao tecidual.

Os resultados obtidos neste estudo, corroboraram com 0s encontrados por
Alberti et al (2020) quando analisaram nanosscaffolds de PVA eletrofiados associados a
nanoparticulas de propolis como atividade cicatrizante em camundongos diabéticos, eles
comprovaram que as feridas cicatrizaram mais rapidamente comparado ao grupo
controle e atribuiram o resultado a acéo sinérgica da composicdo quimica da prépolis e
do PVA.

Bahadoran et al (2021) ao avaliarem a cicatrizagdo de pele em ratos com
gueimaduras, usando um sistema hibrido de microesfera/hidrogel, composto por alcool
polivinilico (PVA)/o hidrogel de alginato de sodio incorporados a microesferas de PCL
encapsulas em bFGF, observaram que o andaime fabricado contribuiu de forma
eficiente para promover a regeneracao tecidual induzida por células e a cicatrizacdo de
feridas por queimadura.
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N&o houve diferenca estatistica da area das feridas entre os grupos no periodo de
DO. Nos periodos D3, D6, D9, D12, D15, D18, D21 e D24, a éarea das feridas se
mostrou menor nos grupos (HC) e (HE) em relacdo ao grupo (H). Os grupos (HC) e
(HE) ndo houve diferenca estatistica entre eles (Tab. 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo da area de cicatrizagdo das feridas cutaneas nos
momentos DO, D3, D6, D9, D12, D15, D18, D21 e D 24. Dos grupos (HC), (HE) e (H).

Grupos DO D3 D6 D9 D12 D15 D18 D21 D24 D27 D30
(cm) (em) (cm) (em) (cm) (em) (em) (cm) (em) (cm)  (cm)

HC 12,3 106+ 7.6+ 64+ 37+ 14+ 0,7+0 0,3+0 0,1+0 0,1+0 0,1+
+0,6° 03° 05 03 05° 03 3 e 028 1 0,1

HE 12,0 10,7+ 7,80 6,2+0 3,60 14+ 0,7+0 0,2+0 0,1+0  0° 0?
+04a 0,4° 28 22 e 0,1 12 18 022

H 12,3 11,4+ 106+ 93+ 60+ 25+ 1,7+ 06+ 0,2+ 0? 0?
+0,2° 03> 02° 02° 02° 05 02° 01° 0,01%

a - Em cada coluna, a letra (a) indica auséncia de diferenca estatistica entre momentos
dentro de cada grupo. b - em cada linha, a letra (b) indica diferenca estatistica entre
grupos em cada momento experimental. (HC)-hidrogel de PVA/prépolis por
eletrofiacdo/congelamento e descongelamento; (HE)-hidrogel de PVA/prépolis por
eletrofiacdo; H-grupo controle (curativo de hidrocoléide).

Nas areas de cicatrizacdes do grupo que utilizou hidrocoldide houve reducao
gradual da ferida até a completa cicatrizacdo, porém, ocorreu de forma mais lenta
comparativamente aos grupos dos hidrogéis (HC e HE). A resposta cicatricial do
hidrocoldide neste estudo, diferiu dos encontrados por Coelho et al (1999), quando
avaliaram a contracdo de feridas apds cobertura com substitutos temporarios de pele
produzidos com poliuretano, hidrocoléide, hemocelulose, vaselina e gaze. Os autores
observaram que o hidrocol6ide proporcionou reducdo significativa da area inicial da
ferida até o 7° dia, ndo se observando diferencas significativas entre os tratamentos nos
periodos seguintes.

A hipdtese para a diferenca da cicatrizacdo da pele com o uso do hidrocoloide
em relacdo aos demais grupos esta relacionada com o tipo de ferida, pois a lesdo em que
utilizou-se o hidrocolo6ide era profunda e com um grau de exsudato que variou de
moderado a intenso, entretanto, sua indicacdo é para feridas abertas ndo infectadas, com
exsudacdo leve a moderada e Ulceras de pressdo superficiais de grau | e Il, sendo
contraindicado seu uso em feridas infectadas que apresentam tecido desvitalizado ou
necrose e queimaduras de 3° grau (Santos et al, 2017).

Na avaliagdo macroscdpica da inflamagédo nédo foi observada diferenca estatistica
dos curativos utilizados entre os dias (DO e D6), contudo, entre os dias (D9-D18)
observou-se uma resposta inflamatdria mais intensa no grupo do hidrocoléide (Tab.3).
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Tabela 3: Média e desvio padrdo dos escores de avaliagdo macroscopica das feridas
cutaneas nos momentos DO, D3, D6, D9, D12, D15, D18. Dos grupos (HC), (HE) e (H).

Parametros Grupos DO D3 D6 D9 D12 D15 D18
Inflamac&o HC 3,0+0%  2,3+05% 14+0% 0,8+0,4° 0? 0,5+0,5% 0
Inflamagao HE 3,0£0* 2,2+0,4* 1,305 0,3+0,5% 0? 0,1%0,4% 0
a
Inflamagc&o H 3,0#0*  3,0¢0°  3,0#0° 2,5+05° 1,8+04° 1,1+04° 0,1%04
b
Edema HC 2,1#05  1,5+0,4° 15404 0,5+0,5 02 02 0
a a
Edema HE 2,0£06 1,3+05° 1,3+05 0,305 02 0? 0
a a
Edema H 3,0+0°  3,0+0° 2,804  2,0+0° 0? 0? 0
b
Exsudato HC 1,4+0°  1,3#0,5° 1,0+0,6 02 02 0° 0
a
Exsudato HE 1,1+0,4 1,1+0,4* 1,1+0,4 02 02 0? 0
a a
Exsudato H 3,0¢0° 2,605 3,0+0° 1,6+05° 1,0+0,6° 0,3+0,8" 0
Presenca de HC 02 0,6£0,5% 1,305 25+05%  3,0£0° 2,8+0,4% 2,1+0,9
crostas a a
Presenca de HE 0? 0,5+0,5% 1,2#0* 2,2+0,4* 3,0+0° 2,8+0,4* 2,0+0%
crostas
Presenca de H 0 0P 0,505 1,1+0,4° 1,8+0,4° 1,6+0,8" 1,0+0°
crostas b

a - Em cada coluna, a letra (a) indica auséncia de diferenca estatistica entre momentos
dentro de cada grupo. b - em cada linha, a letra (b) indica diferenca estatistica entre
grupos em cada momento experimental. HC-hidrogel de PVA/prépolis por
eletrofiacdo/congelamento e descongelamento; HE-hidrogel de PVA/prépolis por
eletrofiacdo; H-grupo controle (curativo de hidrocoléide).

Perez, (2017), ao avaliar o reparo epitelial das feridas em calvaria de ratos, com
a utilizacdo de curativos de espuma antibacteriana, anti-inflamatéria, hidrocolo6ide
transparente e codgulo, como grupo controle, observou que a resposta inflamatéria ndo
apresentou diferencas entre as membranas no mesmo periodo, confirmando a ndo acdo
de corpo estranho das membranas comparado ao grupo controle.

Podemos insinuar que a resposta inflamatoria mais satisfatoria nos grupos dos
hidrogeis de PVA/propolis por eletrofiagdo e congelamento/descongelamento se deve
ao fato desses curativos serem incorporados com ativos de acdo anti-inflamatoria, como
€ 0 caso da propolis, esta apresenta componentes que possuem acao anti-inflamatoria e
age de forma direta na acdo reguladora da resposta imune celular ( Algarni et al, 2019)
(Fig. 2,3,4).
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Figura 2: Evolucdo da cicatrizacao
cutanea com a utilizagdo do curativo de
PVA/propolis  pelo  metodo  de
eletrofiagdo/congelamento e
descongelamento, periodo de D0O-D24.

Figura 3: Evolugdo da cicatrizacdo
cuténea com a utilizacdo do curativo de
PVA/propolis  pelo método de
eletrofiacdo, periodo de D0O-D21.
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Figura 4: Evolugdo da cicatrizagdo cutanea
com a utilizacdo do curativo de hidrocoloide,
periodo DO-D24.

Na avaliacdo do edema, ndo se obteve diferenca estatistica no periodo DO ao D3
entre 0s grupos, porém o edema foi significativamente mais acentuado no grupo do
curativo hidrocoloide no periodo D6 ao D12. Néo houve diferenga estatistica entre 0s
grupos dos curativos de hidrogeis de PVA/prépolis por eletrofiacdo e
congelamento/descongelamento.

O edema surge durante a fase inflamatdria que é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular e intensa vasodilatagdo, essa fase ocorre imediatamente a
injaria tecidual e dura até trés dias, isso explica o grau semelhante do edema entre os
grupos até o D3 do pds-operatoério (Dogan et al, 2019).

O grau acentuado do edema nos periodos D6 ao D12 possivelmente se deve a
persisténcia de liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, em virtude do hidrocoldide ndo
possuir em sua composi¢cdo nenhuma propriedade que possa inibir a acdo dessas
citocinas.

A exsudacdo foi mais acentuada no grupo do curativo de hidrocol6ide, nao
observando-se diferenca estatistica entre os grupos dos hidrogeis. Segundo Hess, 2002,
os hidrocol6ides produzem um ambiente Umido ideal no leito da ferida, controlam o
exsudato, facilitam o desbridamento autolitico e fornecem uma barreira de protecédo
contra microorganismos externos.

Durante as trocas dos curativos foi observado odor em alguns animais que
usaram 0s curativos de hidrocolbide, esse odor pode ter ocorrido em virtude de
contaminacdo da ferida, visto que as trocas dos curativos ndo foram realizadas em
ambiente asséptico, apesar dos cuidados com higienizacdo nos momentos da mudanca
dos curativos. Desse modo, tais caracteristicas da ferida diferem das afirmaces feitas
por Pereira (2005), este alegou que entre as vantagens da utilizacdo do hidrocoléide é
que ele retem odores e mantém o pH &cido no leito da ferida impedindo o crescimento
bacteriano.
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Quanto a presenca de crostas nas feridas, ndo se observou diferenca estatistica
entre os curativos de hidrogel por eletrofiagdo e congelamento/descongelamento.
Contudo, do D3 ao D12 a presenca de crostas nas feridas dos curativos de ambos
hidrogéis, foi superior ao curativo de hidrocoldide.

O resultado obtido decorreu do curativo de hidrocoldide ser mais umido do que
os curativos de hidrogeis e formar um gel sobre a ferida, visto que a presenga de um
ambiente Umido na ferida diminui a formacéo de crostas (Mandelbaum et al, 2003).

Na avaliacdo histopatoldgica os hidrogéeis de PVA/propolis pelo método de
eletrofiacdo ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos hidrogéis de
PVA/propolis pelo método de eletrofiagdo/congelamento e descongelamento. Todavia,
estes diferiram significativamente em relacdo a resposta cicatricial dos curativos de
hidrocoléide (Tab. 4).

Tabela 4: Escores de avaliacdo histopatoldgica da cicatrizacdo das feridas cutaneas em
porquinhos da india, de acordo com o curativo utilizado: membrana de pva/propolis por
congelamento e descongelamento; membrana de pva/propolis por eletrofiacdo, e
curativo de hidrocoldide.

Grupos Deposicdo  Fibroplasia Reacéo Anexos Presenca
de inflamatdria  cutaneos de células
coladgeno gigantes
(HC) 93% 96% 98% discreta 95% 100%
intensa moderado moderado ausente
(HE) 95%intensa  95% 97% discreta 97% 100%
moderado moderado ausente
(H) 90% 92% 98% intensa  92% 80%
intensa moderado discreto discreto

A fase de remodelamento estava presente em todas as feridas avaliadas nos trés
grupos de estudo.

N&o houve diferenca estatistica dos parametros analisados entre os grupos de
hidrogéis de PVA/propolis pelo método de eletrofiacdo e eletrofiacdo/congelamento e
descongelamento.

O grau de deposicdo de colageno e fibroplasia foi semelhante entre os trés
grupos. Isso se deve ao fato que os curativos de hidrocoldide e hidrogéis sdo coberturas
gue mantém a ferida Umida, tal caracteristica proporciona um ambiente ideal com
fatores de crescimento que estimulam a fibroplasia, deposicdo de colageno e
epitelizacdo (Filho et al, 2014).

As feridas nas quais foram utilizados curativos de hidrocoldide, apresentaram
intensa reacdo inflamatdria com discreta presenca de anexos cutaneos, observou-se
ainda presenca intensa de plasmacitos, linfocitos e células gigantes do tipo corpo
estranho, caracteristica de reacdo inflamatdria granulomatosa (crénica) (Fig. 2).
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Figura 5- Avaliagdo histopatologica do curativo de
hidrocoloide (1) seta verde- discreta presenca de anexos
cutaneos (2) seta preta- plasmdcitos, seta vermelha-células
gigantes.

A presenca de plasmacitos, linfécitos e células gigantes do tipo corpo estranho
ocorreu devido a uma reagdo histiocitica a material inerte sem uma resposta imune
adaptativa, assim como ocorre em materiais de sutura e alimentar. A inflamacao
granulomatosa caracteriza-se pela producdo de granulomas distintos compostos por
agregados de histiécitos epitelidides, com um manguito periférico de linfocitos e
plasmacitos, e algumas vezes, com centro necrético. Esses granulomas apresentam duas
etiologias: granulomas de células gigantes de corpo estranho e granulomas imunes
(Shah et al.,2017).

Nos animais que usaram curativos de hidrogéis de PVA/propolis pelo método de
eletrofiacdo e eletrofiagdo/congelamento e descongelamento, observou-se presenca de
glandulas sebaceas em formacdo, areas de reestruturacdo da pele, com intensa
fibroplasia, foliculos jovens, faixa extensa de tecido conjuntivo com colageno denso e
com discreta reacdo inflamatdria (Fig. 3A e B).

A formagdo de anexos cutaneos foi mais significativa entre os curativos de
hidrogéis de PVA/propolis pelo método de eletrofiacdo e eletrofiacdo/congelamento e
descongelamento, em contra partida esses anexos foram discretos no grupo do curativo
de hidrocoloide.

Os anexos cutaneos incluem foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas
sebéceas. A recuperacdo da funcdo sensorial da pele € um importante indicador de
regeneracdo cutanea (Weng et al., 2020).
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Figura 6: (A) Avaliacdo histopatoldgica do curativo de hidrogel de
PVA/prépolis pelo método de eletrofiacdo (B) curativo de hidrogel de
PVA/propolis pelo método de eletrofiacdo/congelamento e
descongelamento.

A e B (setas pretas)-glandulas sebaceas e foliculos pilosos.

A e B(seta vermelha)-faixa de tecido conjuntivo denso e fibroplasia,
(setas verdes)-vasos sanguineos

O desenvolvimento mais intenso desses anexos indica um grau de
amadurecimento e regeneracdo epidérmico mais acentuado, estes dados sugerem que
constituintes quimicos presentes no extrato da propolis exercem um papel fundamental
na proliferacdo de queratindcitos, assim como a técnica de eletrofiagdo propicia alta
porosidade e fornece um ambiente complexo que imita a estrutura morfoldgica da
matriz extracelular, aumentando a capacidade de cicatrizacdo das feridas além de
apresentar area de superficie elevada fazendo com que aumente a taxa de dissolucdo da
prépolis (Lipovac, 2011; Mercante et al., 2021)

4. CONCLUSOES

N&o houve diferenca no processo de cicatrizagdo cutanea entre os curativos de
hidrogéis de PVA/ prépolis pelo método de eletrofiacdo e eletrofiacdo/congelamento e
descongelamento, contudo, ambos os hidrogéis foram superiores aos curativos de
hidrocolodide estimulando a cicatrizacdo e promovendo uma reacdo inflamatéria mais
satisfatoria.
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CONSIDERACOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos que compB8em esta tese, pode-se concluir que:

e A eletrofiacdo é uma técnica eficiente e promissora para producdo de hidrogeis
usados como curativos.

e As caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis de alcool polivinilico (PVA)
associado a propolis se mostraram satisfatorias para a utilizagcdo destes como
curativos, necessitando de alguns ajustes nos parametros da eletrofiacdo para
deixar as nanofibras mais uniformes.

e A concentracdo da prépolis utilizada na solucdo para producdo dos hidrogéis
eletrofiados, ndo apresentou caracteristicas citotoxicas.

e Os hidrogéis de PVA com propolis produzidos neste experimento apresentaram
uma resposta cicatricial mais eficiente em relacdo aos hidrocoloides.

e Nao houve diferenca do processo de cicatrizagdo dos hidrogéis de PVA/propolis
eletrofiados e submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento.
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ANEXQOS

APENDICE A

FICHA DE AVALIACAO CLINICA DAS FERIDAS CUTANEAS

Dias de
avaliacOes

Coloracdo da
ferida

Bordas da
ferida*

Edema*

Presenca de
Secrecdo*
(especificar o
tipo)

Dimensao da
ferida (cm)

DIAO

DIA1

DIA 2

DIA3

DIA 4

DIAS

DIAG6

DIA7

DIA 8

DIA9

DIA 10

DIA 11

DIA 12

DIA 13

DIA 14

DIA 15

DIA 16

DIA 17

DIA 18

DIA 19

DIA 20

DIA 21
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DIA 22

DIA 23

DIA 24

DIA 25

DIA 26

DIA 27

DIA 28

DIA 29

DIA 30

OUTRAS OBSERVAGCOES:
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