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A analise do processo de cicatrizagcao sob os pontos de vista clinico,
macroscopico e histologico de feridas cutdneas mostra que o tratamento das
feridas cutaneas é dindmico e depende, a cada momento, da evolugao das
fases de cicatrizacdo, em busca de facilitar e acelerar a evolugao natural do
processo de cicatrizacdo da ferida o uso de substancias extraidas de plantas,
tém crescido. Desta forma, este trabalho visa produzir uma membrana de Poli
(Alcool Vinilico) (PVA) obtida por eletrofiacdo, associada ao principio ativo
Nerolidol, um sesquiterpeno extraido de plantas e avaliar sua capacidade
antimicrobiana, para utilizagdo como curativo biodegradavel em feridas
cutdneas de mamiferos. Para obtengcdo da membrana, foi utilizada uma
solugéo polimérica de (PVA) na concentragao de 8% (m/v), usando agua como
solvente. Posteriormente, foi adicionado cerca de 5% de etanol, com a
finalidade de diminuir a tensao superficial da solugao polimérica. Nestes 5% de
etanol, foi adicionada a quantidade de 25 e 50% (v/m) de nerolidol. A
eletrofiagcdo foi realizada nos parametros: diferenca de potencial de 15kV;
distancia da agulha ao coletor de 12 cm e fluxo da solugédo de 0,75 mL.h™". As
membranas obtidas foram caracterizadas usando a técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), que mostrou uma coalescéncia das fibras apos
a incorporagao do Nerolidol, ficando mais acentuada para membrana contendo
50% do principio ativo, com um aumento de 61,4% no didmetro das fibras em
relacdo a membrana de PVA pura. As analises de angulo de contato
mostraram que apesar das membranas serem hidrofilicas, houve um aumento
no angulo de contato na presencga do Nerolidol, indicando que esta substancia
encontra-se, principalmente, na superficie das fibras. Além disso, as técnicas
de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) , Calorimetria
Exploratério Diferencial (DSC), Analise Termogravimétrica (TGA) e raio X,
indicam que o PVA né&o encapsulou o Nerolidol, sendo que este provavelmente
permaneceu sob a superficie do PVA. As analises antimicrobianas mostraram
que os principais microrganismos causadores de infecgdo em feridas cuténeas:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa foram inibidos frente a membrana contendo o Nerolidol. Desta
forma o trabalho é promissor no estudo desse novo curativo biodegradavel
formado a partir de PVA e Nerolidol com efeito antimicrobiano em feridas
cutaneas de mamiferos.

Palavras-chaves: eletrofiacao; feridas cutaneas, principio ativo.
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The analysis of the healing process from the clinical, macroscopic and
histological points of view of cutaneous wounds shows that the treatment of
cutaneous wounds is dynamic and depends, at each moment, on the evolution
of the healing phases, in search of facilitating and accelerating the natural
evolution of the wound healing process, the use of substances extracted from
plants has been increasing. Therefore, this work intends to produce a polyvinyl
alcohol (PVA) membrane obtained by electrospinning, associated with the
active principle Nerolidol, a sesquiterpene extracted from plants and evaluate its
antimicrobial capacity, to be used as biodegradable dressing in mammalian skin
wounds. To obtain the membrane, a polymeric solution of (PVA) was used at a
concentration of 8% (w/v), using water as solvent. Subsequently, about 5%
ethanol was added, in order to decrease the surface tension of the polymeric
solution. In this 5% ethanol, the amount of 25 and 50% (v/m) of nerolidol was
added. The electrospinning was performed in the parameters: potential
difference of 15kV; distance from the needle to the collector of 12 cm and
solution flow of 0.75 mL.h-1. The membranes obtained were characterized
using the technique of Scanning Electron Microscopy (SEM), which showed a
coalescence of fibers after the incorporation of Nerolidol, being more
pronounced for membrane containing 50% of the active principle, with an
increase of 61.4% in fiber diameter compared to pure PVA membrane. The
contact angle analysis showed that although the membranes are hydrophilic,
there was an increase in the contact angle in the presence of Nerolidol,
indicating that this substance is mainly found on the surface of the fibers.
Furthermore, the Fourier Transform Infrared (FTIR), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Thermogravimetric Analysis (TGA) and X-ray techniques
indicate that the PVA did not encapsulate the Nerolidol, which probably stayed
under the PVA surface. The antimicrobial analyses showed that the most
important microorganisms causing infection in skin wounds: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa were
inhibited against the membrane containing Nerolidol. Therefore, the work is
promising in the study of this new biodegradable dressing formed from PVA and
Nerolidol with antimicrobial effect on mammalian skin wounds.

Key-words: electrospinning, cutaneous wounds, active principle.
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1. INTRODUGAO

Plantas medicinais e o uso da medicina popular tém sido a primeira
opcao de tratamento para diversas doencas desde o inicio da humanidade.
Com o surgimento da medicina moderna casos mais extremos de
enfermidades passaram a ser tratados por solug¢des, drogas, procedimentos,
maquinas e protocolos especificos para quase todas as doengas conhecidas.

Porém nesta especificidade da medicina moderna reside seu maior
perigo: a superexposicdo a drogas medicamentosas, que tem sido a
responsavel por uma resisténcia por parte dos microrganismos causadores de
doencgas. Conforme novos microrganismos foram sendo apontados como
patogénicos, aumentou-se a procura por antibioticoterapias para essas
doencas.

Todos os dias, a ciéncia apresenta novos microrganismos que se
tornaram resistentes aos medicamentos especificamente criados para
destrui-los e com isso a quantidade administrada vem sendo aumentada para
tentar evitar essa resisténcia, o que pode causar um acumulo de substancias
no organismo humano e animal.

No ponto em que a medicina moderna volta-se para onde tudo teve
origem, no caso a medicina tradicional, que essa pesquisa se aplica, ao
voltar-se para as raizes da medicina encontram-se inumeras plantas com
capacidades tdo boas quanto, sendo até melhores, do que os medicamentos
sintetizados utilizados atualmente.

Ao se estudarem plantas medicinais popularmente utilizadas pela
populacdo mais de perto e do ponto de vista cientifico pode-se obter delas
inumeras propriedades fitoterapicas que, ao serem incorporadas a medicina
atual, podem auxiliar muito nos processos de saude.

Essa ponte entre a planta no seu estado natural e modos em que
sua capacidade fitoterapica possa ser utilizada varia muito de planta a planta, e
até mesmo entre as partes da planta que podem ser utilizadas. Este trabalho

ira tratar de uma forma que vem sendo muito utilizada: os principios ativos.

12
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Neste contexto, ndo basta apenas o conhecimento de cada planta,
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das suas propriedades e do que ela é capaz, deve-se encontrar uma maneira
plausivel, econbmica, facil e rapida de associa-la a algo que possa ser
efetivamente aplicado, o que também se tornou objeto de estudo deste
trabalho, que visa obter membranas compostas por nanofibras poliméricas de
Poli (Alcool Vinilico) contendo o principio ativo extraidos de plantas nerolidol

com o intuito de substituir o uso de curativos em feridas cutidneas de

mamiferos.

13
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2. OBJETIVOS

Produzir membrana composta por Poli (Alcool Vinilico) contendo
nanofibras poliméricas associada com o principio ativo vegetal Nerolidol, que

seja capaz de prevenir ou atenuar infecgdes microbianas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Especificar a capacidade antimicrobiana do principio ativo vegetal
Nerolidol associado a membrana contendo nanofibras poliméricas por
meio de testes microbioldgicos.

e Desenvolver membranas compostas de Poli(Alcool Vinilico) através do

processo de eletrofiagdo com a incorporacao do principio ativo Nerolidol.

14
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde o momento em que o homem comecgou a desenvolver a
consciéncia de si mesmo, as dores, feridas, enfermidades e a morte o
incomodam. A busca por mitigar as dores, tratar as feridas, afastar as doengas
e protelar a morte € o que tem levado a ciéncia por tras da medicina a pensar

solugdes que tornem o viver mais facil para todos (VIEIRA, 2012)

A medicina atual surgiu com Hipécrates, que foi, segundo a tradicao,
o0 maior meédico da Grécia Antiga e possivelmente de toda a Medicina
Ocidental. Com ele, foi estabelecido o procedimento padrdo do médico que é
ter habilidade para escutar as queixas e para examinar os pacientes, ter
raciocinio logico para formular hipéteses de diagndstico e ter habilidade para
preparar remeédios e atuar cirurgicamente (VIEIRA, 2012). Os gregos e
romanos antigos desenvolveram toda uma gama de abordagens a assuntos
relacionados a saude como tentar evitar doencas na comunidade, ter
instituicdes simples para cuidar de escravos e soldados, locais onde reunir
textos médicos, tentar aprimorar o conhecimento de medicina por meio de
pesquisa e, é claro, cuidar de pacientes a beira do leito. Mas as categorias
modernas de medicina hospitalar, comunitaria e laboratorial surgiram em sua
forma atual durante o século XIX (BYNUM, 2011).

Enquanto a medicina praticada em hospitais foi se desenvolvendo e
criando raizes pela ciéncia, um outro tipo de medicina, que vem antes até
mesmo dos registros existirem, também evoluiu, a medicina baseada em
observacdes ao passar dos anos, das vivéncias, experiéncias e convivéncias
dos médicos e pacientes no meio, cujo conhecimento foi passado de geracao
para geragao, e que podem ser denominadas saber popular ou saber de senso
comum. No saber popular as plantas tém uma papel fundamental no
tratamento e cura de doengas, sendo muito conhecidas pela populacdo em
geral (VIEIRA, 2012).

Grande parte da populacdo mundial tem confianca nos métodos

tradicionais relativos aos cuidados diarios com a saude e cerca de 80 % dessa

15
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populagdo, principalmente dos paises em desenvolvimento, confiam nos

derivados de plantas medicinais para seus cuidados com a saude.
Aproximadamente 25 % de todas as prescricdes médicas sao formulagbes
baseadas em substancias derivadas de plantas ou analogos sintéticos
derivados destas (GURIB-FAKIM, 2006).

A utilizagdo de produtos naturais com fins medicinais, nasceu com a
humanidade. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram
encontrados nas civilizagbes mais antigas, sendo considerada uma das
praticas mais remotas utilizadas pelo homem para cura, prevengao e
tratamento de doencgas, servindo como importante fonte de compostos
biologicamente ativos (ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007). Existem
registros de 4.000 a. C sobre a utilizagdo das plantas para tratamento de
doencas. Entretanto, o primeiro registro médico que inclui uma colecdo de
férmulas de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou mineral
encontra-se depositado no Museu da Pensilvania que € datado de 2.100 a. C.
Pode-se afirmar que 2.000 anos antes do aparecimento dos primeiros médicos
gregos, ja existia uma medicina egipcia organizada (HELFAND; COWEN,
1990).

O uso de plantas medicinais pode ser entendido como uma pratica
que atravessa milénios, estando historicamente presente na sabedoria popular,
articulando cultura e saude, uma vez que estes aspectos ndo ocorrem
isoladamente, mas inseridos em um contexto histérico determinado (ALVIM et
al., 2006). Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal constituiram as
bases para tratamento de diversas doencgas, quer de forma tradicional, devido
ao conhecimento das propriedades de determinada planta, que é passado de
geracao a geracao, quer pela utilizagdo de espécies vegetais como fonte de
moléculas ativas (CARVALHO; SILVEIRA, 2010).

Com a valorizagdo da medicina popular, houve um aumento no
interesse em pesquisas com fitoterapicos, objetivando a produg¢ao de farmacos
mais baratos e com efeitos semelhantes aos dos medicamentos tradicionais.

Esse conhecimento foi construido empiricamente, ao longo de milénios,
16
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constituindo gradualmente a medicina tradicional (ALLEN; BOND; MAIN, 2012).

A necessidade exige e a ciéncia busca a unificagdo do progresso com aquilo

que a natureza oferece, respeitando a cultura do povo em torno do uso de

produtos ou ervas medicinais para curar os males (ACCORSI, 2000).

A maioria dessas plantas é utilizada com base no conhecimento
popular, observando-se a caréncia do conhecimento cientifico de suas
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas. Muitas vezes, entretanto, as
propriedades farmacoldgicas anunciadas ndo possuem validagao cientifica, por
nao terem sido investigadas ou comprovadas em testes pré-clinicos e clinicos.
Além disso, verifica-se também escasso conhecimento a respeito dos
constituintes responsaveis pela atividade farmacolégica, ou as possiveis
interagdes que envolvam as inumeras moléculas presentes no extrato da planta
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). A procura por produtos naturais derivados
de plantas como alternativa para a utilizagdo em terapias tem crescido
(FIGUEIREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Apesar da descoberta dos antibidticos na terapéutica médica
permitir curar infecgdes que antigamente tinham 100% de mortalidade
(RIGATTI, 2010), o tratamento antibioticoterapico errébneo é um fator
responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia bacteriana e que contribui

para a ocorréncia de infecgdes recorrentes (VIANA et al., 2011).

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser
classificados como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou
bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento microbiano
(WALSH, 2003). Os antibidticos ideais definem-se por diversas caracteristicas,
tais como, alvo seletivo, alcangar rapidamente o alvo, bactericida, espectro
estreito de forma a nao afetar a flora sapréfita, com baixo nivel tdxico e
elevados niveis terapéuticos, poucas reagdes adversas, quer seja toxicidade ou
alergia, varias vias de administragdo, tais como, oral, intravenosa (IV) e
intramuscular (IM). Deve ter uma boa absorg&o e caso seja administrado por

via oral, ter uma boa absorcao intestinal, boa distribuicdo no local de infeccao e
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ser um antibiético pro-hospedeiro, isto €, que nao contraria as defesas

imunoldgicas, ndo deve induzir resisténcias e deve ter uma boa relagéo
custo/eficacia. No entanto, nem todas estas caracteristicas conseguem ser
obtidas, pois a relacdo entre os antibiéticos e as bactérias ndo é linear.
(KATZUNG, 2007).

Como meio de classificagao dos antibidticos em uso clinico temos os
antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos (que
compreendem a maioria dos antibidticos em uso clinico) e podem ser
classificados em [B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas,
oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos,
peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas,
entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas etc). Ja os antibiéticos de
origem sintética sdo classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e

oxazolidinonas (PUPO et al., 2006).

Os mecanismos de acdo estdo descritos de acordo com a classificagao dos

antibiéticos na Tabela 01:

Tabela 01: Principais mecanismos de agao antibiotica (WALSH, 2003).

Antibidticos

Alvo

Mecanismo de acao

b-lactadmicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas,
monobactamas)

b-lactdmicos (oxapeninas,
sulfoxapeninas)

Macrolideos, lincosamidas,
estreptograminas
(dalfopristina e quinupristina),
cloranfenicol,

oxazolidinonas (linezolida)

Aminoglicosideos, tetraciclinas

Glicopeptideos (vancomicina,
teicoplanina).

Enzima transpeptidase

Enzima b-lactamase

Subunidade 50S ribossémica

Subunidade 30S ribossémica

Dipeptideo terminal D-Ala-D-Ala do
peptideoglicano

Inibicdo da formagé&o de ligagéo
cruzada entre cadeias de
peptideoglicano, impedindo a
formacgao correta da parede
celular bacteriana.

Inibicdo da enzima de resisténcia
bacteriana, que degrada antibiéticos
b-lactdmicos

Inibicdo da sintese proteica
bacteriana.

Inibicdo da sintese proteica
bacteriana

Complexagéo com as cadeias
peptidicas néo ligadas e bloqueio
da transpeptidagao, impedindo a
formagao correta da parede
celular bacteriana.
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Lipodepsipeptideos (daptomicina) Membrana plasmatica Afeta permeabilidade da membrana
bacteriana e bloqueia
sintese de acido pipoteicoico,
componente da membrana
externa de bactérias Gram positivo.

Rifampicina RNA polimerase dependente de Inibicdo da sintese de RNA.
DNA
Fluoroquinolonas Enzima DNA girase Bloqueio da replicacao e reparo do
DNA.
Sulfonamidas Enzima di-hidropteroato sintetase Bloqueio da formagéao de cofatores

do acido folico, importantes
para sintese de acidos nucleicos.

O uso de antimicrobianos promove adaptacdo ou morte de
microrganismos, em um fendmeno conhecido como pressdo de selegédo. Os
microrganismos que sobrevivem possuem genes de resisténcia que podem ser
transmitidos a outros microrganismos da mesma espécie ou de espécies
diferentes. A disseminagao desses genes de resisténcia esta relacionada com
0 uso indiscriminado de antibiéticos como, por exemplo, a prescricdo empirica
de antibidticos sem analise dos dados epidemiologicos locais (MCLSAAC et al.,
2002). O monitoramento da microbiota patogénica que predomina em
determinada regi&o, bem como seu comportamento diante dos antimicrobianos
utilizados, € de extrema importadncia para o clinico no acompanhamento
terapéutico dos pacientes e também para o farmacéutico que deve participar na
aquisicdo do antimicrobiano e na orientacdo ao paciente (BAIL; ITO;
ESMERINO, 2006).

Assim, torna-se necessario restringir o uso de antimicrobianos,
ampliar pesquisas relacionadas aos mecanismos genéticos de resisténcia
microbiana e desenvolver estudos relativos a novos medicamentos, sintéticos
ou naturais, capazes de combater esses microrganismos. O emprego de
plantas medicinais para o tratamento de algumas doencgas tem sido apoiado ha
algum tempo pela classe médica e por programas oficiais de saude (COSTA et
al, 2009).

A incorporagao do uso de plantas medicinais no Sistema de Saude
Publica brasileiro tem como marco inicial o ano de 1988, no qual a Comissao

Interministerial de Planejamento e Coordenagdo (CIPLAN), por meio da
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Resolugao n° 08, disciplinou a introdugéo da Fitoterapia nos servigos de saude.

Outro marco legal importante € representado por resolugdes da ANVISA,
datadas de 2004 que regulam os padrdes de qualidade e seguranca dos
produtos fitoterapicos (FIGUEIREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014). O
Brasil € o pais que apresenta a maior biodiversidade do planeta, possuindo
cerca de 60.000 espécies vegetais catalogadas. A ampla biodiversidade
brasileira esta atrelada a longa aceitagdo de uso de plantas medicinais, visto
que, atualmente, cerca de 50% dos medicamentos utilizados sao originados,
direta ou indiretamente, de produtos naturais, principalmente de plantas
medicinais (SILVA et al. 2010).

As plantas medicinais tém contribuido fortemente para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas por meio de seus
metabdlitos secundarios. Estes sdo conhecidos por atuar de forma direta ou
indireta no organismo, podendo inibir ou ativar importantes alvos moleculares e
celulares (CALIXTO, 2005). Exemplos de formas de utilizagdo dessa
propriedades sao os Oleos essenciais, extratos alcodlicos, extratos aquosos,
extratos hidroalcodlicos e principios ativos extraidos destes que podem ser
utilizados em diferentes segmentos, abrangendo principalmente a industria
alimenticia e a farmacéutica, de acordo com suas propriedades (PERRICONE,
2015).

Os Oleos essenciais sdao compostos bioativos volateis, naturais e
complexos, que sao caracterizados por um odor forte, e seus efeitos bioldgicos
sao associados a uma seérie de interacbes complexas com células, tecidos e
organismos inteiros (BAKKALI et al, 2008). Os usos dos 6leos essenciais tém
se estendido as industrias alimenticia, agricola e farmacéutica (PERRICONE,
2015).

Varios compostos de origem vegetal encontrados em abundancia na
natureza tém sido estudados, dentre eles o nerolidol (Figura 1) que é um
sesquiterpeno comumente encontrado de forma majoritaria em Odleos
essenciais obtidos das folhas, flores, hastes, partes aéreas, raizes, resinas,

galhos, sementes e frutos de diferentes plantas medicinais como nerol (Citrus
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aurantium), gengibre (Zingiber officinale), lavanda (Lavandula angustifolia) e

capim limao (Cymbopogon citratus) e devido as suas variadas propriedades
bioldgicas tém sido postos em evidéncia para pesquisas no ambito cientifico
(CHAN et al., 2016; BALDISSERA, 2018).

N\
/ {W
™ K
oH HO

ISOMERO CIS DO NEROLIDOL |SOMERO TRANS NEROUDOL

Figura 1: Estrutura quimica do isbmeros cis e trans do nerolidol
Fonte: NIGMATOV; SEREBRYAKOV; YANOVSKAYA, 1987.

O nerolidol é usado como agente aromatizante pelas industrias
alimenticias e apresenta um grande interesse para a industria de cosméticos
em virtude de ser um fixador natural (FRIZZO et al., 2000). Estudos ja o
colocam em testes de penetragdo dérmica, como um agente potencializador
para permeacgao de drogas terapéuticas na forma transdérmica (KOUDOU et
al., 2005).

Como outros compostos de sesquiterpeno, o nerolidol tem alta
hidrofobicidade, permitindo assim uma penetracdo mais facil através da
membrana plasmatica e interacdo com proteinas intracelulares e sitios
intra-organela (PARK et al, 2009). Algumas das atividades ja comprovadas do
nerolidol s&o:

e Acdo antioxidante: medeia radicais livres, prevenindo a peroxidagao
lipidica e aumentando a producdo de enzimas antioxidantes nas
células para protecdo contra o estresse oxidativo (WANG; WANG;
CHEN, 2008);
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Acéao antibacteriana: fornece uma opgéao terapéutica alternativa para o

desenvolvimento de combinagbes de medicamentos que podem ser
mais eficazes no controle de bactérias resistentes a varios
medicamentos (SIMOES et al, 2008);

Atividade antibiofilme: observada contra varios patégenos (CURVELO
et al, 2014);

Atividade antifungica: observada contra patdgenos, além de também
apresentar resultados promissores no controle de infec¢gdes fungicas
em plantas causadas por fungos fitopatogénicos (PASSOS et al,
2012);

Atividade anti parasitaria: a insergao de nerolidol na bicamada lipidica
atua como espacgador para aumentar a fluidez das membranas, uma
vez que o nerolidol tem alta hidrofobicidade, causando grande
reorganizagdo nas membranas celulares (MENDANHA; ALONSO,
2015). Esse mecanismo do nerolidol é o responsavel pela observagéo
de atividade antiparasitaria contra a leishmaniose (COUTO et al, 1999),
tripanossomiase (MOHD-SHUKRI; ZAINAL-ABIDIN, 2011),
esquistossomose (PIRIZ et al., 2014), malaria (DA SILVA et al, 2015),
dentre outros (ABDEL-RAHMAN; ALANIZ; SALEH, 2013);

Atividade anti ulcera: éleos essenciais com a presenca de nerolidol,
estdo sendo recentemente explorados, pois demonstraram produzir
resultados promissores para terapias alternativas para o tratamento de
ulceras gastricas com menores efeitos colaterais (CHAN, LEUNG,
2002);

Atividade repelente de insetos: 6leos essenciais com a presenca de
nerolidol, sdo eficazes ndo apenas na repeléncia de insetos, mas tém
atividade inseticida de contato e fumigantes contra pragas especificas,
sem efeitos colaterais prejudiciais aos seres humanos e animais
(PRAJAPATI et al., 2005);

Atividade potenciadora de penetracédo na pele: os terpenos contidos no
nerolidol sdo frequentemente usados como intensificadores topicos de

penetracdo na pele devido a sua ampla gama de propriedades
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fisico-quimicas, como baixa irritacdo cutadnea e perfil toxicolégico que

@)

apresenta baixa toxicidade, além da capacidade de melhorar a
adsorcao (GAO; SINGH, 1998)

A Figura 2 demonstra quais as principais fontes vegetais de
nerolidol, juntamente com sua porcentagem de nerolidol e métodos de

extragao.
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Partesda| Tipode o : o
: Plantas purificado a partir Referéncias
planta Nerolidol ; :
do oleo essencial
EWarinmhsahﬂme s LIMA et al, 2012; ZNINI et &l
Partes aéreas|  trans nerolidol imm s HiEN 2013 NIBRET, WINK, 2010;
[ 1,20% SKALTSA et al, 2000
|Leonotis ocymifola 041%
| Capparis fomentosa 5 14%
nerolidol (ns) | Virola surinamensis %
\Ginkgo biloba 0,12%
\Baccharis dracunculifolia 33,51% LOPES etal, 1999, NDUNGU,
— GITU, 2013; TAD et al, 2113
Cassia fistula 2 20% ! : ! :
Complonia = 2’ I CURVELO et al, 2014, PASS0S
, PEre : etal, 2012: RAHMAN etal 2011;
|Melaleuca quinguenena 24,1 9% HOET et al, 2006; PARK etal,
\Myrica rubra 2 2011; ARALWO et al, 2012;
Faolha \Lantana radula 108, PINHEIRO et & 2011; COSTA
~ Peperomia serpens W etal, 2015; AMBROZ et al, 2015;
trans nerolidol Frsmp—— 120% SIMIONATTO et al, 2005;
= = TZAKOU et al, 2007:
\Piper chaba ’ STASHENKO et al, 2015;
\Piper claussenianum 81.40% PARREIRA et al 2010;
\Strychnos spinosa 0,70% MARQUES et al, 2011.
| Swinglea glutinosa 2 40%
\Zanthoxylum hyemale 1%
\Zomia brasiliensis 48%
Haste trans nerolidol | Oplopanax hormidus 54 50% GARNELAU et al, 2006
|Actillea millfolium 116%-319% | LEE etal, 2014 TZAKOU etal,
Flor trans nerolidol | Cananga odorata 0.3%% 2007: JUDZENTIENE,
| Cassia fotula 0% MOCKUTE, 2004,
Raiz trans nerolidol | Oplopanax homicus 54 60% GARNELAU et al, 2006
R, [ e s WANG et al, 2015; KAPOOR &t
: . elal, i
O | ey [ ——— L al, 2008 BRACA et l, 2006,
| Momardica charantia 61,60%
Fta | transneroidol | Suinges guinoss 19.10% STASHENKO etal, 2015;
Resina trang nerolidol | Cananum schweindurthi 14% KOUDOU et al, 2005
v | Cinnamormum camaphi 1,05%
oy | ETEOM =0 = TUNG et al, 2008; GRETCHEN
— [l iy : etal, 2003 MAURER et a, 1986,
cisnerolidol | Myrocamus fasfigiatus a0

Figura 02: Principais fontes vegetais de nerolidol, juntamente com sua porcentagem de

nerolidol e métodos de extragao.

24




unioeste

MESTRADO EM

@)
A , CIENCIAS AMBIENTAIS
m:lud_uhmmu Wr\ﬂ\m"]

Devido as caracteristicas do Nerolidol ja apresentadas, ele é elegivel

para uso em membranas com o proposito de serem curativos biodegradaveis
em feridas cutdneas de mamiferos. Uma ferida é representada pela interrupgao
da continuidade de um tecido corpéreo, em maior ou menor extensao, causada
por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por
uma afecgao clinica (ARAUJO et al, 2015). As feridas podem ser classificadas
em limpas, contaminadas, colonizadas, criticamente colonizadas e infectadas e
de acordo com essa classificagdo uma abordagem diferente sera adotada no
tratamento da lesdo (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001).

Ja a cicatrizagdo constitui um conjunto dindmico de alteragbes
teciduais importantes na manutengdo da integridade do organismo, que
envolve inflamacdo, quimiotaxia, proliferagdo celular, diferenciacdo e
remodelagdo (CARRICO; MEHROF; COHEN, 1984). Surge como resposta
tecidual as lesdes, e € componente necessario ao processo de reparagao, por
proporcionar os mecanismos pelos quais o tecido lesado é preparado para a
reconstrugdo (BANKS, 1992). Este fendbmeno é usualmente multimediado,

localizado, transitorio e autolimitado.

No entanto, quando o estimulo inflamatério ndo pode ser eliminado
ou removido, desencadeia-se resposta complexa, envolvendo todo o
organismo e levando a processo inflamatério crénico, o qual muitas vezes pode
ser deletério (CONTRERA et al, 1985). A infecgdo ocorre na presenga e
replicagcdo dos microrganismos na ferida, que acarretam danos a toda extenséo
da lesdo. E determinada pela presenca, tipo, nimero (acima de 105 UFC/g), e
fatores de resisténcia dos microrganismos colonizadores, os quais afetam as
condigbes gerais, nutricionais, de perfusdo e oxigenacdo dos tecidos,
favorecendo a cronificagdo da lesao, de forma direta e indireta (KINGSLEY,
2003).

O mecanismo direto da infecgao inclui basicamente a producao de
toxinas que induzem um aumento da quantidade de citocinas pré-inflamatérias.
As exotoxinas microbianas produzidas lesam diferentes células, levando a

necrose tecidual. As bactérias contribuem ainda para a diminuicdo das
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proteinas que favorecem quimiotaxia; aumentam a producdo de enzimas

citotéxicas e dos radicais livres; acentuam a hipdxia, que é exacerbada pelos
metabdlitos vaso constritivos, promovendo aumento da lesdao tecidual
(SIBBALD et al, 2003).

Os sinais classicos de infeccdo em feridas incluem calor, exsudacao
purulenta, hiperemia, dor e edema. Observa-se ainda, nas lesdes infectadas:
atraso na cicatrizacéo, a presencga de friabilidade do tecido de granulagdo com
pigmentacbes e despigmentagdes patoldgicas, auséncia de tecido de
granulacao no leito ou presencga de tecido anormal, formacado de bolsas ou
pontes nas bases da ferida, alteracdo no odor, deterioracdo e reabertura da
ferida, aumento na drenagem do exsudato, maceracgao, inflamacao e celulite,
desconforto ou aumento da dor na regido da lesao e formagéo de abscesso. O
diagnéstico de infecgdo em feridas, além de obedecer aos sinais clinicos, deve

ser confirmado pela cultura microbiana. (SCHULTZ et al, 2003).

A ocorréncia de infeccdao em feridas leva ao aumento de custos
tanto na assisténcia prestada no contexto hospitalar, como para o paciente
quando cuidado em domicilio; ao uso elevado de antimicrobianos, que por sua
vez sao acompanhados de repercussdes nem sempre desejadas; a alteragdes
de ordem fisica, emocional, psicolégica, social e econbmica para os pacientes;
ao receio, medo e preconceito dos profissionais de saude, no contato com a
pessoa que apresenta infeccdo; aos riscos aumentados para a saude do
paciente tanto pela cronificacdo da lesdao, bem como pelo risco de sepse, entre
outros agravos e cujas consequéncias podem ser incompativeis com a vida do
paciente (BORGES et al, 2008).

As infecgdes cutdneas mais citadas nas publicacdes cientificas sao
causadas principalmente por: Staphylococcus aureus (39,28%), Escherichia
coli (30,35%), Pseudomonas aeruginosa (19,64%), Staphylococcus epidermidis
(17,85%), Klebsiella spp (12,50%), Enterobacter spp (10,71%), Morganella
morganii (8,92%) e Bacteroides spp (7,14%). Observa-se que o principal
microrganismo nas infec¢des das feridas s&o as bactérias Gram-negativas, que

possuem uma tendéncia a resisténcia a terapéutica (SANTOS et al, 2016).
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Sao variados os produtos que podem ser utilizados em feridas

infectadas, entre os quais podem ser citados: alginatos de calcio; carvao
ativado; carvao ativado com prata, solugéo fisiolégica 0,9%; sulfadiazina de
prata, que pode ser acrescida de cério; agucar; pomadas enzimaticas contendo
papaina; curativos de espumas de poliuretano (hidropolimeros); acidos graxos
essenciais (AGE); biomembrana de latex; bota ou pata de Unna (BORGES et
al, 2008).

Inumeros sao os tipos de curativos usados para tratamento das
feridas cutaneas, com diferentes indicagbes, vantagens e desvantagens. A
escolha do curativo a ser utilizado deve ser baseada essencialmente nos
fatores eficacia, seguranca e custo, para que o paciente possa manté-lo e,

assim, conseguir um resultado satisfatorio (CAETANO et al, 2009).

Apesar da predominéncia, no arsenal terapéutico, de substancias
sintéticas, inclusive as anti inflamatdrias, nos ultimos anos tém-se verificado
retomada a valorizacdo de praticas terapéuticas consideradas por muitos
profissionais de saude como populares ou nao cientificas, inclusive a lenta
reincorporacdo das ervas medicinais como alternativa ou complemento
terapéutico. Varios foram os fitoterapicos testados e usados no processo de
cicatrizagdo de feridas cutdneas que se mostraram promissoras (SANTOS;
VIEIRA; KAMADA, 2009).

Estudos in vitro ja relacionaram o potencial cicatrizante de extratos
aquosos de Phyllanthus muellerianus (Quebra-pedra) e Pycnanthus angolensis
(lomba), que exibiram uma significativa influéncia sobre a viabilidade celular e
da proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos dérmicos, confirmando o poder
cicatrizante de feridas, destas espécies vegetais (AGYARE et al, 2009). A
planta Crajiru (Arrabidaea chica Verlot.), também vem sendo estudada. Em
vista da grande utilizagdo popular, estudos in vitro e in vivo obtiveram
resultados positivos com as agdes cicatrizantes do extrato de suas
folhas(JORGE et al., 2008; ARO et al, 2013). Esta planta estd na relacao
nacional de espécies medicinais de interesse ao Sistema Unico de Salde

(SUS) e ja conta com um medicamento sendo desenvolvido com alto teor
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cicatrizante, para ulceragdes diabéticas (BRASIL, 2009). A Orbignya phalerata,

conhecida como babacgu, se apresentou, em pesquisas experimentais in vivo,
detentora de propriedades antifungicas e antibacterianas, bem como, alto

poder cicatrizante em feridas induzidas em ratos (BATISTA et al., 2006).

A planta Anacardium occidentale L., também tém tido o seu efeito
avaliado em ratos. A avaliacdo histopatolégica do grupo tratado com
polissacarideo da planta demonstrou a presenca de tecido de granulagao
fibrovascular no sexto dia pos-operatorio, sugerindo a possivel utilizagao clinica
da emulsao (SCHIRATO et al, 2006).

O extrato alcodlico preparado com a casca do barbatimao
(Stryphnodendron adstringens) demonstrou ser bactericida em concentragbes
iguais ou inferiores a 12,5 mg.mL" para a cepa-padrao S. aureus ATCC 25923
e todas as cepas de S. aureus isoladas de feridas crénicas de pacientes
ambulatoriais (HASENACK et al., 2008). Pereira, Moreno e Carvalho (2013)
estudaram a farmacologia preliminar do barbatimao e observaram que o extrato
aquoso da casca tem significativo efeito cicatrizante sobre a ferida. Os mesmos
autores demonstraram que o extrato aquoso de barbatimao possui atividade

anti-inflamatdria, analgésica e uma atividade protetora da mucosa gastrica.

De acordo com Gazola, Freitas e Coimbra (2014) a Calendula
officinalis tem uma vasta gama de acbes, dentre elas a de cicatrizante,
re-epitelizadora, anti inflamatéria, anti tumorigena e antisséptica. A acao
anti-inflamatdria e cicatrizante decorrente do uso do 6leo de copaiba deve-se a
presengca de dipertenos. A literatura designa que os mecanismos que estao
relacionados com a atividade anti-inflamatéria e cicatrizante é devido a inibicao
do edema, aumento da permeabilidade capilar e aumento do tecido de

granulagao, sendo utilizado por via oral e tépica (LIMA et al., 2012).

Estudos utilizando extrato da casca de Musa paradisiaca relataram a
presenca de alcaloides e taninos em quantidades apreciaveis indicando que
estes compostos promovem o processo de cicatrizacdo de feridas devido a

atividades  antioxidantes do extrato da casca deste vegetal
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(PADILLA-CAMBEROS et al.,, 2016). Romero-Cerecero et al (2014)

demonstraram que o uso tdépico de plantas medicinais como Ageratina

pichinchensis na cicatrizagcdo de feridas em ratos diabéticos estimulam um
aumento na celularidade e vascularizacido do tecido lesionado. Resultados
semelhantes foram encontrados na aplicagdo tépica de curcumina, um
pigmento presente na espécie Curcuma longa L. (KANT et al., 2015) e também
em estudos com o componente ativo asiaticoside isolados de Centella asiatica
(SHUKLA et al. 1999), sendo observado um aumento da reepitelizagéo e

vascularizacdo em ratos diabéticos.

A partir dos anos 1980, os avancos técnicos e o desenvolvimento de
novos métodos de isolamento de substancias ativas a partir de fontes naturais,
permitiram maior rapidez na identificagdo de substancias em amostras
complexas como os extratos vegetais, ressurgindo o interesse pela pesquisa
dessas substancias como protétipos para obtencdo de farmacos com
atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos originais (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

O uso de plantas tem envolvido ndo somente o seu uso como tal,
mas também como matéria-prima para o isolamento de compostos ativos,
como a morfina, isolada do épio ainda no inicio do século XIX. O isolamento
dessa substancia da Papaver somniferum em 1803, pelo farmacéutico Friedrich
Wilhelm Adam Sertlrner, marcou o inicio do processo de extracido de principios
ativos de plantas. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas, como
por exemplo a quinina, isolada em 1819 de espécies de Cinchona sp., nativa
dos Andes, a atropina e escopolamina em 1831 a partir da Atropa belladona,
planta da familia das Solanaceas empregada pelos antigos gregos, e a
reserpina, isolada de Rauwolfia serpentina, de uso popular na india
(BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Como observado, os extratos vegetais e o0s componentes
especificos extraidos de plantas ja tém suas capacidades antimicrobianas
comprovadas, o objetivo deve ser torna-lo de facil acesso e facil de ser utilizado

em feridas cutdneas de mamiferos e uma opgao para isso sdo as membranas
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bioldgicas. Constituidas de nanofibras poliméricas, elas sdo capazes de fazer a

liberacdo controlada do principio ativo escolhido - nesse caso especifico, o
nerolidol - de maneira a comprovar o efeito antimicrobiano do principio, o que

as tornam os curativos ideais para esse tipo de ferimento.

Quando esse principio ativo que ja tem apresentado evidéncias de
capacidade fitoterapica € associado a membranas contendo nanofibras
poliméricas torna-se um novo curativo biodegradavel que deixa de agredir a
natureza ao ser descartado e também evita uma superexposicido a

medicamentos sintéticos.

Os biomateriais tém sido largamente utilizados em sistemas
diagnésticos e terapéuticos (AMARAL et al, 2003), de natureza natural ou
sintética, podem ser usados temporario ou definitivamente, com a finalidade de
melhorar ou substituir, parcial ou totalmente, tecidos ou 6rgéos (LANGER;
TIRRELL, 2004). Esses biomateriais possuem uma matriz tridimensional,
porosa e nanometricamente arquitetada para aumentar a interacdo entre as
células e tecidos (NERURKAR; ELLIOTT; MAUCK, 2007) e otimizar o papel de
carreadores de fungdes bioldgicas que ocorrem em escala molecular com alto
grau de especificidade (SUI; MURPHY, 2007).

Dentre os principios do emprego de membranas originarias de
diferentes espécies animais, assim como de implantes sintéticos, salienta-se a
caracteristica de fornecer arcabouco para orientacdo e desenvolvimento de
novos tecidos, mediante processos de reparagao que estabelecam a estrutura
e a funcao do 6rgéo atingido (BATISTA et al., 1996), além de permitir aderéncia
celular e estimular os varios tipos celulares, especialmente os polimorfo

nucleares envolvidos nos processos de cicatrizacédo de feridas (SOUSA; PIZA;
NETTO, 2007).

As nanofibras poliméricas, que sao uma importante classe dos
nanomateriais, tém atraido grande interesse a partir da década de 1990, estas
vém sendo utilizadas para uso como uma espécie de esqueleto para

engenharia de tecidos como cartilagens, 0ssos, vasos sanguineos arteriais,
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coracgao e nervos (GUERRINI; BRANCIFORT; BRETAS, 2006). Existem muitas

pesquisas sobre métodos de producdo das nanofibras, sendo que o método

mais simples, econdmico e capaz de produzir nanofibras continuas de diversos
materiais a partir de polimeros utilizados em aplicagbes industriais € a
eletrofiagdo (BUTAFFOCO et al., 2006; BURGER; HSIAO; CHU, 2006).

A espessura e a morfologia das fibras obtidas por eletrofiagdo a
partir de solugdes poliméricas dependem das propriedades fisico-quimicas
destas solugdes: viscosidade, concentragcdo das solucdes, tensao superficial,
condutividade elétrica, viscoelasticidade; dependem dos parametros do
processo: campo elétrico aplicado, distadncia de trabalho e velocidade de
injecdo da solucédo; e dependem de fatores ambientais, como temperatura,
umidade e composicdo do ar (BEACHLEY; WEN, 2009; VAQUETTE et al.,
2008, COSTA et al., 2012).

A eletrofiagdo (Figura 3), também conhecida como electrospinning
(FORMHALS, 1934) apresenta algumas vantagens e tem recebido bastante
atencdo no campo das nanotecnologias, primeiramente pela facilidade em se
produzir nanofibras, com alta razdo de aspecto superficie/volume sem a
necessidade de uma instrumentacdo cara e complexa (RENEKER; CHUN,
1996); segundo por se aplicar a uma grande variedade de polimeros, naturais
ou sintéticos; e terceiro, pela possibilidade de se controlar o diametro, a
disposigcado aleatéria ou alinhada dos filamentos, a porosidade e a topografia
das fibras, variando-se as condigdes do processo e da solugdo polimérica
(RAMAKRISHNA et al, 2005).

Apesar do equipamento de eletrofiacdo ser relativamente simples,
ele possui um grande potencial em diversas areas de aplicagédo, sendo objeto
de muitos estudos. Ja o processo de formagdo das fibras tem uma
complexidade consideravel, e embora haja um avango das teorias e modelos
utilizados, as explicagdes dos fendmenos envolvidos ainda ndo permitem uma
clara compreensao da formacao das fibras. No entanto estes modelos auxiliam
no controle e otimizacdo das diversas variaveis envolvidas na produgao de

fibras. Como base para o desenvolvimento de nanofibras, a eletrofiagdo vem
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sendo amplamente estudada para uma melhor compreensao dos fatores que
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influenciam a formacdo de diferentes morfologias das fibras (nanotubos,
alinhadas, porosas, nanofitas e ramificadas, dentre outras). Basicamente, o
arranjo experimental utilizado em eletrofiacdo consiste numa fonte de alta
tensdo, solugcdo polimérica e num sistema de aterramento (COSTA et al.,
2012).

Coletor

TTar: Y lirmvoarea
-\"'\"lnl'.._d'.’ 1 olnmerica

CJoo3o

Fibras
Alta Tensdo l

Fonte: ADAPTADA DE POLYMER PHYSICS LABORATORY (KOOMBHONGSE; LIU;
RENEKER, 2001)

Figura 3: Vista esquematica de um equipamento de eletrofiagido: fonte de alta tensdo, uma

agulha, um coletor, uma bomba de infus&o e uma seringa com a solugéo polimérica.

Dentre os polimeros utilizados na eletrofiacdo o escolhido para o
estudo foi o Poli (Alcool Vinilico) (PVA) (Figura 4), ele é o principal polimero
sintético soluvel em agua produzido no mundo (RAMARAJ, 2007). A principal
matéria-prima utilizada na fabricagdo de alcool polivinilico € o monémero
acetato de vinila, que é produzido pela polimerizagcdo do acetato de vinila
seguido por uma hidrolise parcial. O processo de hidrolise € baseado na
substituicdo parcial do grupo éster de acetato de vinila pelo grupo hidroxila, e €
concluido na presencga de hidréxido de sédio aquoso. Apos a adigao gradual do

agente aquoso de saponificagdo, o alcool polivinilico é precipitado, lavado e
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seco. O grau de hidrdlise € determinado pelo tempo em que a reagao de

saponificagao € interrompida. (SOUZA, 2010)

O PVA ¢ resistente a oleos, graxas e solventes. E inodoro e n3do
téxico. Tem alta elasticidade e flexibilidade, bem como resisténcia a
permeabilidade de oxigénio e aroma. No entanto, estas propriedades sao
dependentes da umidade ou da agua, que age como um plastificante e ira
reduzir a sua resisténcia a tracdo, mas em contrapartida, aumenta o seu
alongamento e resisténcia ao rasgamento. O PVA é totalmente biodegradavel e
€ um disolvente rapido. O PVA tem um ponto de fusdo de 230 °C e 180-190 °C
para as classes totalmente hidrolisadas e parcialmente hidrolisadas,
respectivamente. Ele se decompde rapidamente acima de 200 °C, e pode ser

submetido a pirdlise a altas temperaturas (SOUZA, 2010)

As propriedades fisico-quimicas do PVA dependem do grau de
hidrélise e de polimerizagdo. O PVA encontra um grande numero de aplicagdes
em varias areas, tais como adesivos, téxteis ou papel. Na area biomédica, o
PVA é utilizado na obtencdo de membranas anfifilicas para imobilizagcado de
enzimas e como excipiente para formulagdo de medicamentos e cosméticos
(em po6 ou comprimidos), por sua estabilidade fisica, quimica, microbioldgica e
biodegradabilidade. Faz parte dos polimeros empregados na preparagdo de
nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas ou nanoesferas) para vetorizacao de
farmacos tais como os anticancerigenos. Sua caracteristica semicristalina
propicia uma resisténcia mecanica adequada para arcabougos e nao apresenta
toxicidade a tecidos biolégicos (DEMERLIS, SCHONEKER, 2003).

T
:
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n

T
&—()—&

OH

Figura 4: estrutura molecular do Poli (Alcool Vinilico) (PVA).
Fonte: BERGAMASCO, 2013.
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Kenawy et al. (2002) estudaram a liberagcdo de 5% de hidrocloreto

de tetraciclina em PLA, PVA e suas misturas. As taxas iniciais de liberacado de
todas as formulagdes foram altas (efeito burst) durante as primeiras 10-12h.
Kriegel et al (2009) descreveram uma nanofibra polimérica produzida por
eletrofiagdo, utilizando uma microemulséo de Poli (Vinil Alcool) e Eugenol, um

dos componentes com propriedade antimicrobiana da citronela.

A patente WO02009133059 de 27/04/2009 descreve nanofibras
poliméricas produzidas pela tecnologia de eletrofiagdo incorporadas com
agentes ativos, como cosméticos, drogas e O6leos ou extratos naturais de
plantas para liberacdo controlada de substancias. A patente W02009/045042
de 09/04/2009 descreve nanofibras poliméricas incorporadas com 6leos
essenciais produzidos pela técnica de eletrofiacdo. A patente US8048446 de
10/05/2006 trata de nanofibras poliméricas aplicadas na producdao de
arcabougos para reparo de danos teciduais (BITTENCOURT; MILLAS;
SILVEIRA, 2014).

Como se pode observar, a associagao do PVA com uma molécula
bioldgica, como € o caso do nerolidol, deve ser aprofundada para que se possa
utiliza-la no controle microbiano das feridas pelo efeito antimicrobiano do
nerolidol, visto que o uso dessa membrana como um curativo biodegradavel
ajudara nao s6 o meio ambiente como também os usuarios que terdo essa

facilidade a sua disposicao.
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4. METODOLOGIA DE PESQUISA

O trabalho foi organizado em duas etapas basicas: 1) Fabricagédo de
uma membrana contendo nanofibras poliméricas; 2) Testes microbiolégicos do
principio ativo Nerolidol associado a membrana contendo nanofibras
poliméricas. Os testes foram conduzidos na Universidade Estadual do Oeste do

Parana - Campus Toledo e na Universidade Paranaense - Campus Umuarama.
41. REAGENTES UTILIZADOS

O sesquiterpeno Nerolidol (Sigma-Aldrich) consiste em mistura

estabilizada dos isdmeros cis e trans, com pureza >97%.

O polimero Poli (Alcool Vinilico) (PVA) foi adquirido da Sigma-Aldrich
Brasil Brasil Ltda (S&o Paulo - Brasil) — Mw 146.000-186.000, 99% hidrolisado.

O solvente etanol foi adquirido da Neon Comercial (95% PA/ACS).

Os reagentes utilizados para os testes microbioldégicos foram

fornecidos pela Universidade Paranaense - Campus Umuarama.

4.2, PREPARO DA SOLUGAO POLIMERICA COM E SEM O
PRINCIPIO ATIVO NEROLIDOL

A solugado polimérica de alcool polivinilico (PVA) foi preparada na
concentragéo de 8% (m/v), usando agua como solvente. Essa solugéo ficou
sob agitacdo constante, aquecendo em banho-maria até 80°C até total
homogeneizagao, posteriormente, foi adicionado cerca de 5% de volume total
de etanol, com a finalidade de diminuir a tensdo superficial da solucao
polimérica. Para os filmes que continham nerolidol, foi adicionada a quantidade

de 25 e 50% (m/v) de nerolidol nestes 5% de etanol.
4.3. PARAMETROS PARA A ELETROFIACAO

Dentre os fatores que podem influenciar a formacao das fibras
obtidas quando utilizada a técnica da eletrofiagdo pode-se destacar a

concentracao do polimero, a diferenca de potencial e a distancia entre agulha e
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o coletor. Assim, foi utilizada a diferenga de potencial de 15kV e distancia da

agulha ao coletor de 12 cm e fluxo da solugdo de 0,75 mL.h"'. Parametros
definidos em estudos anteriores.
4.4. CARACTERIZAGAO DAS FIBRAS
441. INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Para observar a incorporacdo do principio ativo nas fibras
realizou-se a analise de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
utilizando o modulo de Refletancia Total Atenuada (ATR). As analises foram
realizadas em um Espectrémetro Perkin-Elmer FTIR na regido de 400 a 4000

cm™ (8 varreduras, 8 acumulagdes e resolugédo de 1 cm™).

4.42. ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA
DIFERENCIAL (DSC)

Para avaliar as propriedades de degradagao, fusdo e cristalizagao,
investigar  alteragbes nas propriedades fisico-quimicas do polimero, e
possiveis alteracdes na estabilidade térmica dos componentes apos o processo
de obtencdo de fibras das membranas poliméricas com e sem a incorporacao
de Nerolidol, as membranas foram submetidos a analise de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). A mesma foi realizada em analisador térmico
Shimadzu DSC-60 em atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50
mL.min"; razdo de aquecimento de 10°C.min" até a temperatura de 190°C;

cadinho de aluminio e massa de amostra entre 5 e 10 mg.
443. TGA

A estabilidade térmica do polimero com e sem o nerolidol foi
determinada através de analises termogravimétricas (TGA). Foi utilizado um
analisador térmico Perkin Elmer STA 6000 com célula ceramica, em atmosfera
dindmica de nitrogénio com vazao de 50 mL min’'; razdo de aquecimento de
10°C min™ intervalo de temperatura de 25 a 600°C; cadinho de porcelana e

massa de amostra de aproximadamente 10 mg.
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44.4. DRX

Para a caracterizagdo da estrutura cristalina das membranas
formadas apenas de PVA e as que foram formadas com a incorporagdo do
principio ativo, submeteu-se os mesmos a técnica de difracdo de Raios-X.
Utilizou-se um difratdmetro Bruker®, com difragcdo em angulo 26, variando de
7° a 80°, usando radiacdo CuKa de A=1,5406 A, como monocromador de

grafite.
445. MEV

A microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada como método
para avaliagdo da distribuicdo dos diametros das fibras, além de permitir
observar as caracteristicas morfologicas do material obtido. O equipamento
utilizado foi da marca FEI da linha QUANTA série 250. Para tornar as amostras
eletricamente condutoras as mesmas foram depositadas em fita adesiva de
dupla face de carbono e metalizadas com ouro até a espessura de 30 nm. As
imagens foram obtidas aplicando uma tensdo de aceleragdo de elétrons
variando de 12 a 20 kV em ampliagdes diferentes. As amostras foram

analisadas com ampliagao de 1000, 10000 e 20000 vezes.

Para a analise do diametro das fibras foi utilizado o Programa
Imaged e foram feitas as medidas para 50 fibras distintas de cada um dos
filmes, apods isso os dados foram tratados em forma de Histograma no Excel

com Curva de Distribuicdo Normal.
4.4.6. ANGULO DE CONTATO

Ao realizar as medidas de angulo de contato dos filmes, obteve-se o
molhamento na auséncia e presencga de Nerolidol (25 e 50%). Essas medidas
foram realizadas seguindo a metodologia descrita por Gomes et al. (2019).
Sobre o filme fixado em laminas de vidro, foi depositado 5 yL de agua
destilada, utilizando uma seringa (Agilent®), as imagens da gota foram obtidas
por um microscépio monocular (Opton®) com ampliagdo de 10x. O angulo
formado pelo depdsito da gota de agua na superficie do filme foi medido
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utilizando o software AmScope . A medicao foi realizada em duplicata com

tempos de 0 e 5 minutos.
4.4.7. ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes foi utilizado a
metodologia de disco difusdo (Figura 5), baseado nos normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) com modificagées (CLSI, 2019). Foram
utilizadas as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, obtidas e

mantidas pela Universidade Paranaense - Campus Umuarama.

Colbnias provenientes de cultura de 24 h a 35° C em meio de
crescimento, foram adicionadas com alga bacteriolégica em salina estéril (NaCl
0,85%) até se obter uma turvagcado compativel com a Escala 0,5 de Mac Farland
(1,5x108 UFC/mL), sem necessidade de incubag&o. Para confirmacéo da
concentragcdo de microrganismos no inéculo foi realizada leitura em
espectrofotdbmetro a 625 nm com as seguintes absorbancias observadas nos

ino6culos: S. aureus: 0,1; S. epidermidis: 0,081; P. aeruginosa: 0,084.

Para a preparagao do meio de cultura Mueller-Hinton foi suspendido
38 g do Agar Mueller Hinton em 1 L de agua destilada, homogeneizado e
dissolvido o meio por aquecimento e frequente agitagcdo. Dispensado em
recipientes apropriados e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Resfriado a 45°C - 50°C. O meio preparado foi armazenado entre 8°C a 15°C.

As placas de Petri com diametro de 150mm foi vertido o meio de
cultura Mueller-Hinton. Meia hora apés o meio ter sido vertido em placas de
Petri e apdés os iné6culos de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa estarem padronizados, embebeu-se
swab estéril na suspensido bacteriana, comprimindo-o contra as paredes do
tubo para tirar o excesso. Foi semeado de forma suave em pelo menos 5
diregbes nas placas de Petri, abrangendo toda a superficie, garantindo que os

microrganismos patégenos fossem inoculados nas placas.
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Staphylococcus qureus

Placa com meio Mueller-Hinton

Staphyiococcus epidermidis

Inéculo bacteriano

Pseudomonas geruginosa
)

Placa inoculada

C
c

/

\

- Lol
0O O O

Distribuicdo usando pin
¢ e PVA+HNerolidol 255 PV A+Merolidol50%

Adicdo dos discos controles e testes

l l
l Incubagdo a 30° efou 35°C @ @

Cloranfenicol 30 Penicilina G 10

Leitura com o auxilio de uma régua milimetrada

Figura 05: Teste de difusdo em disco para avaliagdo da agéo antimicrobiana usando discos de
Poli (Alcool Vinilico), Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 25%, Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol
50%, Cloranfenicol 30 pg e Penicilina G 10 pg.

Com auxilio de uma pinca flambada e resfriada, foram adicionados
em ftriplicata os discos dos filmes com 0,8 mm de diametro de PVA, PVA +

Nerolidol 25% e PVA + Nerolidol 50%, sobre a superficie do meio inoculado,
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em pontos equidistantes. Apds os procedimentos, as placas foram incubadas

@)

em estufa bacteriolégica a 35° C por 24 h. Como controle positivo foram
utilizados discos de Penicilina G (10 ug) e Cloranfenicol (30 ug). O
experimento foi realizado em triplicata. A leitura de cada teste foi realizada
com o auxilio de uma régua milimetrada, usando-se a medida do tamanho do
diametro dos halos de inibicdo em volta de cada disco, por meio do fundo da
placa, com iluminagao contra um fundo escuro, sendo incluido na medicdo o

proprio disco de 8 mm de didmetro.

Os resultados foram organizados em tabelas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ap6s a obtencao das fibras de PVA com e sem a presenca do
Nerolidol, realizou-se a analise morfoldgica do material utilizando a Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV) sendo que as comparagdes das morfologias
foram realizadas variando a concentracdo do principio ativo. Os resultados

podem ser observados na Figura 6.

Histograma de frequéncia didmetro fibras filme PVA

I
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Freaudncia dimet o dar fibrm
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Figura 6: Microscopia Eletrdnica de Varredura. Letras A, D e G ampliagao de 10000 X; Letras
B, E e H ampliagdo de 20000 X. As imagens A e B, referme-se ao Poli (Alcool Vinilico) puro; D
e F na presenca de 25% de Nerolidol; G e H na presenca de 50% de Nerolidol. As letras C, F e

| referem-se aos histogramas de frequéncia para os diametros das fibras Poli (Alcool Vinilico),
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Poli (Alcool Vinilico) com 25% de Nerolldol e Poli (Alcool Vinilico) com 50% de Nerolidol,

respectivamente.
Pode-se observar nas imagens de MEV, que o PVA na auséncia do

principio ativo apresentou-se mais homogéneo e sem beads (imperfeigdes no
formato de uma esfera). No entanto, apds a adigdo de Nerolidol, ocorreu uma
coalescéncia das fibras, sendo mais acentuada para 50%. Isso pode ter
ocorrido pois o Nerolidol € um principio ativo com caracteristicas apolares,
podendo diminuir a evaporagédo da agua durante o processo de eletrofiacdo. Os
histogramas de frequéncia de didmetros, corroboram com as imagens de MEV,
mostrando distribuicdo mais homogénea (distribuicdo normal mais estreita) no
diametro das fibras na auséncia do Nerolidol (0,57 um), seguido pelas fibras
contendo 25% de Nerolidol (0,55 pm). Pode-se observar que as fibras com

50% de Nerolidol tiveram aumento acentuado do diametro (0,92 uym).

Foram realizadas também, medidas de angulo de contato de
molhamento (8¢) (GOMES et al., 2019), no intuito de avaliar o comportamento
da molhabilidade e as interagdes solido-liquido da superficie das fibras. A
Figura 7, mostra o angulo de contato na auséncia e presenca do Nerolidol (25 e

50%) em dois tempos distintos (0 e 5 minutos).

FILME PVA

Angulo inicial: 8,77 + 0,96 Angulo final: 8,65 + 0,65
Tempo: 0 Tempo: 5m

FILME PVA + NEROLIDOL 25%
Angulo inicial: 20,87 + 1,34 Angulo final: 20,40 + 0,31
Tempo: 0 Tempo: 5m
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] FILME PVA + NEROLIDOL 50%
Angulo inicial: 27,78 + 0,27 Angulo final: 27,41 + 0,08
Tempo: 0 Tempo: 5m

@)

[ el R

Figura 7: Imagens de angulo de contato para a fibra poliméricas: Poli (Alcool Vinilico), Poli

(Alcool Vinilico) com Nerolidol 25% e Poli (Alcool Vinilico) com Nerolidol 50% para os tempos 0

e 5 minutos.

Segundo GOMES (2019), para um angulo de contato de
molhamento 6¢< 90°, uma superficie solida é dita hidrofilica, se 90° < 8¢c< 150°
€ caracterizada como hidrofobica e para 8¢c>150°uma superficie € denominada
super-hidrofébica.

Como pode-se observar na figura 7, todos os filmes obtidos
apresentaram uma pequena diminui¢do no angulo apos 5 minutos, o que indica
que eles possuem carater hidrofilico, entretanto a hidrofilicidade foi diminuida
apds a adicdo do principio ativo, corroborando com os dados de MEV, que
mostram a coalescéncias das fibras com o aumento na concentragdo de
Nerolidol, indicando que o mesmo encontra-se na superficie do polimero e por

possui carater hidrofobico, diminui a interagdo com a agua.

Para avaliar possiveis interagbes, realizou-se a caracterizagdo das
mesmas usando as técnicas de Espectros de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR). A Figura 8 mostra os espectros de FTIR para o Nerolidol e

as membranas de PVA na auséncia do Nerolidol e contendo 25% e 50%.
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Figura 8: Espectros vibracionais na regido do infravermelho com transformada de Fourier a

partir da reflectancia atenuada para as fibras poliméricas de Poli (Alcool Vinilico).

A banda em 3261 cm™ foi atribuida as vibragbes de grupos OH
presentes no PVA e no Nerolidol. Atribui-se a banda em 2941 cm™” ao
estiramento assimétrico de -CH e —CH,, e a banda em 1420 cm referente a
metilas adjacentes a carbonila. A banda a 1085 cm™ pode ser atribuida ao
grupamento C-O-C, de grupos acetatos do PVA (ORTOLAN, 2014). Nota-se o
surgimento de uma banda em 1375 cm™, a qual refere-se a sobreposicdo de
bandas (C-H) de alcanos dos grupos CH, e CH, presentes no Nerolidol.
Também, foi possivel observar, para PVA 50%, uma nova banda em 682 cm™,
referente a vibragdo de dobramento no plano do C-H, referente ao CH,
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Estes fatos corroboram com a

insercao desta substancia nas fibras poliméricas.

Para avaliar a estabilidade térmica da membrana apés a adi¢cédo o

principio ativo, realizou-se analises de DSC, como pode ser visto na Figura 9.
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Figura 9: Curva de Calorimetria Exploratoria Diferencial de membranas de Poli (Alcool
Vinilico), Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 25% e Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 50%.

Na curva de DSC, pode-se observar um pico largo e endotérmico
referente a saida de agua do material. Nota-se que ao inserir o nerolidol 50%
ocorreu alteracdo na temperatura deste pico, passando de 80°C para 105°C.
Isto pode ser explicado pelo efeito de ebulioscopia, pois a mistura nerolidol e
agua faz com que ocorra, segundo os principios das propriedades coligativas,
um aumento da temperatura de ebuligdo da agua. Este fato corrobora com as
analises de MEV para PVA 50%, indicando uma dificuldade da saida de agua
durante o processo de eletrofiacdo, ocorrendo assim, uma coalescéncia da
fibra. No resfriamento do material, com a perda de agua remanescente,
pode-se observar a temperatura de transi¢ao vitrea (Tg). Nestas temperaturas
o material deixa de ser um material rigido e se torna um material mais flexivel,
por conta do relaxamento das cadeias poliméricas.
Ao observar o grafico, constatou-se que o valor de Tg nao teve
alteracbes apos a insercao do nerolidol, indicando que este ndo promoveu a
separagdo ou agregagao das cadeias poliméricas, fomentando assim a

hipétese que o nerolidol ndo esta interagindo com a cadeia de PVA,
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permanecendo principalmente na superficie da fibra, corroborando com as

analises de angulo de contato.

@)

Foi possivel avaliar também se a temperatura de degradacdo da
membrana polimérica sofreu modificagcdo na presencga do principio ativo. Por
meio dos termogramas das membranas (PVA, PVA + Nerolidol 25% e 50%) e

suas respectivas derivadas (Figura 10).
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Figura 10: Termograma da anélise termogravimétrica e sua primeira derivada Poli (Alcool Vinilico) (A e
B), Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 25% (C e D), Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 50% (E e F).

Verificou-se 3 estagios de perda de massa nos materiais. A 12 perda
de massa, que ocorre até 100°C, pode ser atribuida a perda de agua. A 22
perda de massa esta diretamente relacionada a decomposicao térmica do PVA
que inicia em 200°C. Ou seja, refere-se a desidratagcdo do PVA e
despolimerizagado, seguida pela formagao de polieno. Ja o terceiro estagio,
aproximadamente em 400°C, esta relacionado a ciclizagdo intramolecular e

reagdes que produzem compostos volateis organicos (KUMAR et al., 2019).

Nao foi possivel identificar alteracdo acentuada na estabilidade
térmica do material com a incorporagcdo do Nerolidol nas concentragdes de
25% e 50%, corroborando com os dados de FTIR e DSC, indicando que o PVA
ndo interagiu de maneira significativa com o Nerolidol. Em todos os
termogramas observou-se o inicio de degradacao proximo a 200°C. No ultimo
estagio de degradacdo ocorreu alteragdo de aproximadamente 24°C, quando
adicionado 25% de Nerolidol e de 10°C para 50%. Esta alteragdo pode estar
relacionada aos compostos formados a partir do primeiro estagio de
degradagao serem diferentes quando foi adicionado o Nerolidol, promovendo

uma alteragao nos estagios subsequentes.

Para verificar possivel mudanca no grau de cristalinidade das

membranas apdés adicdo do Nerolidol, pela Difragado de Raio X ( Figura 11).
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Figura 11: Difratograma de Raios X de amostras de Poli (Alcool Vinilico), Poli (Alcool Vinilico)
+ Nerolidol 25% e Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 50%.

Foi possivel observar um padrao de difragdo com 3 picos nas
regides de 19,30°, 29,08° e 41,28° nao havendo alteragcédo na cristalinidade do
material apds adicdo do principio ativo. Estes dados corroboram com os
apresentados anteriormente, indicando que n&do houve interacdo entre o

polimero e o Nerolidol.
5.1. ANALISES MICROBIOLOGICAS

Apos a caracterizacdo mostrar a incorporagcéo do Nerolidol as fibras,

iniciaram-se as analises microbioldgicas.

Para o controle negativo (Figura 12), nenhum dos filmes apresentou
crescimento microbiano, comprovando que embora nao tivessem sido feitos e

manuseados em ambiente estéril, nenhum deles apresentou contaminagao

bacteriana.
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Controle sem microrganismo

PVA

Controle sem microrganismo
PVA + 50%

Figura 12: Controle negativo contendo apenas os filmes de Poli (Alcool Vinilico), Poli (Alcool

PVA + 25%

Controle sem microrganismo

Vinilico) + Nerolidol 25% e Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 50%, sem inoculagéo de

microrganismo em meio Mueller-Hinton.

ApoOs observar que na auséncia dos microrganismos nao houve
alteragdes, realizou-se o controle positivo. A Figura 13, mostra os testes de
controle positivo para os antibiéticos comerciais Penicilina G 10 ug e

Cloranfenicol 30ug.

()

CLO30

Controle positivo Controle positivo Controle positivo
S. epidermidis P. aeruginosa

Figura 13: Analise antimicrobiana in vitro de sensibilidade de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa para os agentes antimicrobianos Penicilina

G 10 pg e Cloranfenicol 30ug.
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Pode-se observar que a Penicilina G 10 ug foi mais efetiva para
inibicdo do microrganismo P. aeruginosa, entretanto, apresentou um halo
pequeno frente aos microrganismos Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus. O antimicrobiano Cloranfenicol 30ug, apresentou
melhor resposta para os microrganismos Staphylococcus epidermidis e

Staphylococcus aureus, sendo menos efetivo para P. aeruginosa.

Avaliado o estudo com o controle positivo, foram feitos os testes
com os filmes obtidos na presenga e auséncia do Nerolidol. A Figura 14 mostra
os testes in vitro realizados para os microrganismos S. aureus, P. aeruginosa e

S. epidermidis.

% areus S. aureus
.a

+ 0,
PVA + 25% S0

e
s

PVA + 25% PVA + 50%
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Figura 14: Analise antimicrobiana in vitro dos microrganismos: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa para a membranas de Poli (Alcool Vinilico),
Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 25% e Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 50%.

Pode-se observar que as analise in vitro para a membrana composta
apenas de PVA nado foi efetiva contra a proliferacdo de nenhum dos
microrganismos, inclusive havendo crescimento microbiano no filme depositado
sobre a placa. Ja para as membranas na presenca de Nerolidol, todos
apresentaram respostas efetivas contra a proliferagcdo dos microrganismo,
entretanto a resposta para a membrana contendo 50% foi superior as
membranas contendo 25% de Nerolidol para todos os microrganismos

estudados.

A Tabela 1, apresenta as médias das medidas dos didmetros dos

halos de inibicdo

MICRORGANISMOS ANTIBIOTICOS FILMES
PEN CLO PVA+NEROLIDOL PVA+NEROLIDOL
Halos 10 ug
(mm) 30 pg 25% 50%
Staphylococcus epidermidis ~ média 10 27,5 12 21,33
D.P* 0 0,35 3,6 0,57
Staphylococcus aureus média 8,5 23 10,66 14
D.P* 1,2 0 1,15 1,73
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Pseudomonas aeruginosa média 38,5 11 14,3 17,3

D.p* 0,07 1,55 0,57 0,57

*D.P.= Desvio Padriao

Tabela 2: Resultados do teste de difusdo de discos de Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 25% e
Poli (Alcool Vinilico) + Nerolidol 50%, Cloranfenicol 30 pg (CLO 30) e Penicilina G 10 pg (PEN
10) sobre os microrganismos patogénicos Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus

e Pseudomonas aeruginosa.

Nota-se que a membrana com 50% de Nerolidol, mostrou valores
semelhantes ao Cloranfenicol 30 ug para o Staphylococcus epidermidis,
entretanto apesar de apresentar um halo de inibigdo satisfatério, foi inferior

para os microrganismos Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Frente ao exposto, essas membranas apresentaram- se promissoras
para serem utilizadas em curativos, com a finalidade de evitar a proliferagao de
microrganismos patogénicos. Além de evitar o crescimento microbiano devido
ao Nerolidol, as membranas sdo compostas por PVA, que embora nao tenha
desenvolvido atividade antimicrobiana quando aplicado isoladamente, possui
caracteristicas especificas como ser mecanicamente resistente, ndo-adesivo,
transparente, também sendo capaz de manter a lesdo hidratada e absorver
exsudato (LUO et al., 2009), o que o elege como um candidato a curativo
cutaneo, podendo servir como substituto epidérmico temporario. Entretanto
para trabalhos futuros, sera necessario realizar estudos de citotoxicidade e

teste in vivo.
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6. CONCLUSAO

O principio ativo Nerolidol foi eletrofiado com sucesso juntamente
com o PVA e formaram um filme com caracteristicas excelentes para futuro
uso em pesquisas. O nerolidol permaneceu principalmente na superficie do
filme, promovendo aumento na hidrofobicidade da membrana, bem como, na
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, com essa atividade
sendo equiparavel ou até mesmo superior a dois antimicrobianos comerciais
com efeito comprovado, Penicilina G e Cloranfenicol.

A membrana obtida apresentou-se promissora para utilizacdo como
curativo cutaneo, além disso, esta se mostrou de facil manuseio e ainda

permaneceu com sua hidrofilicidade, podendo adsorver exsudatos das feridas.
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