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RESUMO

A propolis € uma substancia resinosa produzida pelas abelhas a partir de exsudatos que
elas coletam de plantas. Devido as suas atividades curativas, a prépolis é utilizada desde
a civilizagao antiga até hoje, e ocupa um lugar de destaque dentre os produtos naturais.
Um dos problemas da prépolis é a sua baixa solubilidade em meio aquoso, o que dificulta
0 seu aproveitamento terapéutico. Nesta tese de doutorado foram desenvolvidos
nanodispositivos (nanofibras e nanogéis) para incorporagao de propolis, melhorando assim
a sua biodisponibilidade. Foi estudado e utilizado um extrato de prépolis (EP) obtido com
diclorometano, com a finalidade de concentrar sua fragdo apolar, rica em compostos
terpénicos, responsaveis pelo odor agradavel da propolis. No EP, através da técnica de
GC-MS foi possivel identificar 27 moléculas pertencentes a classe dos terpenos. A
concentracao inibitoria média (ICso da propolis foi determinada utilizando testes in vitro de
vermelho neutro (VN) e cristal violeta (CV). Para as células Balb/3T3 a IC50 foi de 61,78
ug mL" e para as células B16-F10 a ICs foi de 36,15 ug mL™". Assim, péde-se estabelecer
concentragdes seguras da fragao de propolis que foram utilizadas nos ensaios de migracao
celular (scratch assay). Na concentragdo de 15 ug mL-1, a prépolis provou interferir na
migracao de células B16-F10, enquanto para células Balb/3T3 nao foram vistas diferencas
em relacao aos controles utilizados. Na segunda parte desse trabalho foram desenvolvidas
nanofibras utilizando zeina e proépolis pela técnica de electrospinning. A zeina é um
biopolimero proteico que possui muitos sitios hidrofébicos, ideais para a encapsulagao de
ativos de baixa polaridade como a propolis. Assim, foram feitas caracterizagoes fisico-
quimicas que evidenciaram a boa interacéo entre os materiais. Isso favoreceu a obtengéo
de fibras em tamanhos nanométricos, que passaram por tratamento térmico para a sua
estabilizagdo (annealing) e em seguida, foram completamente caracterizadas. As fibras
foram feitas inicialmente com zeina a 30% (m/v) em etanol 90% (v/v) (z30) e apds,
diferentes concentragdes de propolis (5 a 25% m/m) foram adicionadas as solucées de
partida (z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25). Em seguida, as fibras foram testadas
quanto a sua biocompatibilidade utilizando os ensaios de MTT e VN frente as células
Balb/3T3 e B16-F10. As fibras provaram ser compativeis com as células Balb/3T3 até a
concentracao de propolis de 20% (z30p20). Ja para as células B16-F10 a partir da
concentracao de 10% (z30p10) houve um decaimento significativo na viabilidade celular.
O desenvolvimento das fibras mostrou-se bastante promissor para pesquisas
subsequentes quanto a atividade antitumoral desse material. Na terceira parte desse
trabalho foi desenvolvido um nanogel de alginato de sodio reticulados com Zn?* para
encapsulagdo do EP. Previamente, o alginato de sédio comercial foi caracterizado por
HPSEC e RMN. A técnica de RMN evidenciou maior quantidade de blocos M e assim foi
possivel otimizar as condi¢des de sintese do nanogel. O tamanho das particulas obtidas
ficou em torno de 200 nm e foi possivel encapsular cerca de 80% da propolis inicial
adicionada a sintese. O perfil de liberagao da prépolis a partir do nanogel foi estudado em
meios com diferentes valores de pH. Foi possivel perceber que o EP, devido ao inchamento
das cadeias do alginato, tem sua liberacao facilitada em meio de pH 7,4. Em meio acido, a
prépolis tende a ficar, em parte, retida no nanogel, provavelmente devido a capacidade de
gelificacado e contragao das cadeias do alginato em meio acido, o que dificulta a sua saida.
Esses ensaios provam a capacidade do nanogel de alginato em servir como uma
plataforma para liberagdo programada de ativos. Com esse trabalho foi possivel
caracterizar o EP e comprovar as suas atividades terapéuticas. Através do entendimento
fisico-quimico sobre a interagdo entre a prépolis e os biopolimeros utilizados, foram
desenvolvidos nanodispositivos capazes de fazer a liberagdo programada da prépolis e
assim, aumentar a sua biodisponibilidade.

Palavras-chave: propolis, biocompatibilidade, antitumoral, nanofibras, electrospinning,
zeina, nanogel, alginato de sdodio.



ABSTRACT

Propolis is a resinous substance produced by bees from the exudates they collect from
plants. Because of its healing activities, propolis has been used since ancient civilization to
these days and occupies a prominent place among natural products. One of propolis
problems is its low solubility in agueous medium, which hinders its therapeutic use. In this
PhD thesis it was developed nanodevices (nanofibers and nanogels) for propolis
incorporation, thus improving its bioavailability. It was studied and used a propolis extract
(EP) obtained with dichloromethane, to concentrate its apolar fraction, rich in terpenic
compounds, responsible for propolis pleasant odor. By GC-MS technique it was possible to
identify 27 molecules belonging to the terpene class in PE. Propolis mean inhibitory
concentration (ICso) was determined by neutral red (VN) and crystal violet (CV) in vitro tests.
The ICs for Balb/3T3 cells was 61.78 ug mL™" and for B16-F10 cells was 36.15 ug mL"".
Thus, it was possible to establish safe propolis concentrations that were used in the cell
migration assays (scratch assay). At the concentration of 15 yg mL™", propolis proved to
interfere with B16-F10 cell migration, while for Balb/3T3 cells no differences were observed
compared to control. In the second part of this work, nanofibers were developed using zein
and propolis by the electrospinning technique. Zein is a protein biopolymer that has many
hydrophobic sites, ideal for encapsulation of low polarity actives such as propolis. Thus,
physicochemical characterizations showed good interaction between these materials. This
favored nano-sized fibers obtention, which underwent thermal treatment for stabilization
(annealing) and then were fully characterized. Fibers were first produced with 30 wt% pure
zein in 90% (v/v) ethanol (z30) and then different propolis concentrations (5 to 25 wt%) were
added to the starting solutions (z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 and z30p25). The fibers
were then tested for biocompatibility using MTT and VN assays against Balb/3T3 and B16-
F10 cells. The fibers proved to be compatible with Balb/3T3 cells up to 20% propolis
concentration (z30p20). For B16-F10 cells, at 10% concentration (z30p10) there was a
significant decrease in cell viability. The fibers development was very promising for further
research on this material antitumor activity. In the third part of this work, a Zn?* cross-linked
sodium alginate nanogel was developed to encapsulate PE. Previously, the commercial
sodium alginate was characterized by HPSEC and NMR. The NMR technique showed a
higher content of M-blocks and thus it was possible to optimize the nanogel synthesis
conditions. The obtained particle size was around 200 nm, and it was possible to
encapsulate about 80% of the initial propolis added to the synthesis. Propolis release profile
from nanogel was studied in media with different pH. It was possible to observe that the PE,
due to alginate chains swelling, had its release facilitated in pH 7.4 medium. In acidic
medium, propolis tends to be partly retained in the nanogel, probably due to alginate chains
gelling and shrinking capacity in acidic medium, which hinders its exit. These tests proved
the alginate nanogels capacity to serve as a platform for actives programmed release. With
this work it was possible to characterize the PE and prove its therapeutic activities. Through
the physicochemical understanding of propolis and biopolymers interaction, nanodevices
capable of propolis programmed release increasing its bioavailability were developed.

Keywords: propolis, biocompatibility, antitumor, nanofibers, electrospinning, zein, nanogel,
sodium alginate.
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INTRODUCAO
1.1 Motivacgao e Escopo

Os produtos naturais sempre ocuparam um lugar de extrema importancia na cura
de doencas. Apds décadas vivendo a sombra dos produtos sintéticos, o surgimento de
novas doengas infecciosas e cronicas, faz com que os produtos naturais voltem a ocupar
uma posicao de importancia na descoberta de novos medicamentos (TRAN et al., 2020;
WAINWRIGHT et al., 2022; ZULLKIFLEE; TAHA; USMAN, 2022). Nesse contexto esta
inserida a propolis, um remédio, desde que se tem registro, tdo antigo quanto a civilizacao
Egipcia.

Devido as suas muitas atividades farmacoldgicas relevantes e pelo fato de cada
prépolis ser Unica em sua composi¢ao quimica, deu-se inicio a investigacao da fitoquimica
e das atividades farmacoldgicas da propolis da abelha nativa brasileira sem ferrao Melipona
quadrifasciata coletada na cidade de Blumenau — SC sob cadastro SisBio A1E6130. A sua
composigao quimica e atividades bioldgicas foram estudadas recentemente (HOCHHEIM,
2017). Alguns resultados promissores foram encontrados quanto a atividade
antimicrobiana frente a cepas de bactérias gram-positivas e gram-negativas bem como
para a atividade antimicrobiana frente as cepas de bactérias sem parede celular
(Molicutes). A amostra e suas fragoes também demonstraram importante atividade antiviral
frente ao virus Herpes Simplex-1 (HSV-1). Foram realizados também ensaios in vitro para
avaliar a atividade antioxidante e testes de citotoxicidade frente a células de fibroblastos
de camundongo (L929) (HOCHHEIM et al., 2019, 2020; SANTOS et al., 2017). Os
resultados obtidos estdo publicados nos artigos referidos acima e sao a fundamentacao
para a continuidade das pesquisas relacionadas a esta amostra de propolis. Somado a
isto, tem-se o lugar de destaque que o Brasil ocupa na 22 posi¢cédo na produ¢ao mundial de
prépolis, da qual 90% sao exportadas para o Japao, devido ao seu alto indice de pureza e
riqueza farmacoldgica (FRANCA, 2019; VALVERDE, 2020)

Uma das grandes lacunas em relagéo a prépolis, € a sua baixa solubilidade em
meio aquoso, o que torna, muitas vezes, o seu uso limitado frente as tantas possibilidades
terapéuticas (ALBERTI et al., 2019). O desenvolvimento de nanodispositivos seja na forma
de capsula, emulsdes, lipossomas, fibras, entre outros, vem para resolver, em grande
parte, a questao da solubilidade e assim, aumentar aplicabilidade biomédica da propolis.

As questdes expostas em relagcdo a propolis propulsionam a pesquisa e
desenvolvimento de novos nanodispositivos para ampliar seu uso. Para isso optou-se por
trabalhar com um extrato contendo a fracdo apolar dessa matriz combinada com a

utilizacao de dois biopolimeros, a zeina e o alginato, e foram empregadas duas técnicas



principais, o electrospinning (ou eletrofiacdo) e a gelificagéo ibnica para a obtencdo de

nanodispositivos que pudessem ter aplicabilidade biomédica.

1.2 A Prépolis

A prépolis € conhecida como uma substancia resinosa, heterogénea e com alta
complexidade quimica, produzida pelas abelhas a partir dos exsudatos que elas coletam
de galhos, botdes, folhas ou outras partes de plantas. O material coletado é transportado
pelas abelhas em suas mandibulas até a colmeia, sendo entdo, transformado em proépolis.
Nas colmeias, a propolis serve principalmente para protecao contra microrganismos
invasores, manuteng¢ao da umidade natural e para selar pequenas aberturas (BANKOVA,;
POPOVA; TRUSHEVA, 2014a; POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019; TORETI
etal., 2013)

Desta maneira, cada amostra de propolis é considerada uma fonte rica e singular
de moléculas bioativas, pois, devido a capacidade de voo, € muito provavel que mesmo
em areas nunca exploradas pelos cientistas, as abelhas ja tenham encontrado muitas
moléculas com promissoras atividades biolégicas (BANKOVA et al., 2014; HUANG et al.,
2014).

A composicao quimica da propolis varia quantitativamente e qualitativamente de
uma amostra para outra e os principais fatores que contribuem para essa heterogeneidade
sdo a regido onde ela é coletada, a flora que rodeia as colmeias associada aos fatores
climaticos do local de producao e a espécie de abelha envolvida (OPSENICA et al., 2016;
ZULHENDRI et al., 2021). Isso dificulta a padronizagéo dos extratos de prépolis e por isso,
cada prépolis deve ser tratada de forma individual e as propriedades bioldgicas precisam
ser determinadas igualmente.

De um modo geral, a prépolis € composta por resinas (45-55%), ceras (8-35%),
6leos essenciais e aromaticos (5-10%), acidos graxos (5%), polen (5%) e substancias
minerais (5%) (IRIGOITI et al., 2021). A cada ano, diversas publica¢des sobre prépolis sdo
veiculadas, sendo crescente o numero de moléculas quimicas identificadas (BHARGAVA
etal., 2021; HOSSAIN et al., 2022; POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2021; SALATINO,
2022; STOJKO; WOLNY; WEODARCZYK, 2021). Dentre as classes mais comumente
encontradas destacam-se os flavonoides, compostos fendlicos e os terpenos, também
chamados de componentes volateis da propolis (ANJUM et al., 2018; ZULHENDRI et al.,
2021). A primeira revisdo sobre a composig¢ao quimica da prépolis foi publicada apenas em
2007 e baseava-se principalmente em analises feitas por cromatografia de fase liquida e
fase gasosa. Hoje, com a diversificagdo de técnicas, incluindo ressonancia magnética de
carbono e hidrogénio, a quantidade de moléculas isoladas e identificadas ao redor do
mundo é incontavel (POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2021; TRAN et al., 2020).



E dificil generalizar uma lista dos principais componentes da prépolis, porém, sdo
comumente citados na literatura a presenca de flavonoides e compostos fendlicos como
pinocembrina, crisina, galangina, derivados do acido cafeico e acido ferulico, apigenina,
acido galico, quercetina, acido cinamico, kaempferol, acido p-cumarico (Figura 1), os quais
apresentam grande variagao na quantidade presente entre cada amostra (BHARGAVA et
al., 2021; ZULHENDRI et al., 2021). No Brasil, destaca-se a presenca da Artepilina C como
constituinte da propolis verde, produzida principalmente no Sudeste. Este derivado do
acido cindmico possui comprovadas atividades antitumorais, anti-inflamatérias,
antibacterianas e antivirais, o que tornou tal molécula o biomarcador mais importante desse
tipo de propolis (BESERRA et al., 2021; ZULHENDRI et al., 2021). Além dos flavonoides,
muitos hidrocarbonetos sesquiterpénicos e triterpénicos, hidrocarbonetos alifaticos,
esterois e hidrocarbonetos esteroides, agucares, aminoacidos e minerais também estao

presentes na propolis (HUANG et al., 2014).

Figura 1 Estruturas quimicas dos compostos fendlicos encontrados na prépolis
A. Acido cafeico (CAPE); B. Galangina; C. Kaempferol; D. Apigenina; E. Acido p-cumarico; F. Quercetina
Fonte: Royal Society of Chemistry, [s.d.]

Durante muitos anos, os estudos sobre prépolis eram focados, principalmente, na
sua fracdo polar, devido a riqueza de potentes agentes antioxidantes, como séao
conhecidos a maioria dos flavonoides. Porém, nos Uultimos anos, ha um crescente
interesse, devido as suas propriedades terapéuticas, pelos componentes menos polares
da prépolis, onde estao contidos, majoritariamente, 0s terpenos
(AMINIMOGHADAMFAROUJ; NEMATOLLAHI, 2017; BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA,
2014b; DING et al., 2021; OPSENICA et al., 2016). Os terpenos, formados pela unido de
unidades isoprénicas (Figura 2A) sao os responsaveis pelo aroma e pela caracteristica

resinosa da propolis, 0 que faz ela ser chamada popularmente de bee glue ou cola de



abelhas (DE OLIVEIRA et al., 2021). Comumente sao identificados compostos como
naftaleno, limoneno, B-cariofileno, nerolidol, eugenol, linalool (Figura 2) (DE OLIVEIRA et
al., 2021). Varios monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos foram isolados,
e identificados pela primeira vez na prépolis como, por exemplo, tschimgina, tschimganina,
ferutinina e tefernina (TRUSHEVA et al., 2010).

/
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Figura 2 Terpenos encontrados na propolis
A. Unidade isoprénica; B. Limoneno; C. B-cariofileno; D. Eugenol; E. Linalool
Fonte: (ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, [s.d.])

A amostra de prépolis da abelha nativa brasileira sem ferrdo Melipona
quadrifasciata (SisBio A1E6130) (Figura 3) presente nesse estudo, ja havia sido
previamente estudada durante os anos de 2016 e 2018, na Universidade Regional de
Blumenau, onde foram identificados, de forma particular, utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) as moléculas torulosol, manool, 4-epi-
cubebol, 10-epi-cubebol, elemol, espatulenol, B-eudesmol, mustakona, a e B-amirina, além
de hidrocarbonetos de cadeia longa. E utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial com ionizacao por eletrospray (HPLC-
ESI-MS/MS) foi possivel identificar os compostos: aromadendrina, epicatequina/catequina,
pinocembrina, naringenina e acido p-cumarico, além de isolar e identificar o composto
sakuranetina (HOCHHEIM et al., 2019, 2020; SANTOS et al., 2017).

Figura 3 Imagens ilustrativas da prépolis e abelha Melipona quadrifasciata.
A. Prépolis coletada nos meliponarios localizados na cidade de Blumenau — SC. B. Abelha nativa
brasileira Melipona quadrifasciata (mandacaia).
Fonte: A autora (2017)



1.3 Atividades Biolégicas da Proépolis

Devido a complexidade quimica da propolis ja mencionada, € natural que também
Ihe sejam atribuidas diversas atividades terapéuticas, sendo as mais exploradas a
antimicrobiana, antiviral, antioxidante e anti-inflamatéria (HALLAJZADEH et al., 2021;
POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019).

Atualmente, a prépolis vem ganhando cada vez mais espago em pesquisas
relacionadas ao cancer (AMINIMOGHADAMFAROUJ; NEMATOLLAHI, 2017; CISILOTTO
et al., 2018; FALC et al., 2019; GASTALDELLO et al., 2021) e a atividade cicatrizante
(ALBERTI et al., 2019; MARTINOTTI; PELLAVIO; LAFORENZA, 2019; STOJKO; WOLNY;
WLODARCZYK, 2021). Além disso, ela ja € comercialmente utilizada como suplementos
alimentares para promog¢ao da saude, em cosméticos, cremes antiacne, cremes faciais e
corporais, pomadas, lo¢des, pastas de dente e produtos para higiene bucal. Também tem
sido utilizada em alguns alimentos e bebidas como na substituicdo do agente conservante
ou suplemento alimentar (ANJUM et al., 2018; BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014b;
TRAN et al., 2020).

Outro ponto a ser destacado sobre a propolis € o crescente interesse na atividade
imunomoduladora e antiviral que ela exerce. Em meio ao cenario pandémico dos ultimos
anos, o uso da propolis como protetor da imunidade ganhou destaque devido a sua
capacidade de inibir a liberagao de citocinas inflamatérias e assim, diminuir os efeitos da
doenga causada pelo novo coranavirus (Sars-CoV-2). Alguns estudos estdo sendo
realizados como forma de comprovar o mecanismo envolvido na atividade antiviral da
propolis frente ao Sars-CoV-2 (ALI; KUNUGI, 2021; FIORINI et al., 2021; RIPARI et al.,
2021). Outra abordagem ainda, discute a inser¢ao da propolis em vacinas, como uma
forma de aumentar a resposta de produgao de anticorpos no momento da vacinagao (EL
ASHRY; AHMAD, 2012; RIPARI et al., 2021).

1.3.1 Atividade Antitumoral da Propolis

O cancer é um disturbio hiperproliferativo que induz transformagao morfoldgica,
perturba a sinalizagdo apoptdética e impulsiona a proliferacdo descontrolada, invasao,
angiogénese e propagacdo de metastases (ORSOLIC; JAZVINSCAK JEMBREK, 2022).
Algumas células cancerigenas podem ser resistentes a quimioterapia o que acaba por
diminuir a eficacia de certos medicamentos (ZULLKIFLEE; TAHA; USMAN, 2022), por isso,
muitas pesquisas clamam pela urgéncia em se encontrar novas moléculas para o
tratamento de canceres. Isso nos leva aos produtos derivados de abelhas, como a propolis

e 0 mel que sao capazes de atuar em multiplas vias e podem ser considerados como



candidatos promissores na prevencdo e tratamento do cancer (ORSOLIC; JAZVINSCAK
JEMBREK, 2022; TRAN et al., 2020).

Os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral da propolis séo principalmente
ligados a sua capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e a sua capacidade de elevar a
imunidade humoral (ORSOLIC; JAZVINSCAK JEMBREK, 2022). Mais especificamente a
prépolis é capaz de aumentar as espécies reativas de oxigénio, agindo como um pro-
oxidante dentro das células tumorais, o que pode causar danos ao DNA celular e induzir a
morte celular por apoptose, ligar-se aos receptores hormonais, regular e modular o
crescimento celular, dentre outros (BHARGAVA et al., 2021; ELUMALAI et al., 2022).

O cancer de pele é um dos tipos mais comuns de cancer, podendo ser maligno ou
nao maligno, ambos causados pela exposi¢do crénica excessiva ao sol. A radiagao
ultravioleta é capaz de induzir mutagdes nos melandcitos e assim, causar o melanoma
(KALAORA et al., 2022). Ja existem alguns trabalhos publicados que comprovam que a
prépolis e seus compostos ativos apresentam atividades antiproliferativas, citotoxicas,
antiangiogénicas e imunomoduladoras para varias linhagens de células de melanoma
(CHIU et al., 2020).

Cisilotto et al. (2018) estudaram a propolis da abelha mandagaia frente a linhagem
de melanoma B16-F10 e provaram a capacidade da propolis em diminuir a expressao de
proteinas importantes que regulam a apoptose celular e na capacidade de inibir a migragao
e invasao celular (mecanismos estes, envolvidos na progressdo e metastase tumoral).

Num estudo realizado por Pratsinis et al., (2010) com uma amostra de propolis da
Grécia, foram isolados diversos terpenos, dentre eles 0 manool. Esses compostos foram
estudados quanto aos seus efeitos citotdoxicos em linhagens tumorais. Dentre todos os
compostos isolados, o0 manool foi 0 que necessitou de uma menor concentragdo para
exercer efeito citostatico em linhagens tumorais de adenocarcinoma de coélon e
fibrosarcoma.

Gastaldello et al. (2021) investigaram o comportamento tumoral do melanoma
tratado com os compostos bacarina e acido p-cumarico, extraido da prépolis verde, em
camundongos inoculados com células B16-F10. Os autores observaram uma modulagéo
significativa no numero de células inflamatdrias recrutadas para a regidao tumoral e uma
reducao significativa na quantidade de vasos sanguineos e mitose na area neoplasica.

Além disso, a prépolis ja demonstrou ser ativa contra diversos outros tipos tumorais
como leucemia (FRANCHI et al., 2012), pancreas (AWALE et al., 2008), préstata, pulmao,
mama (TAZAWA et al., 2015), dentre outros. Porém, como sua composi¢cao quimica varia
amplamente é necessario ter cuidado ao se fazer generalizagdes. A maioria dos estudos

envolve também extrato hidroalcodlico com maior concentragao de flavonoides, enquanto



os estudos com terpenos provenientes da prépolis sdao mais escassos
(AMINIMOGHADAMFAROUJ; NEMATOLLAHI, 2017).

1.3.2 Atividade Cicatrizante

Feridas de dificil cicatrizacdo sdo consideradas um problema de saude publica,
pois muitas vezes sao causadas por doengas crbnicas como diabetes, ulceras de pressao
ou ulceras venosas que impactam significativamente na qualidade de vida das pessoas,
ou ainda, aumentam a mortalidade e o tempo de internacao dos pacientes, elevando gastos
com internagdes e curativos (CONCEICAO et al., 2022; DA ROSA et al., 2022).

A cicatrizacao de feridas na pele € um processo complexo no qual uma série de
células e mediadores moleculares sdo mobilizados para remover patégenos do local, e
criar um ambiente que favoreca a deposi¢ao de matriz extracelular e fatores de crescimento
e por fim proliferacdo celular e fechamento da ferida (CONCEICAO et al., 2022)

Nesse sentido, devido principalmente aos seus compostos fendlicos, a propolis
pode agir em diversas frentes, e assim, auxiliar no encurtamento do tempo de cura de
feridas. Ao combater os radicais livres, atuar contra as bactérias infectantes, diminuir a
migracao de células inflamatdrias e inibir a secrecao de citocinas inflamatérias, a prépolis
contribui para sintese e deposi¢cao organizada do colageno. Ao estimular a reconstrucao
da matriz de colageno no local danificado, o uso da prépolis promove a reepitelizagao e
cria um ambiente bioquimico favoravel a cicatrizacdo de feridas, além de minimizar a
formagado de queloide e excesso de cicatriz (ALBERTI et al., 2019; STOJKO; WOLNY;
WLODARCZYK, 2021; YANG et al., 2022)

Martinotti & et al. (2019) utilizando um ensaio de migracgao celular (Scratch), junto
com outras técnicas e biologia molecular, comprovaram que a prépolis é capaz de facilitar
o transporte de agua através dos canais conhecidos como aquaporinas, tais aquaporinas
possuem um papel fundamental na migragao celular, mantendo a hidratacao e elasticidade
da pele, e auxiliando assim, no fechamento de feridas. Alguns ensaios in vivo utilizando
ratos e cachorros também ja foram feitos. O acompanhamento do fechamento das feridas
é feito aplicando-se a prépolis durante 14 a 21 dias e entdo ao comparar com 0S grupos
controle, assim, puderam perceber uma melhor cicatrizagao ao utilizar-se pomadas a base
de prépolis. Os autores atribuiram esse efeito principalmente a capacidade da propolis em
diminuir a liberacdo de citocinas inflamatdrias no local da ferida (ABU-SEIDA, 2015;
CONCEICAO et al., 2022; HAN et al., 2005).

A prépolis também ja vem sendo utilizada em muitos ensaios clinicos como
evidenciado por uma extensa revisao bibliografica feita por Da Rosa et al., (2022). Os

autores enfatizam que ha a necessidade de padronizar o tipo de administracéo e a



concentracao de prépolis para cada tipo de ferida, e que novos estudos sdo importantes

para aumentar o uso da propolis como um importante agente cicatrizante.

1.4 Nanotecnologia e Biopolimeros para Encapsulagédo da Prépolis

Um dos grandes problemas em relagao a propolis, € a sua baixa solubilidade em
agua. A nanotecnologia é uma ferramenta adequada para resolver muitos problemas
relacionados a utilizagdo de ativos de baixa solubilidade em meio aquoso. A protecao
conferida aos componentes bioativos durante a estocagem do produto, bem como a
estabilidade no ambiente acido do trato gastrointestinal apdés a degluticdo, e o
delineamento para que atinjam determinados sitios de acdo e tornem-se mais
biodisponiveis, sdo algumas das vantagens relacionada a nanoencapsulagéo de ativos de
baixa solubilidade. Outra vantagem, € o mascaramento de sabor e odor desagradaveis,
encontrados em produtos naturais de maneira geral. Dessa forma, amplia-se a
possibilidade de utilizagdo desses compostos em alimentos e nutracéuticos (BUSCH et al.,
2017; GAROFULIC et al., 2017; LIU et al., 2018; RAMLI et al., 2021; SOLEIMANIFARD;
FEIZY; MAESTRELLI, 2021).

A encapsulacao da prépolis em tamanhos nanométricos pode aumentar a eficacia
sem alterar suas propriedades, e essa abordagem pode ser feita por diferentes métodos
(SUNDARAMURTHY; SUNDRAMOORTHY, 2018; TATLI SEVEN et al., 2018). Para isso,
biopolimeros vem sendo amplamente utilizados, uma vez que possuem cadeias que
podem ser manipuladas de diferentes formas visando a liberagdo modificada ou a atuagao
em alvos especificos. Além disso, biopolimeros possuem a vantagem de serem
biodegradaveis, biocompativeis e, geralmente, de baixo custo.

Soleimanifard et al. (2021) encapsularam a propolis com diferentes proporgdes de
caseina e maltodextrina, e conseguiram atingir 96% de eficiéncia de encapsulagdo com
maiores proporgoes da fragao proteica formadora da parede da capsula, comprovando
assim, seu potencial uso para produtos farmacéuticos. Tong Kong & Veloo Kutty (2021)
sintetizaram micelas feitas de um derivado hidrossoluvel da vitamina E (TGPS) e
demonstraram através do rastreamento de uma molécula alvo constituinte da propolis - o
derivado do acido cafeico (CAPE) - que foi possivel encapsular 90% do material e assim,
garantir a sua estabilidade. Com o objetivo de proteger os flavonoides presentes na
prépolis contra a oxidacdo, RAMLI et al., (2021) desenvolveram lipossomas feitos com
fosfatidilcolina e colesterol, nos quais ha uma interacdo 6tima entre os componentes
apolares da propolis e as membranas lipossomais, demonstrando assim, potencial para

sistemas de liberagcao de propolis em alimentos funcionais e produtos para a saude.



Outros nanodispositivos de caracteristicas inovadoras contendo propolis também
vem sendo formulados. Aranci et al., (2020) formularam protétipos de curativos feitos em
impressora 3D com mistura de alginato e propolis, e comprovaram que o curativo possui
atividade antimicrobiana contra bactérias infecciosas, auxiliando assim, numa recuperagao
tecidual mais saudavel. Yong & Liu (2021) realizaram uma extensa revisao bibliografica
sobre filmes de revestimento aditivados com prépolis, a grande maioria dos filmes
demonstrou aplicagdo para conservagao de alimentos e atividade antimicrobiana. Nesse
sentido, também as nanofibras feitas pela técnica de electrospinning sao importantes
matrizes para a incorporacao da propolis, que pode ser utilizadas tanto para curativos e
cicatrizacao como para o recobrimento e protecao de alimentos (MORADKHANNEJHAD
et al., 2018; RAZAVIZADEH; NIAZMAND, 2020).

Muitos outros nanodispositivos para a protegao e liberagcao controlada da prépolis
estdo em desenvolvimento (TATLI SEVEN et al., 2018; WANG et al., 2021), e as técnicas
aplicadas variam das mais simples, até mais complexas. Devido as diferengas encontradas
em cada técnica de incorporagcao em nanoestruturas, deve-se refletir sobre qual a maneira
mais apropriada para cada tipo de prépolis, levando em consideragao a sua composi¢ao
quimica, a caracteristica das moléculas com a atividade desejada e a aplicagdo a que se
destina o dispositivo formado (ALBERTI et al., 2019).

1.5 Biopolimeros para Aplicacdes Biomédicas

A utilizacao de biopolimeros para a fabricagao de dispositivos biomédicos, é
interessante devido a sua compatibilidade com sistemas fisioldgicos, tornando-se sistemas
seguros pois, apds metabolizacao pelo corpo, os subprodutos de sua degradagéo podem
ser eliminados por vias naturais como a filtragcado (TONG KONG; VELOO KUTTY, 2021).
Além disso, muitos biopolimeros sao extraidos de residuos industriais, o que torna a cadeia

produtiva mais sustentavel.

1.5.1 Zeina

A zeina é a principal proteina presente no milho, pertence a classe das prolaminas
e € composta por muitos residuos de aminodacidos lipofilicos (PASCOLI; DE LIMA;
FRACETO, 2018). Esse biopolimero proteico vem sendo estudado devido ao seu potencial
em servir como material estrutural para filmes de revestimento, tanto de alimentos, como
de medicamentos. Devido a presenga dos residuos de aminoacidos hidrofébicos, uma
barreira protetora eficaz € alcangada pela zeina, pois impede a entrada de ar e umidade

em seu filme. Porém, essa mesma protecao, é rapidamente desfeita em ambientes com



alta atividade de agua, o que torna a zeina um biopolimero interessante para sistemas de
entregas de medicamentos (BARBEDO et al., 2017; BECK; TOMKA; WAYSEK, 1996).
Quimicamente a zeina é composta por diferentes unidades polipeptidicas que
podem ser divididas em quatro principais classes (a-, B-, y-, &-zeina). A zeina comercial é
formada basicamente por a-zeina, que corresponde a cerca de 70% do total das fragdes,

ha um predominio dos aminoacidos Leucina > Alanina > Glicina > Prolina (Figura 4).
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Figura 4 Aminoacidos apolares de maior abundancia presentes na fragéo zeina
A. Leucina; B. Alanina; C. Glicina; D. Prolina; E. Valina
Fonte: ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, [s.d.]

Para a fragao 3, ha um predominio de Glicina > Alanina > Tirosina > Leucina. Para
a fracao y-zeina ha um predominio de Prolina > Glicina > Leucina > Histidina. Para a fragéo
0-zeina ha um predominio de Metionina > Prolina > Glicina > Leucina (DA SILVA et al.,
2020). Na fragédo a-zeina, mais de 50% de seus aminoacidos possuem carater apolar e as
interacdes hidrofébicas sao importantes para os processos de auto-organizagao, tornando
a zeina muito interessante para a manipulagcao de nanoparticulas e nanofibras (YU et al.,
2020). Na Figura 5 estao representados os modelos adaptados por ZHANG et al. (2021)
que foram propostos por Zhang et al. (2016) (Figura 5A) e Coleman et al (1999) (Figura
5B) para a disposicéo espacial da fracdo a-zeina, bem como um modelo computacional
(Figura 5C) proposto por Momany et al. (2006) em que a exposigdo dos aminoacidos

leucina, valina e alanina forma uma face hidrofébica na zeina.
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Figura 5 Estrutura quimica da fragéo a-zeina
A. Modelo proposto por Zhang et al. (2016) B. Coleman et al. (1999) e C. Momany et al. (2006).
Fonte: adaptado de MOMANY et al. (2006) e ZHANG et al. (2021)

Uma das técnicas para caracterizar proteinas, como a zeina, € o dicroismo circular
(DC), uma técnica espectroscopica utilizada para avaliar a estrutura secundaria,
propriedades de dobramento e ligacdo de proteinas em meio a um sistema liquido e
interesse (ARTEAGA; EL-HACHEMI; OSSIKOVSKI, 2019; GREENFIELD, 2009). Nessa
técnica, quando os cromoforos das amidas das proteinas estdo alinhados em matrizes,
suas transicdes oOpticas sao deslocadas ou divididas em transi¢des multiplas devido as
interagbes com a luz, ou seja, ocorre a absor¢ao desigual de luz polarizada no sentido
horario e anti-horario e essa diferenca é expressa em termos de elipticidade em graus (0)
(KELLY; JESS; PRICE, 2005). O resultado € que diferentes estruturas proteicas tém
espectros de DC caracteristicos. Por exemplo, proteinas a-helicoidais tém bandas
negativas em 222 nm e 208 nm e uma banda positiva em 193 nm. Proteinas com estruturas
antiparalelas bem definidas, folhas 3 tém bandas negativas em 218 nm e bandas positivas
em 195 nm, enquanto as proteinas desordenadas tém elipticidade muito baixa acima de
210 nm e bandas negativas perto de 195 nm (Figura 6) (BICUDO et al., 2007; CABRA et
al., 2008; GREENFIELD, 2009).
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Figura 6 Espectro de dicroismo circular A. diferentes estruturas proteicas secundarias e B. zeina a 2 mg mL™’
solubilizada em etanol 90%.
Fonte: Greenfield, (2009) e Cabra et al. (2008).

As propriedades da zeina permitem produzir membranas e filmes que podem
substituir os plasticos para varios propdsitos como protecao para alimentos, produtos
farmacéuticos, cosméticos, agentes de revestimento e adesivos (JASKI et al., 2022).
Porém, um dos problemas em relagcao aos filmes de zeina é a sua fragilidade devido a
baixa mobilidade de suas cadeias poliméricas o que lhe confere baixa capacidade de
alongamento e propriedades térmicas desfavoraveis. Para melhorar as propriedades
reologicas de filmes feitos com zeina, agentes plastificantes, como acidos graxos e glicerol,
sdo comumente adicionados a sua formulagdo diminuindo assim a quebra do material e
aumentando a sua capacidade de deformacao (BARBEDO et al., 2017; HUO et al., 2018).

Um fator importante em relagdo a zeina é a capacidade de incorporar
componentes de interesse terapéutico em sua matriz. Esses componentes devem ser,
principalmente, de carater hidrofébico, o que facilitaria a introducdo, em matrizes
poliméricas, de 6leos essenciais (NOBILE et al., 2008), de extratos vegetais e também de
prépolis, todos conhecidos pelas suas propriedades terapéuticas.

O uso de zeina em fibras eletrofiadas pode dar origem a interessantes sistemas
para a engenharia de tecidos, em que as fibras podem servir como um sistema de liberagao
de farmacos e proteinas que auxiliam na cura tecidual (JASKI et al., 2022). Apesar de
muitos estudos corroborarem para as atividades terapéuticas da propolis, sua incorporagao
em filmes ou outros materiais feitos de zeina ainda é pouco relatada. Com isso, é valido
estudar novas performances para dispositivos feitos de zeina, principalmente por tratar-se
de um subproduto biodegradavel da industria de milho, o que corrobora com os principios

da quimica verde.



1.5.2. Alginato de Sédio

O alginato € um polissacarideo ibnico de ocorréncia natural em algas marrons, que
devido a natureza salina do meio ambiente em que se encontra traz caracteristicas
interessantes para a sua aplicagdo no desenvolvimento de materiais. Os polissacarideos
ibnicos apresentam propriedades fisico-quimicas especificas devido ao seu carater
polieletrélito e as suas caracteristicas resultantes da sua estéreo-regularidade (BRACCINI;
GRASSO; PEREZ, 1999)

A estrutura do alginato foi descrita pela primeira vez com maior detalhamento em
1966 por Haug & Col. Quimicamente (Figura 7), o alginato € um polissacarideo anidnico,
formado por unidades de acido a-L-gulurénico (G) e acido B-D-manurdnico (M) unidas por
ligacao 1,4-glicosidicas que se organizam em diferentes arranjos (MM, GG e MG) e
proporgdes dependendo de sua fonte (HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1974; SIMAS-TOSIN
etal., 2017).
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Figura 7: Estrutura molecular do Alginato: G = acido a-L-gulurénico (GulpA), M = acido (3-D-manurbnico
(ManpA), unidas por ligacéo 1,4-glicosidicas.
Fonte:SIMAS-TOSIN et al. (2017).

Devido ao pKa dos grupos G e M ser aproximadamente 3,5, os grupos funcionais
carboxilas (COOH) estdo em parte negativamente carregados em pH em torno de 5
(PISTONE et al., 2013) possibilitando a formacédo de ligagbes cruzadas com cations e
originando uma estrutura conhecida como egg-box (BRACCINI; PEREZ, 2001) (Figura 8).
Os blocos G do alginato, devido a sua organizacao espacial mais “fechada” acomodam
melhor os ions divalentes do que as unidades M, dessa forma, materiais com diferentes
propriedades fisico-quimicas podem ser gerados (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016;
ENGBERT; PLANK, 2020). A presenca dos blocos GG sao entéo, vitais, para a formagéao
de géis de alginato, pois elas formam uma interagdo estavel com cations divalentes, que
possibilitam a formacgao de géis fortes, rigidos e porosos (ENGBERT; PLANK, 2020;
SIMAS-TOSIN et al., 2017).
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Figura 8: Estrutura egg-box do alginato: formagéo de ligagdes coordenadas entre o Ca?* e os grupos
carboxilatos do alginato.
Fonte: Paques, et al. (2014)

O alginato ja é consagrado na utilizacdo em engenharia de tecidos em substituicado
as cartilagens, reconstituicdo de ossos, cornea, vasos sanguineos; na cicatrizagao de
feridas na forma de hidrogéis e curativos, dentre tantas outras aplica¢gdes (FAROKHI;
SHARIATZADEH; SOLOUK, 2019; LEE; MOONEY, 2001). Além disso, ja € amplamente
utilizado em sistemas de liberagao de medicamentos, contudo, as nanocapsulas formadas
por polimeros de alginato sdo conhecidas pela sua baixa estabilidade e perda do material
encapsulado, e por isso algumas estratégias para estabiliza-las podem ser utilizadas:
polimeros catibnicos como a quitosana tém sido usados associados ao alginato para
superar as limitagdes da perda rapida do material (ROY et al., 2013); Outra estratégia, é
induzir a formacao de hidrogéis ou microesferas de alginato pela técnica de gelificacao
idbnica, na qual cations multivalentes, como Ca?*, Cu?', Zn?** sdo gotejados sobre a
dispersao polimérica (SUNDARAMURTHY; SUNDRAMOORTHY, 2018).

1.6 Técnicas para Desenvolvimento de Nanodispositivos

1.6.1 Electrospinning

O electrospinning (Figura 9) € uma técnica efetiva que para a producao de fibras
com didmetro de dezenas de nanOmetros a micrometros. Para isso, sdo utilizados
dispositivos capazes de gerar altas diferengcas de potencial entre uma seringa contendo
uma dispersdo de polimero a ser eletrofiado e um alvo. Uma vez que uma tensao é

aplicada, ocorre um fendbmeno eletrodindmico em que o polimero em dispersao adquire



uma carga que sobrepode a tensao superficial do liquido, este por sua vez, adquire energia
cinética e é forcado em um jato que sai da ponta da seringa e ¢ atraido até a superficie em
que se deseja depositar a fibra. Nesse trajeto o solvente é evaporado, permitindo que as
fibras geradas sejam depositadas (COLLINS; FEDERICI; CATALANI, 2012; ZAHEDI et al.,
2010).

Para a fabricagcao das fibras deve-se levar em consideracao que muitos fatores
podem influenciar a qualidade das fibras formadas, dentre os principais estdo a voltagem
aplicada, a viscoelasticidade das solugbes de polimeros, a densidade de cargas e a tenséo
superficial das solugdes (LIU et al., 2008). As condigbes experimentais tais como fluxo da
seringa, distdncia entre a seringa e o coletor, umidade relativa do ambiente, taxa de
evaporagao do solvente também exercem influéncia sobre a formagao das fibras, sendo

parametros importantes a serem estabelecidos.
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Figura 9 Representagdo esquematica da técnica de electrospinning.
Fonte: A autora

Para o desenvolvimento de nanofibras por electrospinning, as propriedades das
dispersdes poliméricas tanto do bulk como da interface devem ser consideradas juntas,
uma vez que a reologia do bulk € importante na regido do cone de Taylor e inicializagdo do
jato. No entanto, a formacéo de fibras é basicamente um fenémeno de interface, e portanto,
a reologia interfacial € crucial para a estabilizacdo e continuidade do jato, e
consequentemente, para a qualidade das fibras, pois € na interface que os polimeros se
reorganizam (ROSIC et al., 2012).

A viscosidade das dispersbes é um dos parametros mais importantes a ser
considerado nessa técnica. E necessario que ocorra um entrelacamento das cadeias
poliméricas, e, portanto, € necessario trabalhar-se acima da concentragao critica (C*) dos

polimeros, do contrario, apenas um electrospray é obtido (COELHO et al., 2022). Quanto



mais viscosas as dispersdes, mais conectadas estardo as cadeias e assim previne-se a
desestabilizacdo de Plateau-Rayleight (Figura 10A) resultando em fios mais alongados e
fibras uniformes (AKINALAN BALIK; ARGIN, 2020; COLLINS; FEDERICI; CATALANI,
2012).

Todos os parametros citados acima estdo diretamente relacionados com a
formacgao de beads. As beads (Figura 10B) sdo pequenos acumulos de material, que
formam ao longo da fibra, o chamado “colar de contas”, que reflete uma baixa
homogeneidade do material gerando fibras de baixa qualidade, e sao, portanto,
indesejados (AKINALAN BALIK; ARGIN, 2020; KEIROUZ et al., 2020; LIU et al., 2008).

Figura 10 A. O fenébmeno natural da Instabilidade de Plateau-Rayleigh:
A que a agua é exposta ao escorrer de um toldo e B. o seu efeito na formagéo de beads (setas vermelhas)
FONTE: A autora

O desenvolvimento de nanofibras tem demonstrado ser muito promissor para
mimetizar a arquitetura natural de tecidos humanos em escala nanométrica, e assim, vem
sendo muito empregado na engenharia de tecidos e no desenvolvimento de modelos de
cultivo celular 3D (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; YE et al., 2019). As fibras geradas
com biopolimeros apresentam uma grande area superficial especifica, alta porosidade,
estruturas biomiméticas da matriz extracelular (MEC) e melhor biocompatibilidade. Além
disso, a MEC pode ligar, liberar e ativar moléculas de sinalizacado e pode modular a reacao
da célula a fatores soluveis. Assim, as fibras podem ser funcionalizadas com muitas
substancias bioativas, como proteinas, peptideos e farmacos de moléculas pequenas (YE
et al., 2019), podendo promover a adesao, proliferacao e diferenciacao celular e servindo
como suporte para liberacao prolongada desses ativos além de fornecer informag¢des mais
detalhadas sobre o comportamento celular in vitro (BONINO et al, 2011;
BRAHATHEESWARAN et al., 2012; YE et al., 2019; ZAHEDI et al., 2010).



Muitos polimeros, sintéticos e/ou naturais, e até mesmo materiais inorganicos,
podem ser utilizados para a fabricagdo das fibras. Contudo, a grande maioria das fibras
fabricadas utilizam solventes tdxicos para a dissolugcdo dos polimeros ou para a sua
reticulacao, fazendo-se necessario uma etapa de lavagem para essas fibras a fim de
melhorar a sua biocompatibilidade (ASGARI; BAGHERI; ES-HAGHI, 2018; BONINO et al.,
2011; ZAHEDI et al., 2010). Nesse sentido, o uso de polimeros que possam ser eletrofiados
sem o0 uso desses solventes é ainda um campo a ser explorado para aplicagdes
biomédicas.

Embora as publicagdes que relatam nanofibras contendo prépolis sejam bastante
limitadas, alguns tipos de nanofibras sintéticas ja foram produzidos. Recentemente,
Razavizadeh & Niazmand (2020) sintetizaram fibras de poliamida-6 com préopolis e
provaram que as fibras obtidas apresentam boa capacidade antioxidante, fornecendo
compostos fendlicos da propolis. Como a propolis ja € amplamente utilizada em produtos
de higiene oral, Asawahame et al. (2015), produziram fibras de rapida dissolug¢ao oral com
polivinil pirrolidona (PVP) contendo 2% de propolis que pode ser potencialmente utilizada
para tratamentos infecciosos orais. Bilginer et al., (2021) utilizaram uma mistura de
poli(alcoolvinilico) (PVA) e propolis para montar um biocomposto utilizado em cultura
celular 3D, facilitando assim a ancoragem e a proliferagcao celular.

Algumas nanofibras baseadas em misturas de polimeros sintéticos e biopolimeros
contendo propolis também estdo sendo produzidas. Ulag et al. (2021) adicionaram 0,5%
de gelatina a uma dispersao de 13% de PVA que demonstrou adquirir as condigdes ideais
para a producao de fibras contendo 3% a 5% de propolis para combater infec¢des oculares.
lonescu et al. (2021), produziram fibras de quitosana com poli(6xido de etileno),
melhorando a condigao de electrospinning e incorporando extratos de caléndula e propolis
nas fibras, que demonstraram ser biocompativeis, e possuir atividades antioxidantes e
antibacterianas, melhorando assim o processo de cicatrizagao de feridas. O primeiro
trabalho sobre producao de fibras utilizando apenas zeina e prépolis, sem o uso de outros
polimeros e sal, foi publicado por Moradkhannejhad et al., (2018). Os autores provaram
que é possivel produzir fibras uniformes sem granulos e com boa reprodutibilidade. A
propolis conferiu atividade antimicrobiana as fibras, mas a biocompatibilidade e outras

aplicacdes biomédicas nao foram investigadas.

1.6.2 Gelificagao I6nica — Nanogel

O meétodo de gelificagado ionotropica foi descrito pela primeira vez em 1997 por
Calvo et al., para a fabricagdo de nanoparticulas de quitosana na presenca de tripolifosfato

de sédio (TTP) para a encapsulagao de proteinas. A quitosana, por ser um polimero



cationico, interage com os grupos de fosfato carregados negativamente podendo servir
para a encapsulacao de ativos (JING JIE CHIA et al., 2022).

Apds modificagdes feitas por diversos autores, a gelificagdo ibnica tornou-se o
método mais comumente utilizado para formar as particulas de alginato reticuladas
classicamente com o ion Ca?* (XUE et al., 2015). Porém, além do alginato reticulado com
calcio, outros polissacarideos com carga negativa, como pectina formam géis ionotropicos
na presenca de outros cations divalentes como o Zn?* e o Fe?*, que atuam como agentes
reticulantes entre cadeias de polissacarideos (MAIRE DU POSET et al., 2019).

As ligagbes cruzadas com os cations podem ser feitas utilizando os métodos de
gelificacao interna e gelificacao externa. Na producédo de microparticulas por gelificacao
externa (ou método de difusdo), a dispersao de alginato é gotejada em uma solucao de
cloreto de calcio (ou vice-versa). Os cations difundem da fase continua para o interior das
goticulas de alginato, formando uma matriz gelificada mais compacta em suas bordas e
mais difusa em seu interior. Para a gelificacao interna, um sal de calcio insoluvel (CaCO3)
€ adicionado a dispersao de alginato. Reduzindo o pH e/ou aumentando a solubilidade do
calcio do sistema, os ions de calcio sao liberados do interior da fase de alginato formando
um gel de alginato mais homogéneo, menos denso e com poros maiores, resultando em
menor taxa de encapsulagao e liberagdo mais rapida de conteudo (CHAN; LEE; HENG,
2006; PAQUES et al., 2014).

Durante a gelificagao ibnica externa o cation difundido, por gotejamento, para o
interior das cadeias poliméricas, permite que ligacdes sejam formadas entre os grupos
funcionais negativamente carregados e os ions positivos adicionados. Essas ligagdes dao
origem as particulas, que podem ser de diferentes tamanhos dependendo, principalmente,
da concentracdo dos polimeros utilizadas na sintese, do fluxo de ions gotejados e da
velocidade de agitagcdo aplicada ao frasco reacional (SALVATI; SANTAGAPITA;
PERULLINI, 2022).

Grande parte das particulas de alginato descritas na literatura possuem um
didmetro maior do que 100 um. Contudo, particulas menores do que 1 uym tém muitas
vantagens, como por exemplo, maior resisténcia mecanica e maior area superficial, 0 que
€ especialmente importante em sistemas de liberacdo de farmacos (ALGHARIB et al.,
2022; PAQUES et al., 2014). Durante o processo de gelificagao, as ligagdes cruzadas entre
as cadeias poliméricas sobrepostas formam géis macroscopicos, enquanto as
nanoparticulas sdo formadas quando baixas concentracdes de polimeros sao utilizadas
(PISTONE et al., 2013) originando os chamados nanogéis. Esses nanogéis podem entéo,
encapsular materiais de interesse podendo ser utilizados para diversas aplicagdes

terapéuticas, alimenticias, industriais, dentre outras.



Os nanogéis reticulados tém capacidade de manter a sua estrutura e resistir ao
inchamento dependendo do pH e dos ions que se encontram no ambiente. Essa
propriedade da a possibilidade de manipular a capacidade do gel em liberar o seu conteudo
no ambiente desejado. Ao induzir uma troca idnica entre as cadeias poliméricas e o0 meio,
pode haver o inchamento do nanogel, afrouxamento das cadeias e por fim, a liberagdo do
conteudo no ambiente desejado (DA SILVA et al., 2022; REDDY; REDDY; JIANG, 2015).

O zinco é um cation divalente que participa como cofator de mais de 300 enzimas
corporais. Este micronutriente esta presente predominantemente na pele, onde
desempenha papel importante no metabolismo de lipidios, proteinas e genes. O zinco é
ainda antioxidante, regulador da inflamagdo e antibacteriano, podendo ser util no
tratamento de diversas patologias infecciosas e inflamatérias da pele, como por exemplo a
acne, infec¢des fungicas e rosacea. Além disso, o zinco tem um papel fundamental na
cicatrizacao, pois as metaloproteinases — enzimas reguladoras da reparacgéao tecidual — sao
dependentes de zinco (GUPTA et al., 2014; SCHWARTZ; MARSH; DRAELOS, 2005). Por
estes motivos, o zinco foi tratado, neste trabalho, como um agente reticulante de interesse
para o nanogeéis de alginato, que visam, dentre outros obijetivos, potencializar a agao
cicatrizante da propolis.

Os nanogéis sao plataformas de drug-delivery inovadoras e que vem ganhando,
a cada dia, mais aplicagdes em sistemas transdermais (MAVUSO et al., 2015; SULTANA
et al., 2013). Abnoos et al. (2018) sintetizaram nanogéis recobertos com quitosana para
aplicacao topica de liberagao prolongada do farmaco pirfenidona. Assim como El-Feky et
al. (2017) conseguiu, com sucesso, encapsular a sulfadiazina de prata em um nanogel de
alginato e quitosana e obter efeito terapéutico superior ao produto comercial para
tratamento de queimados. A doxorrubicina também ja foi encapsulada com nanogel de
alginato, e demonstrou ser sensivel ao pH acido, o que faz com que ela seja liberada
principalmente nos ambientes acidos tumorais (XUE et al., 2015). Porém, nenhum dos
exemplos acima utilizou o zinco como reticulante, desta forma, é valido continuar as
investigacdes, que demonstram ser promissoras, sobre as diversas aplicacbes desses

nanossistemas.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter nanodispositivos contendo prépolis - nanofibras de zeina e nanogéis de

alginato - para uso biomédico.

2.2 Especificos

- Determinar a biocompatibilidade, o potencial citotoxico e a capacidade de interferir
na migracao celular frente as células tumorais e nao-tumorais da fragao apolar da prépolis
pré-caracterizada.

- Obter nanofibras de zeina contendo prépolis, caracterizar as suas propriedades
fisico-quimicas e determinar a sua biocompatibilidade e citotoxicidade para possivel
aplicacao no tratamento de melanoma.

- Obter nanogéis de alginato, reticulados com zinco, contendo extrato de propolis e
conhecer o perfil de liberacdo para fazer a liberagdo modificada da propolis em meio

fisiologico.



3. METODOLOGIA

3.1 Obtencao do Extrato de Propolis e Analise Quimica por GC-MS

A prépolis foi coletada no meliponario localizado da Universidade Regional de
Blumenau (FURB), localizada em Blumenau — SC. Para a obtengao do extrato da prépolis
a amostra original foi pulverizada, e macerada em diclorometano num frasco de vidro. O
frasco foi deixado em camara escura durante 3 a 4 dias com agitagdo ocasional. O extrato
foi filtrado em funil de Blchner e o solvente foi removido com o auxilio de uma bomba a
vacuo. Apods esse processo, obteve-se um po, que foi armazenado em recipiente ambar e
mantido no dessecador a vacuo.

As determinag¢des cromatograficas foram realizadas por um cromatégrafo a gas,
modelo GCMS2010 Plus (Shimadzu®, Jap3o), hifenado a um espectrometro de massas em
tandem do tipo triplo quadrupolo TQ8040 e auto amostrador AC 5000. Uma coluna de fase
estacionaria de 5% fenil-metilpolisiloxano, SH-Rtx- 5MS - Agilent® (30 m x 0,25 mm; 0,25
pMm), e gas hélio 5.0 como gas de arraste foram empregados nas analises. O segundo e
terceiro quadrupolos (g2 e gq3) foram usados, nesse trabalho, apenas como focalizadores,
uma vez que nao foi avaliado o modo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM). Desta
maneira a selecao dos ions e fragmentos com especificas razdes m/z foram realizadas no
primeiro quadrupolo (g1).

A metodologia empregada consiste em uma rampa de aquecimento com inicio a
60°C por 5 minutos, com aumento de 5°C min™' até 200°C, seguindo 3°C min™" até 300°C,
perfazendo um total de 72 minutos de analise. A temperatura do injetor foi de 250°C. O
volume de amostra injetado foi de 1 uL aplicando-se o0 modo de injecao split na razdo de
1:10, fonte de ions a 250°C, interface a 280°C e vazao de gas hélio a 1 mL min™.

O extrato da prépolis obtido previamente foi reconstituido em diclorometano grau
HPLC na concentragdo de 0,3 mg mL™" previamente a inje¢do no sistema GC-MS. As
injecoes foram feitas em triplicata e, com intuito de conferir a satisfatoria precisao e
exatiddo analitica, o composto trifenilfosfato foi adicionado nos vials contendo o extrato
final, atuando como padré&o interno, em concentragao fixa de 1 ug mL-'. Dessa forma, pode-
se monitorar a performance da coluna. Os dados cromatograficos e espectrais foram
analisados através do software GCMS Solution®, no modo fullscan m/z 45 — 500. A
elucidagao dos compostos foi realizada por similaridade (acima de 87%) dos espectros de
massa de cada pico identificado no cromatograma, através da biblioteca NIST/EPA/NIH
2014.



3.2 Determinacgao das Atividades Biolégicas da Propolis

As atividades biolégicas da prépolis foram testadas em colaboracdo com o
Programa de Pds-graduacao em Biologia Celular e Molecular do departamento de Biologia

Celular da UFPR sob orientagédo da Prof.2 Dra. Carolina Camargo de Oliveira.

3.2.1 Viabilidade Celular — Incorporacéo do Corante Vermelho Neutro (VN)

A retencao intracelular do VN depende da capacidade da célula para manter
gradientes de pH, através da producao de ATP. Em pH fisiolégico, o corante apresenta
uma carga liquida préxima a zero, o que permite que ele difunda livremente através das
membranas da célula. Dentro dos lisossomos, ha um gradiente de protons para manter um
pH menor do que o do citoplasma. Assim, o corante é protonado e retido dentro dos
lisossomos (REPETTO; PESO; ZURITA, 2008). Dessa forma, o método mostra a
viabilidade/integridade das endomembranas. Apds a solugao de extragao, o corante eluido
pode ser quantificado por medida de absorvancia de UV-Vis em 540 nm.

A células das linhagens B16-F10 (BCRJ, 0046) e Balb/3T3 (clone A31, ATCC, CCL-
163) foram cultivadas em garrafas de 25 cm2 (Sarstedt) em meio Eagle Dulbecco
modificado (DMEM) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB, a 10%) e mantidas em
incubadora a 37°C, 5 % CO2. Apos atingir de 70% a 80% da confluéncia, as células foram
lavadas com tampao fosfato (PBS) a 37°C, desaderidas quimicamente com tripsina
(Gibco), contadas em Camara de Neubauer, e plaqueadas em placas de 96 pogos
(Sarstedt). Empregou-se 500 células por pogo para linhagem B16-F10 e 2000 células por
poco para a linhagem Balb/3T3. Apds 24 horas (h), essas foram tratadas com o extrato de
prépolis em dimetilsulféxido (DMSQO) (todos na mesma concentragdo de DMSO e de
maneira que o volume final do poco tivesse 0,5% de DMSO) nas concentrag¢des de 0, 5, 1,
10, 30, 50, 100 e 166 ug mL™", por 72 h. Como controle foram utilizados alguns pogos
contendo apenas DMSO na mesma concentragao utilizada para diluicao dos extratos. Apos
72 h, o meio de cultura foi removido e as células (exceto branco) foram incubadas com 100
ML de uma solugéo de corante VN (concentracdo) em DMEM sem SFB. Apds 2 h de
incubacao, o conteudo dos pocos foi desprezado e o corante incorporado pelas células foi
eluido com 100 uL de uma solugéo de acido acético glacial e alcool absoluto (1%/50%) em
agua, procedendo para a leitura de absorvancia de UV-Vis em leitor de microplacas em
540 nm (Biotek Epoch).

Para as analises estatisticas foi utilizada a analise ANOVA e pés teste de Dunnett

pelo software GraphPad Prism®.



3.2.2 Proliferagao Celular — Coloragao com Cristal Violeta (CV)

Esse ensaio foi realizado conforme GILLIES et. al (1986) com modificacdes. O
experimento de proliferagdo celular através do método de CV permite obter dados
quantitativos em relagdo a densidade celular presente em monocamadas de células
cultivadas. O CV possui afinidade por acidos nucleicos, especialmente DNA, e apds a
eluicao e leitura de absorvancia do corante é possivel estabelecer uma relacao direta entre
a absorvancia e o numero de células presentes. Esse experimento pode ser feito na mesma
placa em que foi feito o teste de viabilidade celular com o corante VN. Portanto, apds
finalizar a leitura desse teste, a solugao de extragcao do vermelho neutro foi removida e a
placa foi cuidadosamente lavada com agua. As células (exceto branco) foram coradas com
100 pL da solucao de cristal violeta 0,025% (Sigma) em agua. Apds 20 minutos a solugao
foi removida, a placa foi lavada com agua e o corante foi eluido com 100 pL de solugao de
acido acético glacial (Dindmica) 33% em agua ultrapura, procedendo-se entao para a
leitura da absorvancia de UV-Vis em leitora de microplacas em 570 nm (Biotek Epoch).

Para as analises estatisticas foi utilizada a analise ANOVA e pés teste de Dunnett

pelo software GraphPad Prism®.

3.2.3 Teste de Migracao Celular (Scratch-test)

Para avaliar a dinAmica de migracao celular, empregou-se 0 método de Scratch
(LIANG; PARK; GUAN, 2007). Esse método é baseado na criagdo de um risco (scratch)
em uma monocamada de células com caracteristicas aderentes. O risco tem por objetivo
perturbar a monocamada de células dando o estimulo para que elas se movam no sentido
de fechar a abertura feita e reestabelecer as interacdes célula-célula.

Com o objetivo de avaliar a capacidade da prépolis estimular e/ou inibir a migragéao
celular das células Balb-3T3 e das células B16-F10 e assim, determinar a sua acao
cicatrizante ou de inibicdo de metastases, foi realizado com ambas as linhagens celulares
o teste de scratch.

Para isso foram distribuidas em uma placa de 96 pogos 4,5x10* células Balb-3T3 e
em outra placa, 750 células B16-F10 por pogco em meio DMEM suplementado com SFB e
mantidas em incubadora a 37°C com 5% CO,. Apds 24 h, essas foram tratadas com o
extrato de propolis em DMSO (todos na mesma concentracdo de DMSO e de maneira que
o volume final do pogo tivesse 0,5% de DMSO) nas concentragdes de 0, 5,5 e 15 yg mL™"’
durante 72 h. Como controle de crescimento foram utilizados pogos contendo somente o
meio de cultura com SFB e como controle de veiculo utilizou-se 0 DMSO a 0,5%. Apés 72
h, o meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com uma solugao de

mitomicina a 10 yg mL™" em 100 yL DMEM sem SFB. Apos 2 h de incubagédo, o contetdo



dos pocos foi desprezado. Em seguida foi feito um risco no fundo de cada poco, utilizando
para isso uma ponteira de plastico de pipeta de 10 uL. Para a remoc¢ao das células que se
descolaram do fundo da placa os pogos foram lavados 2 vezes com meio sem soro. Ao
final acrescentou-se a cada pog¢o 200 UL de meio sem soro. A partir dai iniciou-se o periodo
de observagao da migracao celular por um periodo de 24 h. Em tempos pré-determinados
(0, 16 h, 20 h e 24 h), foram tiradas fotos de cada pogo em um microscépio 6ptico invertido,
utilizando a objetiva de pequeno aumento (10x) as quais foram analisadas posteriormente
com auxilio do software ImageJ® e do plugin wound healing. Os resultados foram
analisados em termos de porcentagem do fechamento do risco e as analises estatisticas
foram feitas utilizando a analise ANOVA e pos teste de Dunnett com auxilio do software
GraphPad Prism®.

3.3 Producéo das Nanofibras de Zeina e Propolis

O desenvolvimento das fibras de zeina foi iniciado durante o doutorado sanduiche
em colaborac¢do com o Instituto de pesquisa CNR Nanotec localizado na cidade de Lecce,
Italia, sob orientacédo da Dra. Loretta del Mercato. Apds o retorno ao Brasil as fibras foram
produzidas no Laboratério de Inovagcdo em Tecnologia de Sensores (LITS), localizado no
departamento de Fisica da UFPR sob supervisao do professor Dr. Cyro Ketzer Saul.

Para confecgao das fibras muitos parametros podem ser variados, a distancia entre
a ponta da agulha e o coletor e a voltagem aplicada entre esses dois pontos, a
viscoelasticidade da dispersado que é determinada pela concentragao do material utilizado,
o solvente utilizado e o fluxo aplicado a bomba de seringa.

Com base em literatura prévia (MORADKHANNEJHAD et al., 2018), partiu-se das
concentracdes de 20, 25, 30 e 35% de zeina (m/v) que foram diluidas em diferentes
solugdes hidroalcoolicas (etanol 55, 70 e 90 m/m). As solu¢des foram deixadas sob
agitacdo magnética por 1 hora, sob temperatura ambiente antes de serem utilizadas.

Uma seringa de 1 mL com agulha sem ponta de 21 gauge foi utilizada para
acomodar as solucées na bomba de seringa. As condi¢cdes experimentais foram
extensivamente testadas até que se estabeleceu um padriao de fluxo de 0,2 mL h™,
distancia da ponta ao coletor de 15 cm, e voltagem aplicada que variou de 8 a 16 kV
dependendo da dispersao utilizada.

Para analisar se as condigbes estavam sendo adequadas e fazer as otimizagbes
necessarias, as fibras foram eletrofiadas durante 3 minutos sobre uma laminula de vidro (2
X 2 cm) e analisadas em microscépio Optico utilizando objetivas de aumento de 20 e 40
vezes. O acompanhamento da formacao das fibras foi feito por microscopia 6ptica. A
quantidade de beads foi analisada e classificada de acordo com um sistema de cruzes (+)

sendo uma cruz (+) para raros, duas cruzes (++) para poucos, e trés cruzes (+++) para



muitos. O formato das fibras foi analisando pela continuidade e curvatura. O rendimento
versus o tempo de aplicagcao também foi classificado pelo sistema de cruzes como baixo
(+), bom (++), 6timo (+++).

Para a incorporagcdo da propolis, devido a sua solubilidade, foi utilizado como
solvente etanol 90% (v/v) e zeina a 30% (m/v). As concentragdes de propolis adicionadas
variaram de 5, 10, 15, 20 e 25% em relacao a massa seca de zeina. A partir daqui as
amostras receberam siglas para facilitar a sua identificagdo, sendo respectivamente
chamadas de: z30, z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25. Uma vez que os parametros
de electrospinning precisaram ser adaptados ao laboratério de trabalho, no Brasil, eles
foram ajustados para: fluxo de 0,2 mL h™', distancia do coletor de 15 cm, voltagem aplicada
de 11 kV e tempo de deposigcao de 3 minutos para analise morfolégica e 20 minutos para
todos os demais testes.

Com a finalidade de dar maior resisténcia mecanica as fibras em meio aquoso, e
evitar o uso de solventes téxicos nesse processo, foi utilizada a técnica de annealing. Para
isso, foram escolhidas 2 temperaturas diferentes (140°C e 160°C), com base na analise
termogravimétrica (TGA) (ALMEIDA et al., 2018; BRAHATHEESWARAN et al., 2012), e na
temperatura de transicao vitrea (Tg) da zeina (GHANBARZADEH et al., 2006; MADEKA,
KOKINI, 1996) e 2 tempos diferentes (2 h e 4 h, respectivamente).

3.3.2 Caracterizagao das Dispersdes de Partida de Zeina e Prépolis

Apods a otimizacao dos parametros de eletrofiagdo, como mencionado acima, foram
escolhidas as formulagdes feitas em etanol 90% (v/v) e zeina 30% para a incorporagao da
prépolis. Desta maneira, para entender o comportamento reoldgico da dispersao polimérica
e para elucidar a interacao existente entre a prépolis e a zeina, foram estudas as
caracteristicas das solugdes de partida das fibras, contendo zeina a 30% e diferentes
graduacgbes de proépolis. Foram feitos testes reoldgicos rotacionais-oscilatorios e as

técnicas de dicroismo circular, potencial Zeta e tensao superficial.

3.3.2.1 Determinacéao da Viscosidade das Dispersdes de Zeina 30% e Zeina 30% com

Propolis em Etanol 90%

Para as analises reolégicas foi empregado o um redbmetro Anton Paar, modelo MCR
72 com o sensor de geometria cone-placa de 25 mm (CP25-1) na temperatura de 25 °C.
Para a obtencao da curva de fluxo foram usadas dispersao de zeina a 30% e para cada
concentracao de propolis (5,10, 15, 20 e 25%) adicionada com taxa de cisalhamento de
0,1a100 s"e de 100 a 0,1 s™'. Foram coletados 50 pontos num tempo total de analise de

270 segundos.



3.3.2.2 Dicroismo Circular

O DC foi realizado com o objetivo de elucidar o comportamento estrutural
secundario da zeina no solvente etanol 90% (v/v), bem como, acompanhar as
interferéncias geradas pela adi¢cao da prépolis a dispersao de zeina. Os resultados obtidos
com essa técnica podem auxiliar no entendimento da morfologia das fibras obtidas.

As analises de dicroismo circular foram realizadas no departamento de bioquimica,
sob supervisdo da Dra. Flavia Lada Degaut Pontes. Inicialmente a zeina foi diluida a 1 mg
mL™" em etanol 90 (v/v), seguindo de nova diluigdo 1:20 diretamente na cubeta. Uma
segunda analise foi feita adicionando prépolis a dispersao de zeina em etanol 90 (v/v),
mantendo-se a relagdo de massas feitas quando do preparo das solugdes de
electrospinning (5, 10, 15, 20 e 25 m/m% de prépolis em relagdo a zeina). As medidas
foram realizadas em instrumento Jasco J-815, varredura entre 250 e 195 nm, utilizando
cubeta de quartzo polido de duas faces, nas seguintes condi¢cdes experimentais: baixa

sensibilidade, 3 acumulagdes, largura de banda de 1 nm e resolugao de 0,2 nm.

3.3.2.3 Tensao Interfacial — Método da Gota Pendente

Para a determinagéo da tensao interfacial foram preparadas solug¢des de zeina e
de zeina com propolis (as mesmas utilizadas no electrospinning) as quais tiveram a sua
densidade determinada previamente. Para isso, pesou-se em triplicata 1 mL de cada
dispersdo em um béquer e dividiu-se a massa obtida pelo volume. O software Opendrop®
foi empregado para as medidas de tensao interfacial, para o qual foi necessario informar a
forca da gravidade (9,78 m s2), a densidade do ar (1,2 kg m™®) e a densidade de cada
amostra. Um tensibmetro da empresa Nova Pesquisa Quimica foi utilizado e calibrado com
agua ultrapura, no qual 1 mL de cada dispersao foi acondicionado em uma seringa de vidro
acoplada a uma agulha sem ponta de 0,8 mm de didmetro externo. A gota formada foi
fotografada e teve o valor tensdo determinado. A analise estatistica foi feita com o teste de

ANOVA calculada pelo software GraphPad Prism®.

3.3.2.4 Potencial Zeta

O potencial Zeta foi medido pela técnica de microeletroforese a laser Doppler a
25°C usando o instrumento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK) e
determinado em triplicata a partir de uma média de 30 leituras com base na aproximacao
de Hiuckel (cP -1,0660, IR = 1,362 e constante dielétrica = 29,7). As analises foram

realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Regional de Blumenau (FURB)



sob supervisdo da Dr.? Lizandra Zimmermann. Inicialmente a zeina foi diluida a 1 mg mL"’
em etanol 90 (v/v), em seguida, mantendo-se a relacdo de massas feitas quando do
preparo das solugdes de electrospinning, foram adicionados 5, 10, 15, 20 e 25 % de

prépolis em relagao a massa de zeina.

3.3.3 Caracterizacao das Fibras

3.3.3.1 Espectroscopia na regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier com
Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para caracterizagao inicial das fibras foram feitas analises de FTIR e MEV. Essas
analises serviram como direcionamento para as demais caracterizagdes.

Os espectros de FTIR foram obtidos no Departamento de Ciéncias Exatas e
Educacdo da UFSC - Campus Blumenau em Espectrofotbmetro FT-IR Perkin Elmer
Frontier por Refletancia Total Atenuada. As leituras foram realizadas a 25°C em uma janela
de numero de onda de 450 a 4000 cm™', a um total de 16 acumulagdes e resolucéo de 1
cm™.

As imagens de MEV das amostras feitas com zeina a 25% e 30% em etanol 70% e
90% (z25et70, z25et90, z30et70 e z30et90) foram feitas no Instituto Carlos Chagas e todas
as demais imagens (z30, z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25) foram feitas no Centro
de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR. Para isso, pequenos pedagos das laminulas
com fibras depositadas foram colados em suportes e recobertos com 4 nm de ouro, e
observadas por um microscépio eletrénico de varredura modelo JSM-6360 (JEOL®),

operando em 10 kV.

3.3.3.2 Angulo de Contato — Método da Gota Séssil

Para determinar caracteristicas da superficie formada pelas fibras foram realizadas
medidas de angulo de contato em um goniémetro desenvolvido pela empresa Nova
Pesquisa Quimica com auxilio do software ImageJ®. Uma gota de agua foi depositada
sobre a superficie das fibras e foi fotografada em 30 segundos, tempo necessario para a
estabilizacdo da gota. Foram obtidas 10 medidas dos angulos direito e esquerdo para cada

amostra.



3.3.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC, do inglés Differential Scanning
Calorimetry) € um método de analise térmica no qual sdo produzidas curvas que medem
uma variedade de parametros termodinamicos e cinéticos (YUAN et al., 2022).

Para essa analise foi empregado o equipamento NETZSCH DSC 200F3. Massas
conhecidas das amostras foram pesadas e acondicionadas em cadinho de aluminio da
mesma marca do equipamento, o qual foi furado e lacrado com o auxilio de uma prensa.
Exceto para a amostra de prépolis, fez-se uma corrida prévia das amostras de 0-100°C,
com taxa de aquecimento constante de 10°C por minuto e mantido a 100°C durante 3
minutos para a remogao da agua. Em seguida resfriou-se a amostra até -10°C seguido de
aquecimento até 300°C com taxa de aquecimento e resfriamento constante de 10°C por
minuto e vazao de gas nitrogénio de 40 mL min'. Os calculos de variagdo de entalpia de
fusdo das amostras foram feitos pela razdo entre a area do pico e a massa pesada (g) ,

calculada com auxilio do software Origin®.

3.3.3.4 Quantificagao da Propolis Incorporada as Fibras

Foram feitos estudos quantitativos da propolis efetivamente incorporada na fibra
antes e apos o tratamento térmico. Para isso, as fibras depositadas durante 20 minutos,
em laminulas quadradas (de 2 cm x 2 cm), foram imersas em um béquer contendo 3 mL
de diclorometano durante 2 minutos, e rapidamente colocadas em contato com o banho
ultrassbénico para que houvesse completa desestruturagcdo das fibras. Utilizando uma
seringa de vidro, o conteudo foi retirado do béquer e filtrado com filtro 0,22 ym para
remocédo completa dos grumos de fibras. Foi utilizado um espectrofotobmetro Agilent
Technologies Cary 60 UV-Vis para a medida da absorvancia em 236 nm. Os valores
obtidos foram correlacionados com a concentracado de prépolis com auxilio de uma curva
analitica, construida previamente utilizando a prépolis em diclorometano. A equacao da
reta que melhor correlacionou os pontos foi y = 0,03424 + 9,2163x, R? = 0,9991 (Figura
11).



1,0

Equation y=a+b%
Weight No Weighting
Residual Sum 4,35026E4
0,8 n of Squares
Pearson's r 0,99963
Adj. R-Square 0,99916
Value Standard Emor
Intercept 0,03424 0,00382
0 6 A il Slope 921633 0,0943
’

e

0,4

Absorbancia

d

! T ! T x T y T J
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Concentracao de prépolis (mg/mL)

Figura 11 Curva analitica obtida com diversas concentra¢des de propolis em diclorometano.
A leitura da absorvancia foi feita em 230 nm.

Para analise estatistica as amostras de mesma concentragdo de propolis foram
comparadas entre si, quanto a quantidade de propolis presente nas fibras, antes e apds o
processo de reticulagado, empregando-se para isto o teste de Mann-Whitney pelo software
GraphPad Prism®.

3.3.3.5 Estudo de Biocompatibilidade das Fibras — Ensaio de MTT e Vermelho Neutro

O método do MTT foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
MOSMANN, (1983) e FOTAKIS & TIMBRELL, (2006). No ensaio de MTT, a presenca de
citotoxicidade celular é avaliada através da atividade da enzima succinato desidrogenase
mitrocondrial. Essa enzima tem a capacidade de clivar o anel tetrazoélio do corante utilizado,
formando um cristal insoluvel de formazan de cor roxa, o qual fica retido no interior da
célula. Apés a solubilizagao dos cristais em dimetilsulfoxido, obtém-se uma solugéo cuja
absorvancia € diretamente proporcional a atividade mitocondrial.

Para esse ensaio, as fibras feitas com zeina a 25% em etanol 70 e 90 (z25et70,
z25et90), zeina a 30% em etanol 70 e 90 (z30et70 e z30et90) e as fibras z30p5, z30p10,
z30p15, z30p20 e z30p25 foram depositadas sobre laminula de vidro redondas de didmetro
de 13 mm. Apds passarem pelo annealing o material foi esterilizado overnight sob luz UV
em capela de fluxo laminar. Em seguida, as laminulas contendo as fibras foram
acondicionadas em uma placa de 24 pocgos. Sobre cada laminula foram adicionados 100
uL de meio de cultura com soro fetal bovino contendo 3 x 10 células Balb/3T3. Como

controle de crescimento celular foi utilizada uma laminula de vidro de mesmo didmetro sem



as fibras depositadas. A placa foi deixada em incubadora durante 1 h para completa adesao
das células ao material. Em seguida, cada poco foi completado com mais 400 uL do mesmo
meio de cultura. Apds 72 h cada pogo foi acrescido de 40 pL de solugao de MTT (Thyazolyl
Blue Tetrazolium Bromide — Sigma®) e deixado em incubadora por mais 4 h. O meio de
cultura foi entdo removido cuidadosamente e foram acrescentados a cada pogo 400 uL de
DMSO. A placa foi homogeneizada durante 20 min. Em seguida, todo o conteudo da placa
foi transferido para uma placa espelho e prosseguiu-se com a leitura no leitor de placas em
570 nm (Biotek Epoch®).

Para o ensaio de vermelho neutro, apds 72h, os pogos foram lavados com PBS e
foi adicionado o corante vermelho neutro previamente diluido em meio de cultura sem soro
fetal bovino na proporgéao (1:79) conforme a ISO 10993-5:2009(E), (2009) e deixado na
incubadora por mais 3 h. Apds esse periodo o sobrenadante foi descartado e os pogos
foram novamente lavados com PBS. Procedeu-se com a eluigdo do corante com 900 uL
solucgao extratora. A placa foi homogeneizada durante 20 min. Em seguida, todo o conteudo
da placa foi transferido para uma placa espelho e prosseguiu-se com a leitura no leitor de
placas em 540 nm (Biotek Epoch®). As analises estatisticas foram feitas utilizando a analise
ANOVA com pos-teste de Dunnett pelo software GraphPad Prism®.

Para analise da morfologia celular cultivada sobre as fibras, as células foram
preparadas para o MEV. As amostras foram fixadas em 2,5% de glutaraldeido (tampao
cacodilato 0,1 mol L, pH 7,2), pés-fixadas durante 30 min em 1% OsO4 no escuro a
temperatura ambiente. Apés as amostras foram lavadas com tampao de cacodilato de
sédio, e desidratadas através do aumento das concentragbes de etanol (50 a 100% de
etanol (v/v). Em seguida prosseguiu-se com a desidratagao através do ponto critico de CO»
e revestimento com ouro. As amostras foram analisadas, em pelo menos 10 campos

diferentes, utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL JSM-6360 LV.

3.4 Producgao do Nanogel para Encapsulagao da Prépolis
3.4.1 Caracterizacao do Alginato de Sodio

O alginato de sédio, numero de CAS 9005-38-3, lote SHMB2247, foi adquirido da
empresa Sigma-Aldrich®. Para conhecer a massa molar do alginato e proporgdo de acidos
manurénicos e gulurdnicos presentes no lote utilizado durante a sintese do nanogel, foram
feitas a determinag&o da massa molar ponderal média (Mw) por cromatografia de exclus&o
por tamanho de alta performance (HPSEC) e a ressonancia magnética nuclear (RMN) de

hidrogénio.



3.4.1.1 Determinag&o da Massa Molar Ponderal Média (Mw) por HPSEC

As analises de HPSEC foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR, em cromatégrafo equipado com detector de indice de refracao
diferencial (RI), modelo WATERS 2410, e com detector de espalhamento de luz laser com
multidngulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com 18 canais
acoplados em série. Utilizaram-se quatro colunas de gel permeacéo ultrahidrogel WATERS
em série, com limites de exclusdo de 7x10° g mol™, 4x10°% g mol!, 8x10* g mol' e 5x10°% g
mol™'. Foram injetados 100 yL de amostra a um fluxo de 0,6 mL min-".

A amostra de alginato de sodio foi dispersada na concentragdo 1 mg mL™" em nitrito
de sédio (NaNOz) 0,1 mol L' e 200 ppm de azida de sodio (NaNs), solvente utilizado
também como fase mével. Antes de ser injetada no equipamento, a amostra foi filtrada com
filtro Millipore de porosidade 0,22 pm.

A determinacao do incremento do indice de refracao (dn/dc) foi realizada usando
um refratdbmetro diferencial Waters, modelo 2410. Para isso, cinco dispersdes de alginato
foram preparadas em diferentes concentragdes (0,2 mg mL™"; 0,3 mg mL™"; 0,4 mg mL™;
0,5 mg mL"; 0,6 mg mL") no eluente supracitado e filtradas com filtro Millipore de
porosidade 0,22 ym.

Para interpretacdo dos dados e obtencao do valor da massa molar ponderal média
(My), utilizou-se o software ASTRA versao 4.70.07°.

3.4.1.2 Determinacéo da Razdo M/G por RMN

Os espectros de RMN para as amostras de alginato foram adquiridos no Centro de
Ressonancia Magnética Nuclear da UFPR, no Departamento de Bioquimica e Biologia
Celular em espectréometro Bruker®, modelo AVANCE DRX-600MHz. As amostras foram
dispersas em D,0, em tubos de 5 mm, a concentragéo de 10 mg mL™". Os espectros de 'H
foram adquiridos a 70°C, com 128 scans e acido trimetilsilil propiénico (TMSP) como
padrao.

Para determinacdo da razdo entre os acidos manurdnicos e gulurbnicos (M/G)
presentes no alginato foi utilizada a metodologia descrita por Jensen & col. (2015)
(JENSEN, H. M; LARSEN, F. H; ENGELSEN, 2015), conforme a equacgao:

M _ Ig+lc— I

G I,

(equacao 1)



Em que I, corresponde a integral dos sinais de H1 das unidades de acido gulurénico
(regido de 5,18 a 4,96 ppm), Iz corresponde a integral dos sinais de H5 das unidades de
acido gulurénico adjacentes a acidos manurénicos (GM) e aos sinais de H1 das unidades
de acidos manurdnicos (regidao de 4,82 a 4,57 ppm) e I corresponde a integral dos sinais

de H5 de acidos gulurbnicos adjacentes a acidos gulurénicos (GG) (regiao 4,55 a 4,38

ppm).

3.4.2 Sintese do Nanogel

Com base no trabalho publicado por PISTONE et al. (2013) com algumas
adaptacgdes, uma dispersao de alginato 0,05% (m/v) e uma soluc¢ao de sulfato de zinco 1,7
mg mL™" foram preparadas em agua ultrapura com NaCl 0,01 mol L' com a finalidade de
padronizar a forga i6nica. Com auxilio de uma bomba de seringa, 10 mL da solucao de
ZnSQO, foram gotejados com fluxo de 2 mL min™' sobre a dispersao de alginato sob agitagdo
magnética constante a 625 rpm e temperatura ambiente. Apés o término do gotejamento a
dispersao foi mantida sob agitacdo durante 40 minutos. Para o preparo do nanogel
contendo prépolis, 0 mesmo procedimento foi adotado. A propolis foi utilizada na relacao
1:2 em relagdo a massa de alginato, dissolvida em 1 mL de etanol absoluto e adicionada
na dispersao de alginato.

Uma parte do sobrenadante foi guardada para as analises de eficiéncia de
encapsulagao. Em seguida, as dispersdes contendo o nanogel com e sem prépolis foram
dialisadas em uma membrana de 6000 KDa contra 1 litro de agua ultrapura (4 trocas de
agua a cada 1 h) para remocao do NaCl e ZnSO4 remanescentes na dispersdo. Parte da
dispersao final foi armazenada em tubos de plastico sob temperatura ambiente para
posteriores analises, e outra parte foi liofilizada em equipamento Operon, modelo FDB-
5503, o qual foi utilizado para as analises de FTIR- ATR e para a avaliagdo da capacidade

de liberar a prépolis encapsulada.

3.4.2.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta

Para acompanhamento da efetividade da sintese e estabilidade do nanogel obtido,
as amostras analisadas quanto ao seu tamanho e carga durante 4 semanas. Essas
analises foram feitas em instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK)
no laboratério do CNR-Nanotec em Lecce-Itdlia. Para o DLS as amostras foram colocadas
em cubetas de poliestireno e irradiadas com lazer vermelho e as medidas foram tomadas
a 25°C. O indice de refragao e a viscosidade da agua a 25°C foram usadas nos calculos
como parametros constantes. Uma funcdo de correlagdo foi obtida de acordo com a

intensidade de flutuagdo da luz espalhada num angulo de 90°. O Software Zetasizer



Software (versao 5.02) calculou os didmetros hidrodindmicos das particulas segundo a
equacao de Stokes-Einstein. Foram obtidos a média de tamanho, o indice de polidispersao
em relacdo ao numero, bem como a intensidade de luz espalhada e a variagao do tamanho.

O potencial Zeta foi medido pela técnica de microeletroforese a laser Doppler a
25°C usando o instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK) e
calculado em triplicata a partir de uma média de 20 leituras com base na aproximagao de
Smoluchowski. A constante dielétrica e a viscosidade foi a da agua a 25°C.

Ja no Brasil, as mesmas analises foram realizadas em equipamento Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd., UK), localizado na FURB em Blumenau, utilizando os
mesmos parametros descritos acima. Nessa ocasido, as amostras foram centrifugadas
apos a dialise, para remogao de agregados e acondicionadas em solu¢ao de KCI 0,001

mol L.

3.4.2.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao e Microscopia Eletrdnica de Varredura do
Nanogel

Para obtengéo de imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET), 10 pL
da dispersao contendo o nanogel com prépolis foram aplicados sobre um suporte de cobre
(grid) revestidos com filme de formvar que melhora a aderéncia e estabilidade da amostra
no grid. Os grids foram mantidos em dessecador até a realizagéo das analises de MET. As
imagens foram obtidas em diferentes pontos da amostra e realizadas no equipamento
JEOL®, JEM 1200EX-II, operando a 80 kV.

Para as imagens de MEV, aplicou-se 10 uL das amostras sobre uma fita de cobre
que foi colada sobre os suportes e deixada secar a temperatura ambiente. Em seguida a
amostra foi recoberta com 4nm de ouro, e observadas por um microscopio eletrénico de
varredura modelo JSM-6360 (JEOL®), operando em 10 kV.

As imagens foram feitas no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR e as

medidas das particulas foram obtidas com auxilio do software ImageJ®.

3.4.2.3 Quantificagao da Propolis Encapsulada no Nanogel

Para confirmar a quantidade de prépolis contida no nanogel, 3 mL da disperséao
contendo o nanogel foram filtradas com filtro de acetato de celulose 0,22 ym de forma a
obter um sobrenadante livre de particulas. Prosseguiu-se com uma microextragao liquido-
liquido, 3 vezes com 1 mL de diclorometano, em seguida foi feita a leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 236 nm. Previamente, foi construida uma
curva analitica relacionando a absorvancia em funcdo da concentragdo de prépolis em

diclorometano. A equacgdo da reta que melhor correlacionou os pontos é y = 0,03424 +



9,21633, R? = 0,9992. Desta forma, a eficiéncia de encapsulagédo pode ser calculada pela

equacao:

o massa total de prépolis — massa de prépolis no sobrenadante
% encapsulamento = massa total de prépolis x 100

(equacéo 2)

3.4.2.4 Estudo do Perfil de Liberagao da Propolis a Partir do Nanogel

O comportamento de liberagdo da prépolis foi analisado sob duas diferentes
condigbes: em tampao fosfato (PBS pH 7,3) e em tampao acetato (pH 5,4).

Para isso quantidades previamente pesadas (aproximadamente 2,5 mg) de nanogel
liofilizado com quantidades conhecidas de propolis, foram acomodadas dentro de uma
membrana de dialise de 6000 KDa, e estas foram colocadas em frascos fechados
preenchidos com 10 mL dos tampdes. Os tampdes foram acrescidos do tensoativo dodecil
benzoato de sddio (DBS) 0,01% (m/v) para garantir que as condigbes sink fossem
atingidas. O sistema foi mantido sob agitacdo de 50 rpm e temperatura de 37°C. Em
periodos pré-determinados (30 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h e 30 h) 400 pL do fluido foi
coletado e a absorvancia foi lida no UV-Vis em 236 nm. A amostra foi devolvida ao frasco
de forma a evitar flutuacdo de concentragcdo. Os calculos da quantidade de propolis
liberada para o meio foram feitos baseando-se na curva analitica construida para propolis
nos tampdes com DBS. A equagdo da reta que melhor se ajustou para o pH 7,4 foiy =
0,96213x -0,005 (R? = 0,9943) e para o tampéo de pH 5,3 foi y =1,32499 x - 0,0225 (R? =
0,9898).

Para melhor compreensdo do mecanismo de liberacao da prépolis foram utilizados
0s modelos cinéticos ndo-lineares, de primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas, os quais
foram aplicados até o tempo 480 minutos. O modelo de melhor ajuste foi avaliado pelo

coeficiente de determinagéo (R?) e o desvio padriao dos pardmetros obtidos.
Para o modelo de primeira ordem foi utilizada a equacao 3:

[EP] = [EP], + ([EP]; — [EP])™™
(equacao 3)
Em que:

[

EP] = concentracao de prépolis no nanogel no tempo, t
[EP]; = concentracéo inicial de prépolis no nanogel

[EP]; = concentragédo final de prépolis no nanogel depois de 480 minutos

k = constante cinética de primeira ordem



Para o modelo de Korsmeyer-Peppas foi utilizado a equacao 4:

%EP = (EP%)k,t"
(equacao 4)
Em que:
%EP = teor percentual de propolis liberada no fluido receptor no tempo, t
(EP%); = teor percentual inicial de propolis no fluido receptor no tempo, t = zero
k,, = constante de Korsmeyer-Peppas

n = exponente de difusao



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extrato de Prépolis e Analise Exploratéria da sua Composigao via GC-MS

Para a obtencao do extrato de propolis foi utilizado, como solvente extrator, o
diclorometano, pois com o uso desse solvente € possivel concentrar os terpenos da
prépolis (COWAN, 1999; PRASHANT TIWARI; KUMAR; GURPREET KAUR, 2011). Apos
a filtracdo e completa remogao do diclorometano em equipamento a vacuo, o extrato foi
analisado quanto a sua composi¢cao de compostos volateis utilizando a técnica de GC-MS.

Através do cromatograma obtido (Figura 12) foi possivel observar que a extragéao
dos terpenos foi bem-sucedida e propiciou a identificacdo de um numero bastante
satisfatério de compostos, indicando a eficiéncia da etapa de extracdo empregada. Estao
presentes diversos picos, dentre os quais foi possivel identificar com base na biblioteca
NIST, 27 moléculas diferentes dentre monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Para a
identificacdo dos compostos, foram consideradas satisfatérias similaridades acima de 87%.
As moléculas, seu tempo de retencao (TR), a porcentagem de area absoluta e relativa, e

razao m/z do sinal de maior intensidade (sinal base) sdo mostrados na Tabela 1.

9,0x10° 9,0x10°
B 1
o] i o]
E - 6.0x10° S - 6,0x10°
o g 5 &
8 £ ]
e © 5
(5] =
k=) : g ﬁ
B %000 S 3
28 @ 8 3,0x10°
[T S c
2 s C 5
£ =
0.0 IR V‘-U\,‘
0,04
T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 10 12 14 16 18 2C
Tempo de rentenc¢@o (min) Tempo de rentencé@o (min)
6,0x10° 2x10°
c 18 D
pel
= 27
ER o = 2
o & 2 aE
B B30x10° © F %104
© é » g ©
P
S . T 24
S S 0 a3
w8 22 S S
S 5 = 27
= [ i i M
04
0,0
T T T T T T T T T

20

T
22

T
24 26 28
Tempo de rentencéo (min)

30

32

35

40 45 50 55 60
Tempo de rentenc@o (min)

Figura 12. Cromatogramas obtidos por GC-MS da propolis.
A. Cromatograma inteiro TRde 5a72min. B. TR8 a20min. C. TRde 20a32mine D. TR de 32 a
60 min. Tags numéricos dos picos identificados utilizando a biblioteca NIST. Os nomes de cada
moléculas podem ser vistos na Tabela 1.



Tabela 1. Moléculas de Terpenos identificadas no extrato de prépolis por GC-MS

TR (min) | Similaridade (%) | Tipo Molécula derea | Ares | miz
8,6 96 M Alfa-pineno 2409254 11,28 | 93
9,1 92 M Canfeno 104260 0,48 | 93

10,1 96 M Beta-pineno 708711 3,34 | 93
11,7 94 M Cimeno 194947 0,91 | 119
11,8 92 M D-limoneno 52373 0,25 | 68
13,9 88 M Fenchona 48406 0,23 | 81

14,6 86 M Cis-verbenol 106986 0,48 | 109
14,9 88 M Fenchol 60553 0,28 | 81

15,1 94 M Alfa-canfolenal 119187 0,54 | 108
15,6 90 M Nopinona 33576 0,15 | 83
15,6 92 M L-pinocarveol 439655 2,04 | 92

15,8 92 M Trans-verbenol 526613 2,41 | 109
16,3 91 M Pinocarvona 116093 0,52 | 81

16,6 96 M L-borneol 151923 0,69 | 95
16,9 91 M 4-terpineol 153457 0,70 | 71

17,3 94 M Alfa-terpineol 138148 0,64 | 59
17,7 95 M Levo-verbenona 710468 3,32 | 107
22,6 94 S Alfa-copaeno 1285426 5,90 | 161
24,3 95 S Aromadendreno 241626 1,10 | 161
25,8 95 S Gama-muuroleno 104933 0,46 | 161
27,7 92 S Spathulenol 843178 3,93 | 119
27,9 92 S Oxido de cariofileno | 170469 0,76 | 93
29,9 87 S Mustakona 258289 1,19 | 147
38,3 88 D 13-Epimanool 2119363 9,86 | 137
44,6 87 D Ferruginol 2275405 10,61 | 271
46,2 9 - T”{gggﬂ%iffm 6322969 - | 326
47,3 92 D Ac. dehidroabiético | 7337206 33,96 | 285
51,7 91 D Sugiol 878190 3,96 | 285

M = monoterpeno, S = sesquiterpeno, D = diterpeno

A classe dos terpenos representa um grupo de compostos organicos naturalmente
produzidos pelas plantas, conhecidos como metabdlitos secundarios. Monoterpenos e
sesquiterpenos sdo as moléculas mais representativas e constituem 90% dos Oleos
essenciais, apresentando grande variedade de estruturas derivadas da unidade isoprénica.
Possuem relevantes propriedades farmacoldégicas como atividades antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antioxidante e cicatrizantes (BARRETO et al., 2014; PEREZ-RECALDE; RUIZ
ARIAS; HERMIDA, 2018).

Como pode-se observar, muitos terpenos estdo presentes na propolis. Algumas
estruturas quimicas das moléculas com maior abundancia relativa estao exemplificadas na
Figura 13. Com isso, varios mecanismos de agdo sao propostos para explicar a suas

atividades terapéuticas e cicatrizantes, mas o que varios autores parecem concordar, é



que a sinergia entre os constituintes confere propriedades anti-inflamatérias,
antibacterianas e antioxidantes, as quais contribuem para a sua capacidade em auxiliar
nos processos de regeneracgao tecidual (BETEG; STANCU; PASCU, 2019) e que uma vez
separados podem até mesmo perder sua atividade (AMOROS et al., 1992, 1994; BURIOL
et al., 2009; HOCHHEIM et al., 2019; MARCUCCI, 1994).

Figura 13 Moléculas de maior area relativa identificadas por GC-MS na prépolis.
A: alfa-pineno, B: alfa-copaeno, C: 13-epimanool, D: Ferruginol, E: acido dehidroabiético.
Fonte: Royal Society of Chmeistry, [s.d.]

4.2 Propriedades Bioldgicas da Propolis

Os testes de biocompatibilidade in vitro tém por objetivo simular as reagdes
bioldgicas aos materiais e moléculas quando estes sao colocados em contato com células
e tecidos do corpo. Um dos primeiros passos para o desenvolvimento de biomateriais é a
realizacao de testes de citotoxicidade utilizando linhagens celulares representativas de
células normais, dessa forma é possivel determinar as dosagens utilizadas em testes
subsequentes (HANKS; WATAHA; SUN, 1996; PIZZOFERRATO et al., 1994).

Esses testes sao rotineiramente feitos, acessando a capacidade metabdlica das
células, as quais, bioquimicamente convertem substratos quimicos em produtos,
geralmente apresentando alteragdo colorimétrica e que podem ser convenientemente
medidos em comprimentos de onda especificos utilizando um leitor de placas (VEGA-
AVILA; PUGSLEY, 2011).

Outra forma de avaliar os efeitos toxicos de uma substéncia € através da analise
qualitativa das células. Podem ser avaliadas caracteristicas como morfologia,
vacuolizacdo, descolamento do fundo da placa, lise e integridade de membranas das
células. Nesse caso, sédo considerados efeitos toxicos, quando as alteragbes qualitativas
avaliadas comprometem 30%, ou mais, das células (INTERNATIONAL STANDARD ISO
10993-5:2009(E), 2009).

Nesse estudo, optou-se por investigar a biocompatibilidade da propolis em células
que se encontram na pele, como fibroblastos, uma vez que se objetiva o desenvolvimento

de materiais cicatrizantes que estardo em contato com essas células. Também foi utilizada



a linhagem de células tumorais de melanoma B16-F10 com a finalidade de investigar a
atividade antitumoral da prépolis.

O método de vermelho neutro é um teste basico e amplamente aplicado na
investigacao da toxicidade de compostos. Ao se colocar a propolis em contato com as
células pode-se ter uma ideia de como esse conjunto de moléculas ira afetar a viabilidade
das membranas celulares ja que, quando a célula estd em processo de morte, as
membranas perdem a capacidade de reter o corante dentro delas, e a absorvancia
resultante € consequentemente reduzida.

Apds as células serem cultivadas até a confluéncia da monocamada celular, elas
foram tratadas com diferentes concentracées de propolis em DMSO. A anadlise da
morfologia celular foi feita a cada 24 h e o efeito alcangado foi analisado com o uso do
espectrofotdbmetro apds 72 h. Os resultados de ambas as linhagens podem ser vistos nos

graficos da Figura 14.
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Figura 14 Viabilidade celular apos tratamento com diferentes concentragdes de propolis. Determinagéo em
células A. Balb/3T3 e B. B16-F10.
Controle = 100% de viabilidade celular; limite = 70% de viabilidade celular. Cada ponto representa a média de
um experimento feito em quadruplicata, o risco representa a mediana de 4 experimentos independentes e 0 *
representa diferenca significativa em relagéo ao controle com base no teste ANOVA e Dunnet’s pos teste.

Pela analise dos graficos pode-se perceber que as concentragdes de propolis até
10 ug mL" com 72 h de exposigao, ndo induziram perda de viabilidade para as linhagens
celulares testadas em relagéo ao controle. Para concentragdes maiores é possivel ver um
decaimento da viabilidade celular similar entre ambas as linhagens e de forma
concentracao-dependente, esse decaimento foi considerado significativo (p<0,05),
segundo a analise ANOVA, para as concentragdes a partir de 50 ug mL"' para os
fibroblastos (Balb/3T3) e para as células de melanoma (B16-F10).

Para conhecimento das concentragdes que inviabilizam 50% das células (ICso)
foram feitos os graficos apresentados na Figura 15. Pode-se ver para a linhagem celular

de fibroblastos a ICso foi de 61,78 uyg mL™ e para a linhagem de melanoma a ICs foi de



36,15 ug mL™". Isto configura um importante resultado, uma vez que sugere que a
concentracao de prépolis necessaria para diminuir a viabilidade de células de melanoma
estd bem abaixo da concentragdo necessaria para danificar os fibroblastos. Sendo assim,
a propolis pode ser uma candidata a testes mais aprofundados visando novas
possibilidades para tratamento de melanoma sem que haja prejuizo das células normais

da pele.
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Figura 15 ICso. ICso da prépolis frente a linhagem A. Balb/3T3 e B. B16-F10 calculadas a partir do ensaio de
viabilidade celular com vermelho neutro.
A linha tracejada em vermelho marca o ponto de 50%.

O teste de proliferagao celular se baseia na capacidade do corante cristal violeta
corar o DNA de células aderidas ao fundo da placa de cultivo celular. Ao expor as células
aos agentes testados, elas podem proliferar, morrer e desaderir da placa de cultivo ou
podem perder algumas de suas funcgdes, sem, no entanto, perderem a propriedade de
adeséo, e assim, permanecem na placa. Dessa forma, esse teste é capaz de quantificar
as células na monocamada e dar mais indicios sobre o mecanismo de a¢do dos compostos
testados (VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011).

Apds a eluigdo do corante cristal violeta com a solugéo extratora, fez-se a leitura de
absorvancia da placa, que € diretamente proporcional a quantidade de células na
monocamada. Os resultados desse teste para ambas as linhagens celulares testadas

podem ser vistos na Figura 16.
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Figura 16 Densidade Celular apos tratamento com diferentes concentragbes de propolis. Determinagdo em
células A. Balb/3T3 e B. B16-F10
Controle = 100% de viabilidade celular; limite = 70% de viabilidade celular. Cada ponto representa a
meédia de um experimento feito em quadruplicata, o risco representa a mediana de ao menos 3 experimentos
independentes e o * representa diferenga significativa em relagéo ao controle com base na analise ANOVA e
pos-teste de Dunnett.

Pela analise dos graficos pode-se perceber que até a concentragéo de 10 ug mL"™"
nao houve alteragcao na densidade tanto das células Balb/3T3 como das células B16-F10
aderidas ao fundo da placa apds 72 h de exposi¢cao. Confirmando entdo a concentragcao
estabelecida como segura no teste de viabilidade celular com VN. Pela analise estatistica
foi considerada significativa a diferenca em relagdo ao controle (p<0,05) a partir da
concentragdo de 30 yg mL™" para ambas as linhagens celulares.

Teerasripreecha et al. (2012) avaliaram a atividade citotoxica de extratos feitos com
diclorometano de uma amostra de propolis da Tailandia proveniente da espécie Apis
mellifera contra varias linhas celulares normais e tumorais e descreveram valores de ICsg
entre 43,8 e 53,5 uyg mL™". Calhelha et al. (2014) investigaram a atividade citotoxica do
extrato etandlico de prépolis contra linhagens de células tumorais e células hepatécitas
normais (PLP2), sendo que a ICso encontrada para PLP2 foi superior a algumas células
tumorais como NCI-H460 (cancer de pulm&o de células ndo pequenas) e HCT15
(carcinoma do cdlon). O mesmo foi encontrado por Campoccia et al. (2021) que provaram
que a propolis europeia é capaz de promover a morte das células tumorais, enquanto as
células 6sseas normais (hMSCs) possuiam ICso mais elevadas (dentro de 258,3-287,2 ug
mL™").

Ao avaliar as atividades terapéuticas da propolis, determinar ICso em células
normais € de extrema importancia para prever e evitar efeitos secundarios. Com os testes
de VN e CV e o calculo da ICso foi possivel determinar a concentracao segura a ser
utilizada, sendo um importante dado para os testes de migragéo celular.

O ensaio de migragéo realizado nesse trabalho é também conhecido como wound
healing assay, ou scratch assay, pois um risco (scratch) é feito na monocamada celular, e

entao o seu fechamento é acompanhado, correspondendo a migragao celular.



Quando realizado em células da derme, o ensaio é adequado para estudos sobre
os efeitos das interagbes célula-matriz e célula-célula na migragao celular, imitando a
migracao celular durante a cicatrizagao de feridas in vivo (LIANG; PARK; GUAN, 2007).
Em contrapartida, quando o ensaio de migracao celular é feito com células tumorais, busca-
se evidenciar modulagcdes em uma das etapas mais criticas da progressdo tumoral: a
metastase — disseminacgao de células cancerosas para 6rgaos distantes do tumor primario
— processo responsavel pelo agravamento da doenga (HULKOWER; HERBER, 2011).

Os resultados desse ensaio podem ser vistos na Figura 17 que mostra o
fechamento do risco ao longo do tempo e a area aberta ao final de 24 h. Para os fibroblastos
(Balb/3T3) a analise ANOVA nao demonstrou diferencga significativa entre as células que
foram utilizadas como controle (veiculo DMSQO) em relagao as células que foram tratadas
com propolis nas concentragdes de 0,5, 5 e 15 yg mL™' durante 72 h. Ao final do periodo
de observacgao todas as condi¢gbes testadas fecharam cerca de 53% do risco. Logo, pode-
se dizer que a prépolis nessas concentragdes e nesse tempo ndo tem a capacidade de
interferir na migragcéo celular e promover o fechamento do risco.

Para as células B16-F10 pode-se ver que as concentragdes de 0,5 e 5 yg mL™" no
periodo de 72 h nao foram capazes de impedir que as células tumorais migrassem para o
fechamento do risco, e tanto os controles (meio e veiculo) permitiram 100% de fechamento
do risco. Porém, na concentragdo de 15 ug mL™" a propolis interferiu de maneira significativa
na migragao celular de maneira a impedir o fechamento total do risco. Assim, pode-se dizer
que, nessas condigdes, a concentragdo de 15 ug mL™" poderia diminuir a metastase de

células de melanoma.
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Figura 17 Migracéo Celular. A. células Balb-3T3 e B. Células B16-F10.
Cada ponto representa a média de 5 pogos analisados, e os experimentos foram feitos em triplicata.

Entre os receptores de membrana mais estudados para o entendimento da
migracgao celular estao as integrinas e as caderinas, as primeiras responsaveis pela adesao

e migracédo celular e a ultima pela interacdo célula-célula (RIBEIRO et al., 2022). Porém,



para afirmar-se qual o mecanismo envolvido na inibicdo da migracao celular, outros
ensaios como a de marcacao dessas proteinas teriam que ser realizados. Imagens
representativas do ensaio de migragao celular podem ser vistas na Figura 18 e na Figura
19.

Revisbes bibliograficas recentes enfatizam que tanto o extrato de prépolis como
diversos componentes isolados da propolis possuem potencial para inibir a metastase
tumoral via inibicao de fatores de crescimento e aumento da expressdo de caderinas e
supressdo das integrinas (ELUMALAI et al., 2022; ORSOLIC; JAZVINSCAK JEMBREK,
2022).

Em um trabalho realizado por Fri et al. (2020), os autores isolaram o componente
Nemorosona da propolis, e através de técnicas de imunocitoquimica comprovaram que tal
componente € capaz de aumentar a expressao de e-caderinas. Em particular, as e-
caderinas sao importantes reguladoras do processo de metastase, e sua expressao diminui
quando as células epiteliais perdem a aderéncia celular e adquirem uma agressividade e

fendtipo invasivo (FRI et al., 2020).
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Figura 18 Migragao celular. Imagens representativas do acompanhamento do ensaio de migragéo celular das
células Balb/3T3 feito em microscopio optico invertido
nos tempos de 0, 16h, 20h e 24h com concentragéo de propolis de 0,5 pg/mL, 5 pg/mL e 15 pg/mL. A barra
de escala representa 500um.
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Figura 19 Migragao celular. Imagens representativas do acompanhamento do ensaio de migragéo celular das
células B16-F10 feito em microscopio optico invertido
nos tempos de 0, 16h, 20h e 24h com concentragéo de propolis de 0,5 pg/mL, 5 pg/mL e 15 pg/mL. A barra
de escala representa 500um.

4.3 Nanofibras de Zeina e Prépolis
4.3.1 Estudo da Interagao entre a Zeina e a Propolis

Para elucidar o comportamento das cadeias poliméricas da zeina no solvente etanol
90%, bem como as interagdes que ocorrem entre a zeina e a propolis, foram feitos estudos
sobre a viscosidade das dispersdes e utilizadas as técnicas de dicroismo circular, potencial
Zeta e tensao superficial e os resultados sao explicados a seguir.

Devido a viscosidade da dispersao a ser eletrofiada ser um importante pardmetro
para a formacao das fibras, buscou-se entender o comportamento reolégico da dispersao
formada por zeina a 30% e das misturas entre zeina 30% e as demais concentra¢des de

prépolis. Para isso uma curva de fluxo foi construida que esta apresentada na Figura 20.



E possivel perceber que a viscosidade das solugcdes de zeina aumenta quando a
prépolis € inserida na dispersao. Esse aumento é gradual até a concentragdo de propolis
de 15%, sendo que as amostras z30p20 e z30p25 mostraram ser menos viscosas que que
a z30p15, porém, ainda foram mais viscosas que a dispersao formada apenas por zeina a
30%, demonstrando assim, que a prépolis aumenta a viscosidade das dispersodes.

Tanto a dispersao z30, como as amostras acrescidas de propolis mostraram um
comportamento pseudo-plastico, isto €, aumentam sua fluidez (reduzem sua viscosidade
com o aumento da taxa de cisalhamento) conforme a taxa de cisalhamento aumenta
(AKINALAN BALIK; ARGIN, 2020).

Outra caracteristica a ser observada nas curvas de fluxo, é a presenca de certa
area de histerese nas amostras z30 e z30p5, demonstrando que ao final do teste essas
amostras estdo mais viscosas. Para as demais amostras essa area diminui, demonstrando
algum efeito da propolis nesse sistema, que auxilia na recuperacgao da viscosidade original.
A histerese, para a reologia, esta ligada a capacidade das amostras retomarem o seu
estado original apds cessar a taxa de cisalhamento, demonstrando assim, a recuperagao
conformacional do sistema (MEWIS, 1979). Para determinar mais caracteristicas sobre o
comportamento viscoelastico e sobre a tixotropia do material, seria necessario determinar
os modulos de elastico (G’) e viscoso (G”) e fazer testes de creep recovey, respectivamente
(ANTON PAAR, 2022).

AMAN MOHAMMADI et al. (2021), fizeram fibras de zeinal/acido
polilatico/hidroxipropil metilcelulose e incoporaram 15 e 30% de 6leo essencial de Ajowan
nas solu¢des e puderam observar uma diminuicdo da viscosidade com o acréscimo do
6leo, a qual favoreceu a obtencao e fibras de menor didmetro. Sabe-se, portanto, que a
viscosidade das dispersdes é importante para o electrospinning, pois o aumento da
viscosidade tende a formar fibras de maior didmetro (AKINALAN BALIK; ARGIN, 2020).
Nesse estudo, evidenciou-se que, com a adigdo de propolis, as dispersdes tornam-se mais
viscosas em relacao a dispersao feita somente com zeina a 30%, sem interferir, no entanto,

significativamente no tamanho desejado das fibras produzidas (resultados adiante).
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Figura 20 Curva de viscosidade das solugbes de partida do electrosppining.
Os simbolos » representam o aumento da taxa de cisalhamento e os simbolos < representam a diminuigéo
da taxa de cisalhamento.

Em relacédo ao dicroismo circular, na Figura 21 A é possivel observar as bandas
formadas quando a zeina € preparada em etanol 90% (v/v). Forma-se uma intensa banda
positiva em 200 nm e bandas negativas em 208 nm e 222 nm demonstrando o predominio

da sua estrutura a-hélice.
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Figura 21 Espectro de dicroismo circular
A: zeina 30% em etanol 90% (v/v) (z30) e B: zeina 30% com propolis em diferentes proporgdes de 5
a 25% (z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25)

E possivel observar que a medida que a prépolis é adicionada a disperséo de zeina
ocorre uma diminuigao da intensidade da banda positiva, € um aumento na intensidade

das bandas de maximo negativo sugerindo que mudangas estejam ocorrendo pela



interacao da prépolis com a zeina. Segundo Selling et. al (2007), a intensidade das bandas
negativas é diretamente proporcional a quantidade de a-hélices presentes. ZHAO et al.
(2022) comprovaram, utilizando DC, que a interagéo entre a zeina e o acido elagico, reduz
a polaridade da zeina, e isto foi evidenciado no espectro, pelo aumento da estrutura de a-
hélice.

Neste trabalho, uma vez que se esta analisando a fragao apolar da prépolis, sugere-
se que a interagao entre a estrutura da zeina e da prépolis favorega a conformagéao de a-
hélice, porém, de forma que a prépolis interaja com os aminoacidos apolares alanina,
leucina, prolina e valina da zeina.

Para a determinagéo da tensao superficial, foi necessario medir a densidade das
amostras previamente. Os resultados da densidade e os valores de tensao superficial
podem ser vistos na Tabela 2 e na Figura 22, respectivamente. Como pode-se observar, a
densidade da dispersdo aumenta mesmo nas menores concentragoes de propolis

adicionada.

Tabela 2. Densidade das solugbes de zeina 30% (z30) e zeina com propolis em diferentes proporgdes de 5 a
25% (z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25) em etanol 90 (v/v) a 25°C

Amostras z30 z30p5 z30p10 z30p15 z30p20 z30p25
Densidade
0,63 0,84 0,88 0,84 0,84 0,85
(g mL")

Pelo grafico apresentado na Figura 22 pode-se perceber que a tensao superficial
das amostras com propolis € significativamente maior (p < 0,0001 pela analise ANOVA) da
amostra contendo apenas zeina. Os valores de tensdo superficial maiores para as
amostras contendo propolis, indicam que a superficie da gota pendente esta se tornando
mais polar. Sugere-se que a propolis esteja interagindo com a face hidrofébica da zeina, e
assim, deixando expostos na superficie da gota, a sua face mais polar. Isso pode ser
explicado pela étima interagao existente entre a prépolis e a zeina, a qual ja foi relatada
por outros autores (MORADKHANNEJHAD et al., 2018).
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Figura 22 Tenséo superficial das solugdes de zeina 30% (z30) em diferentes proporgdes de 5 a 25% (z30p5,
z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25) em etanol 90% (v/v) a 25°C.
Os pontos representam as médias das replicatas com o desvio padrdo. O * representa a diferenca
significativa pela ANOVA em relagcéo a amostra z30.

O resultado da tensao superficial também ajuda a explicar o fato de que quando a
prépolis esta presente nas dispersdes de zeina aumenta ocorre um maior rendimento da
quantidade de fibra depositada, bem como uma maior uniformidade, evidenciada pelo
menor numero de beads formados devido as cadeias estarem mais intimamente
conectadas na dispersao.

Para entender os fenébmenos de densidade de carga, foi feita a analise de potencial

Zeta e os resultados vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Potencial Zeta das dispersdes de zeina 30%(z30) e zeina com prépolis em diferentes proporgdes
de 5 a 25% (z30p5, z30p10, z30p15, z30p20 e z30p25) em etanol 90% (v/v) a 25°C

z30 z30p5 z30p10 z30p15 z30p20 z30p25
¢ (mV) 9,77 10,17 11,75 11,15 12,48 12,35

Pelos resultados obtidos foi possivel perceber que a zeina possui carga positiva na
dispersao em etanol 90% (v/v), estando de acordo com dados da literatura (DA SILVA et
al., 2020) e que esta carga vai ficando mais positiva de uma forma estatisticamente
significativa (p < 0,0001 pelo ANOVA) conforme a propolis é adicionada a dispersao de
zeina a 30%.

A analise do potencial Zeta é importante, pois para que a técnica de electrospinning
funcione, e seja possivel gerar fibras, é essencial que o polimero em dispersao tenha carga,
assim, é possivel dar inicio a formagéao do cone de Taylor, por onde parte a eletrofiagao.
Sabe-se ainda, que cargas uniformemente distribuidas e mais extremas, tanto positiva

quanto negativamente, das particulas coloidais, sao responsaveis pela estabilizacdo dos



sistemas, pois causam repulsado entre a particulas, evitando a sua aglomeracao (SUN et
al., 2003). No electrospinning, porém, uma carga muito extrema, tornaria a repulsédo entre
as cadeias poliméricas muito grande, e ndo seria possivel formar fibras (YALCINKAYA,;
YALCINKAYA; JIRSAK, 2016).

Com a utilizacdo dos dados dessas quatro técnicas (curva de viscosidade,
dicroismo, tensao superficial e potencial Zeta), foi possivel perceber a boa interacao entre
a zeina e a propolis e que essa interacao favoreceu a formagao das fibras. Outro dado
importante que se pode observar, é que a propolis, ao interagir com a zeina, acaba por
deixar a carga superficial mais positiva a medida que se aumenta a concentracéo de
prépolis. Pode-se inferir assim, que os residuos positivos, principalmente os grupos NH3*
dos aminoacidos da zeina tornam-se mais expostos. Essa constatacdo € importante pois

ird auxiliar no entendimento da interacao entre as células e as fibras, que sera visto adiante.

4.3.2 Fabricagao e Caracterizagao das Nanofibras de Zeina e Propolis

O electrosppining vem sendo aplicado com sucesso na area de engenharia de
materiais devido as suas estruturas em nanoescala que podem mimetizar a matriz
extracelular e facilitar a ancoragem de células na superficie das fibras. Devido a grande
variedade de materiais que podem ser utilizados, muitas moléculas diferentes podem ser
incorporadas nessas fibras, gerando diferentes sistemas de drug-delivery
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; YE et al., 2019).

No inicio do desenvolvimento desse trabalho varios testes foram feitos para
determinar qual dos solventes (55%, 70% e 90%) e diferentes concentragdes da zeina,
entre elas 20%, 25%, 30% e 35% e parametros como a voltagem aplicada, o fluxo da
bomba de seringa e a distancia entre a ponta da seringa e coletor. Para acompanhamento
da formacdo das fibras foram feitas imagens por microscopia 6ptica para definir os
parametros a serem utilizados. Os resultados podem ser vistos no Apéndice |.

Os resultados vistos na analise por microscopia Optica foram importantes para
direcionar a escolha das condi¢des de eletrofiacdo e com base na literatura foi possivel
correlacionar os achados com maior seguranga. Apos essa analise, foram escolhidas as
concentracdes de zeina a 25 e 30% em etanol 70% e 90%, para fabricagao de fibras em
maior quantidade e para realizar algumas imagens de MEV (Figura 23) e os testes de
biocompatibilidade (MTT) (resultados adiante).

Na Figura 23 podem ser visualizadas algumas imagens representativas das fibras
apos o tratamento térmico. Pode-se perceber sua morfologia continua e sem beads.
Também nas imagens de menor aumento, pode-se perceber que o material apresenta
alguns grumos de material que ocorrem devido a deposi¢gdo ndo homogénea das fibras

sobre a laminula.



A formacao de beads é indesejada pois esse acumulo de material reflete a falta de
uniformidade na deposi¢cdo. Esse problema pode ser minimizado ao se trabalhar com
solugdes de maior viscosidade que tendem a diminuir a quantidade e tamanho dos beads,
mas acabam por gerar fibras com maior didmetro (COLLINS; FEDERICI; CATALANI, 2012;
LIU et al., 2008; MORADKHANNEJHAD et al., 2018; YAO; LI; SONG, 2006)

Figura 23 Imagens de Microscopia eletronica de varredura das amostras
A: zeina 25% em etanol 70%, B: zeina 25% em etanol 90% C: zeina 30% em etanol 70% e D: zeina
30% em etanol 90, apds o annealing de 4 h a 160°C, em aumento de 300 e 3500x.

As imagens de MEV feitas no Instituto Carlos Chagas, foram bastante relevantes
para que se pudesse observar com maior detalhamento a formagao e morfologia das fibras.
O formato das fibras assemelha-se ao de uma fita, tal morfologia € chamada na literatura
de ribbon-like. Essa formagao é caracteristica das fibras de zeina quando a dispersao é
feita em etanol (KHATRI et al., 2020; MORADKHANNEJHAD et al., 2018).

Com auxilio do Software ImageJ® foi possivel medir os didmetros das fibras. Os
resultados estdo representados graficamente na Figura 24. Como ja discutido
anteriormente, ja € bem conhecido que o aumento concentragdo polimérica aumenta o
didmetro da fibra. Também foi possivel observar que entre as solugbes de mesma
concentracao, o solvente utilizado exerce efeito sobre o didmetro das fibras, sendo que o
etanol 90%, tende a deixa-las com maior didmetro. Esse resultado estd descrito na
literatura e pode ser relacionado com a taxa de evaporagao do solvente que € maior quanto
maior for a graduagao de etanol (CHOI; KIM; YEUM, 2011). Quando o solvente evapora



muito rapidamente (dewetting) as cadeias poliméricas podem sofrer o efeito de captura
cinética de uma fase metaestavel, isto &, adquirem como que uma conformacéo
‘congelada” pela evaporagdo do solvente num curto espago de tempo. Dessa forma,

perdem sua mobilidade e ndo conseguem se acomodar numa estrutura organizada.
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Figura 24 Diametro das fibras de zeina eletrofiadas nas concentragbes de zeina 25 e 30% e em 70 e 90% de
etanol.
Os valores representam a média das medidas obtidas de 30 fibras e as barras representam o desvio padrao.

Como podera ser visto mais adiante nesse trabalho, o ensaio de MTT apontou para
que fossem escolhidas as fibras feitas com zeina a 30% para a incorporagao de propolis.
Para isso, também se optou pelo solvente etanol 90% que é melhor para a solubilizagcao
da propolis. As fibras obtidas bem como a distribuicao de tamanho calculada a partir das

imagens de MEV podem ser vistas na Figura 25.
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Figura 25 Microscopia eletrénica de varredura e distribuicdo de tamanho do didametro das fibras apds o
annealing a 160°C por 4 h.
A. z30, B. z30p5, C. z30p15 e D. z30p25 em amplificagcdo de 1000x e 5000x. O grafico demonstra a
distribuicdo do didmetro das fibras



Para que fosse possivel colocar as fibras em contato com o meio de cultura e
realizar os testes de biocompatibilidade, foi necessario garantir que as fibras nao
intumescessem e que elas nado se desfizessem. Isso porque biomateriais feitos de
proteinas, polissacarideos e biopolimeros possuem grandes vantagens em termos de
biocompatibilidade, porém, usualmente, resultam em materiais instaveis em meio aquoso.
Materiais feitos de proteina, como o colageno e a zeina por exemplo, tendem a desintegrar
em ambientes muito umidos ou em solu¢des aquosas (CAMPIGLIO et al., 2020). Para
melhorar a estabilidade mecéanica de biomateriais utiliza-se a reticulagdo. Esse processo
interconecta as cadeias poliméricas presentes na estrutura do biomaterial e aumenta
significativamente sua estabilidade (REDDY; REDDY; JIANG, 2015).

Uma das grandes desvantagens da reticulacdo é o uso, em sua maioria, de
reagentes toxicos, como o glutaraldeido, o que exige etapas de lavagem que tornam o
processo mais extenso e ndo dao garantias de nao-toxicidade. Alguns reticulantes como o
acido citrico, também ja vem sendo utilizados para proteinas como colageno e zeina
(REDDY; REDDY:; JIANG, 2015).

No presente trabalho, para melhorar a estabilidade mecénica das fibras de zeina,
em meio aquoso, sem a necessidade de agentes reticulantes, foi utilizada a metodologia
de annealing. Durante a producao das nanofibras, a rapida evaporagao do solvente, faz
com que a cadeias poliméricas assumam uma conformacao espacial longe do equilibrio. A
técnica de annealing utiliza o0 emprego de uma for¢a externa, nesse caso a temperatura,
que induz uma mudanc¢a no equilibrio de for¢as na superficie do material e promove uma
reorganizacao das cadeias poliméricas que se acomodam numa conformagao mais estavel
(LEE, 2008; ROY; SHARMA, 2015).

Para caracterizagao das fibras formadas foram utilizadas as técnicas de FTIR-ATR,
angulo de contato e UV-Vis para quantificacao da prépolis efetivamente incorporada dentro

das fibras.

4.3.2.1 Propriedades Espectroscopicas das Fibras por FTIR

Aqui a técnica de FTIR foi utilizado para fazer a identificagéo das principais bandas
caracteristicas da propolis (Figura 26) a fim de identificar se estas mesmas bandas
estariam presentes nas nanofibras feitas de zeina e propolis. Em seguida foi feita uma
comparagao entre a zeina em po e as fibras feitas unicamente de zeina (z30), bem como
entre a amostra z30 com as outras amostras de fibras contendo propolis.

Para o extrato de prépolis uma banda é observada em 3396 cm™ referente aos
grupamentos hidroxila (-OH) presente nos terpenos; presenga de uma pequena banda em

3079 referente ao estiramento de =C-H; bandas pronunciadas sao vistas em 2918 e 2849



cm?’ que sdo devido ao estiramento assimétrico e simétrico de grupos CHy
respectivamente; uma banda em 1691 cm™ é devida ao estiramento de C=0 presente em
grupos funcionais de terpenos; e na regido de 1400 cm™ ocorrem bandas atribuidas ao
estiramento de ligagcdes C=C de anéis aromaticos e finalmente, em 1171 esta presente
uma banda referente a vibracdo de C-O e C-OH (ELBAZ et al., 2016; PAVIA et al., 2012;
RAZAVIZADEH; NIAZMAND, 2020; VILLALOBOS et al., 2017).

Transmitancia

Ve
1691

T
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 26 Espectro de infravermelho da propolis obtido por FTIR-ATR.

No espectro da zeina em pod, pode-se notar uma banda alargada na regiao de 3300
cm ' referente ao estiramento N-H e as ligagdes O-H dos aminoacidos. Além disso, bandas
caracteristicas de ligagbes peptidicas de proteinas aparecem em torno de 1645, 1529 e
1235 cm'. Estas regibes séo atribuidas, respectivamente, ao dobramento N-H de amina
primaria, mas principalmente ao estiramento C=0; dobramento N-H de amina secundaria;
e estiramento C-N (ALTAN; CAYIR, 2020; HEYDARI-MAJD et al., 2019; KARIM; FATHI;
SOLEIMANIAN-ZAD, 2020).

Entre o espectro da zeina na forma de pé e o espectro das fibras, ha apenas uma
diferenca representada pelo aparecimento de uma banda em 953 cm™' para a amostra z30
e demais fibras acrescidas de prépolis (z30p5-z30p25). Essa banda possivelmente ocorre

pela formacao de uma nova ligagao entre as cadeias de zeina no momento da fiagao
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Figura 27 Espectro de FTIR da zeina em pé e das nanofibras obtidas somente com zeina (z30)

Nas amostras de fibras acrescidas de propolis (Figura 28), esperava-se encontrar
algumas bandas caracteristicas da propolis, contudo esse resultado n&o se concretizou.
Comparando-se os espectros da amostra z30 com as fibras contendo propolis, apenas foi
possivel perceber leves deslocamentos das bandas. Resultados semelhantes ja foram
encontrados por outros autores e uma razao para isso € que a regido de fingerprint da
prépolis, fica encoberta pela zeina que esta numa concentragdo muito maior, sendo dificil
distinguir tais sinais nas amostras de fibras com propolis (HEYDARI-MAJD et al., 2019;
RAZAVIZADEH; NIAZMAND, 2020).
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Figura 28 Espectro de FTIR com as nanofibras de zeina acrescidas de propolis (z30p5, z30p10, z30p15,
z30p20, z30p25)

4.3.2.2 Angulo de Contato entre as Fibras de Zeina e Agua

A molhabilidade da superficie tem um papel importante em muitos processos
biolégicos, quimicos e fisicos. Em muitos processos industriais tanto a tensdo superficial
do liquido quanto as propriedades do sélido devem ser otimizadas para garantir a adesao
adequada do liquido ao solido. Tal propriedade é comumente caracterizada pelo angulo de
contato, que é definido como o angulo entre a tangente a interface liquido-vapor e a
superficie soélida na linha de contato trifasica que, por convengao, é medido do lado do
liqguido (HUHTAMAKI et al., 2018). As medidas de angulo de contato podem, também,
fornecer de modo indireto, valores de energia livre de superficie que podem levar a
informacgdes sobre a polaridade de superficies (LUZ; RIBEIRO; PANDOLFELLI, 2008).

Enquanto a tensao superficial € um valor quantitativo que € definido nas interfaces
formadas por duas fases diferentes, o angulo de contato (8) € um angulo na jungao de trés
fases diferentes. Por convencao, medido no liquido, normalmente no ponto de encontro de
gas - liquido — solido. O molhamento é definido com base na imagem do angulo de contato.
No caso de liquido em uma superficie sélida, o0 molhamento completo significa que seu
angulo de contato naquela superficie € zero. O ndao molhamento da uma forma

perfeitamente esférica a gota (Figura 29). No caso da agua, quando a superficie apresenta



tendéncia a molhabilidade total, € geralmente chamada de superficie hidrofilica. A
superficie com tendéncia ao ndo molhamento é chamada de hidrofébica. No caso em que
0 angulo de contato com a agua esta acima de 150°, o nome superficie super-hidrofébica
é usado (GOODWIN, 2004; LEE, 2008; SHAW, 1992).

nao molha
angulo de contacto decrescente
molhabilidade crescente
molha
completamente m

solldo

Figura 29 Representacdo esquematica da molhabilidade de um liquido sobre uma superficie solida.

Fonte: (ALHANATI, 2021)

Com o objetivo de determinar o carater hidrofilico ou hidrofébico das fibras, foram
medidos os angulos de contato formados entre a agua ultrapura e a superficie formada
pelas fibras antes e depois do annealing. O principal objetivo do tratamento térmico foi
estabilizar as fibras para que seja possivel coloca-las em contato com o meio de cultura.
Os resultados obtidos podem ser vistos na Tabela 4 e Figura 30.

Foi possivel observar que, sem o annealing, a gota de agua espalha quase que
totalmente sobre as fibras, indicado pelos angulos de contato menores do que 30° para
todas as amostras. Para o tratamento térmico de 2 h a 140 °C foi possivel observar para a
amostra z30, os angulos formados foram maiores que 90°, indicando que a superficie se
tornou hidrofébica. A medida que a concentracdo de prépolis foi aumentada, os angulos
tornam-se menores. Esse fato chama a atencao, pois mesmo a propolis sendo hidrofdbica,
a superficie tornou-se mais hidrofilica, quando da sua adi¢do. Isso é um indicativo de que
a proépolis interage com os dominios hidrofébicos da zeina, deixando na superficie das
fibras residuos de aminoacidos que possuem maior afinidade com a agua. Para o
annealing de 4 h a 160 °C pode-se observar que todos os angulos ficam maiores que 90°,

indicando que a superficie se tornou hidrofébica.



Tabela 4. Angulos de contato a direito (D) e a esquerda (E) formados entre a dgua ultrapura e as fibras feitas
com zeina 30%(z30) e zeina com prépolis em diferentes proporgdes de 5 a 25% (z30p5, z30p10, z30p15,
z30p20 e z30p25) em etanol 90 (v/v) a 25°C antes e depois do annealing feito em diferentes condi¢cdes

z30 z30p5 z30p10 z30p15 z30p20 z30p25
Angulos (graus) D E D E D E D E D E D E
Sem annealing 26 27 | 19 19 | 19 22 | 21 26 | 19 20 | 24 26
2 h 140°C 115 119105 101 | 79 80 | 88 91 | 46 48 | 47 50
4 h 160°C 114 118 | 116 124 | 118 122 | 117 120 | 116 118 | 113 116
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Figura 30 Angulo de contato formado entre a agua ultrapura e as fibras.

A: Angulos de contato direito (linhas continuas) e esquerdo (linhas pontilhadas) formados entre a agua
ultrapura e as fibras s6 com zeina a 30% e zeina a 30% com diferentes concentragdes de propolis (5 a 25%)
sem annealing (linhas pretas), com annealing de 2h a 140°C (linhas azuis) e de 4h a 160°C (linhas
vermelhas) e imagens representativas da gota sobre as fibras nas diferentes condi¢des testadas.

Os dados obtidos com esse teste sdo muito interessantes pois se pode notar que o

tratamento térmico impactou significativamente a superficie formada pelas fibras. Segundo

CHEN et al., (2014), o annealing deve ser feito acima da Tg do polimero, pois nessa

temperatura as cadeias poliméricas recuperam a sua mobilidade e podem adotar

conformagdes mais proximas ao equilibrio. Os resultados da Figura 30 mostram que o

tratamento térmico permitiu a mobilidade das cadeias de modo a expor os grupos mais

hidrofobicos para a superficie das fibras, demonstrado pelo maior angulo de contato com

a agua. A superficie hidrofébica é ideal para estudos das fibras em meio de cultura, pois



ha a garantia de que as fibras nédo irdo de desintegrar em contato com a agua,

proporcionando assim, maior estabilidade ao material.

4.3.2.3 Comportamento Térmico das Nanofibras

O DSC pode dar informacdes importantes sobre a estrutura do material, como
possiveis interacdes entre o polimero e o material a ser encapsulado, através do
desaparecimento ou deslocamento dos picos de fusdo, cristalizacdo ou outros eventos
térmicos (AMJADI et al., 2020; DA ROSA et al., 2020).

Os resultados podem ser vistos na Figura 31 e na Tabela 5. Para a zeina pura foi
detectado um evento endotérmico por volta de 130°C que corresponde a sua Tg e um
pronunciado evento endotérmico que iniciou em 171°C e teve seu maximo em 175°C que
corresponde a fusdo da zeina, esses resultados estdo de acordo com estudos prévios
realizado por (GHANBARZADEH et al., 2006; MADEKA; KOKINI, 1996). Para a propolis
pura o primeiro evento endotérmico ocorre em 46°C, seguido de um segundo evento
endotérmico que inicia por volta de 155°C e outro evento pronunciado ocorre por volta de
255°C, que marcam respectivamente, a volatilizagdo dos monoterpenos; volatilizacao de
terpenos de maior massa e triterpenos constitutivos da propolis; e sua completa
degradacao pelo calor. Para as nanofibras feitas somente com zeina, ocorre a diminuigéao
da Tg para temperatura em torno de 110°C.

Para as nanofibras contento propolis, o pico que ocorre em 46°C, desaparece, e
entao pode-se afirmar que houve uma completa miscibilidade entre a zeina e a propolis
nas dispersdes precursoras das nanofibras e isso evitou a volatilizagdo dos terpenos. Se
isso ndo fosse verdadeiro, dois picos endotérmicos apareceriam, demonstrando a
imiscibilidade do material (DA ROSA et al., 2020; GHANBARZADEH et al., 2006). Esse
fendmeno pode ser notado na amostra z30p25 em que ocorre um evento endotérmico em
torno de 86°C, provavelmente, devido a um excesso de propolis que nao foi completamente
incorporado as fibras. Para as amostras z30p5 a z30p20, em torno de 87°C, ocorre um
deslocamento da linha de base que pode ser interpretado como um evento térmico de
segunda ordem, que corresponde a Tg das fibras de zeina, que diminuiu em relagao a
zeina em p6. Uma vez que a Tg depende da mobilidade e da miscibilidade das cadeias
dos polimeros (GHANBARZADEH et al., 2006), pode-se dizer que a prépolis atuou como
um plastificante nesse sistema, e isso foi evidenciado pela diminuicdo da Tg.

Na temperatura de 168°C ocorre um evento endotérmico que corresponde a fusao
do polimero, implicando na ruptura de ligacées de hidrogénio, ligacdes de dissulfeto,
interagcdes hidrofdbicas (DA ROSA et al., 2020). Apods 250°C, todas as amostras passam
por outro evento endotérmico que marca a degradagao compativel com a desnaturacao
proteica da zeina (ALTAN; CAYIR, 2020).
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Figura 31 Calorimetria exploratéria Diferencial (DSC)
A. zeina em p6 e propolis e B. fibras feitas apenas de zeina (z30) e zeina e prépolis (z30p5 a z30p25)

Ao calcular-se a variagao de entalpia (dH) do pico referente a fusdo das amostras,
pode-se perceber que ocorre aumento do dH quando se compara a zeina em pé e as fibras
feitas somente com zeina. Além disso, para as fibras acrescidas de propolis 0 aumento da
entalpia mostra-se bastante pronunciado, indicando que, mais energia € necessaria para
fundir a amostra. Para amostra z30p25 ha um indicativo de que a propor¢ao entre zeina e
prépolis seja desfavoravel ao material, podendo ser pelo excesso de prépolis. Na curva de
DSC pode ser visto, para esta amostra, picos em 87°C e 93°C similares aos encontrados
na curva de DSC da prépolis pura, isso pode indicar que a prépolis ocupou todos os sitios

da zeina e que seu excesso volatiliza da superficie da fibra.

Tabela 5. Variagdo de entalpia de fusao nas amostras submetidas ao DSC

Amostra Massa (g) Area do pico dH (kJ/g)
Zeina p6 0,0088 176,34 20,03
z30 0,0061 167,78 27,50
z30p5 0,0038 166,81 43,90
z30p10 0,0038 166,81 43,90
z30p15 0,0037 160,02 43,25
z30p20 0,0034 171,66 50,50
z30p25 0,0041 170,69 41,63

Assim, com esta técnica se péde observar pelo menos trés fenbmenos: primeiro, a
zeina quando na forma de nanofibras, tem seu comportamento térmico alterado em relacéo
a zeina em po; segundo, a prépolis, quando inserida nas nanofibras, muda seu perfil de

degradacao, confirmando, mais uma vez, a sua forte interacdo com a zeina; terceiro, a



prépolis causa um aumento da mobilidade entre as cadeias poliméricas, o que é
evidenciado pela diminuicao da Tg das amostras contendo propolis em relagao a zeina em
po6 e a amostra z30.

Ja foi relatado por outros autores, que a adicao de dleos essenciais e plastificantes
as nanofibras e filmes de zeina sdo capazes de formar ligagdo de hidrogénio entre as
cadeias poliméricas, causando uma maior organizagao e compactacao das fibras, que
acabam por, diminuir a Tg, bem como aumentar a estabilidade térmica do material,
evidenciado por temperaturas maiores de degradacao do material (ALTAN; CAYIR, 2020;
AMJADI et al., 2020; DA ROSA et al., 2020). Como se sabe, os materiais a base de zeina
possuem rigidez a fragilidade, com isso, a inser¢ao de moléculas que possam exercer
dupla funcado — melhorar as suas propriedades mecanicas e adicionar propriedades
terapéuticas ao material — mostram-se bastante promissoras. Pode-se dizer entao, que a
prépolis, pelo seu carater apolar, desempenhou com sucesso essa fungédo nas fibras de

zeina.

4.3.2.4 Quantificagdo da Proépolis Incorporada nas Fibras

Para quantificagao da propolis incorporada nas fibras feitas com zeina a 30%, fez-
se a extragdo com diclorometano de uma quantidade de fibras depositadas durante 20
minutos sobre uma laminula de vidro de 2 cm x 2 cm para cada uma das amostras. Os
valores de absorvancia obtidos foram transformados em concentracédo através da curva
analitica (y = 0,3424 + 9,21633x, R? = 0,9991).

Os pontos obtidos entre as concentragdes de propolis extraidas das fibras variaram
bastante entre as replicatas (evidenciado pela barra de desvio padréo) da Figura 32, isso
pode ser reflexo da falta de homogeneidade da deposigao das fibras sobre a laminula, pois
através da técnica de electrospinning nao se pode controlar a quantidade exata de fibras
depositadas em cada laminula. Essa medida foi feita antes e depois do annealing para
garantir que a propolis nao esta volatilizando da fibra durante o tempo de estufa. Para as
amostras z30p5, z30p10 e z30p 15 a quantidade de prépolis extraida da fibra antes e depois
do annealing néo foi considerada estatisticamente significativa pelo teste de Mann-Whitney
feita pelo software GraphPad Prism®. Para as amostras z30p20 e z30p25, pode-se
observar que a diferenca de prépolis presente antes e apds o annealing, apresenta uma
maior variagdo em relacao as demais amostras (z30p5, z30p10 e z30p15) que também

nao foi considerada estatisticamente significativa pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 32 Concentragéo de propolis extraida das fibras de antes e depois do annealing
feito em 2h a 140°C e 4h a 160°C em fungéo da concentragao de prépolis (5 a 25%) adicionada a dispersao
de partida para eletrofiagéo. Os pontos representam a médias das triplicatas com as barras de desvio padréo.

A partir do conhecimento da média de concentragdo de propolis
incorporada/extraida das fibras depositadas no tempo de 20 minutos na area da laminula
quadrada (area = 4 cm?), pode-se fazer a proporgéo para a area da laminula redonda (area
= 1,32 cm?) que é utilizada nos ensaios de cultivo celular. Os resultados, em microgramas
por centimetro quadrado, estdo expressos na Tabela 6.

Conhecer esses resultados é importante pois assim tem-se conhecimento da
quantidade de propolis que pode ser liberada para as células nos ensaios biolégicos e

assim, correlacionar com os efeitos vistos nas células.

Tabela 6. Quantidade de propolis incorporada/extraida das fibras depositadas em laminulas de area de 4 cm?
e a proporgéo calculada para a deposigdo numa laminula redonda de 1,32 cm?. Os resultados estao
expressos em ug por cm2.

z30p5 z30p10 z30p15 z30p20 z30p25
4 cm? 20,93 27,36 31,89 55,32 71,40
140°C 2h
1,32 cm? 6,90 9,02 10,52 18,25 23,56
4 cm? 17,163 36,75 39,09 49,41 79,83
160°C 4h
1,32 cm? 5,66 12,12 12,90 16,30 26,34

4.3.2.5 Estudo de Biocompatibilidade/Citotoxicidade das Fibras

Um dos esforgos continuos na engenharia de tecidos é a criagao de um arcabougo

que imite perfeitamente as caracteristicas de uma matriz extracelular (MEC) para o cultivo



de células (ZIAEI AMIRI et al., 2020). Na engenharia de tecidos da pele, as nanofibras
eletrofiadas sdo particularmente atraentes devido a sua morfologia e sua arquitetura
biomimética semelhante as fibras proteicas presentes na matriz extracelular. Isso permite
que as nanofibras eletrofiadas promovam uma reepitelizacao aprimorada e a formacgéao de
neotecidos de feridas. Os avangos nos estudos com o uso de equipamentos de
electrospinning e a funcionalizagao das fibras com diversos tipos de ativos, permitem ainda
a administragcéo transdérmica de farmacos como no tratamento de melanoma, por exemplo
(CAVO et al., 2020; KEIROUZ et al., 2020)

Com a finalidade de avaliar a biocompatibilidade das fibras de zeina pura, foi
realizado o ensaio de MTT utilizando as amostras z25et70, z25et90, z30et70 e z30et90.
Esses ensaios, juntamente com a analise morfolégica das fibras daria direcionamento para
a escolha da melhor condigéo de eletrofiagdo (item 4.3.2).

O MTT, um sal tetrazdlico, é capturado pelas células e entdo é reduzido pela
desidrogenase mitocondrial de células viaveis para formar como produto o azul de
formazan que pode entao ser detectado em espectrofotdbmetro com absor¢do maxima em
570 nm (Figura 33). O ensaio mede a atividade mitocondrial, que é proporcional a
quantidade de formazan produzida refletindo assim, a integridade do metabolismo celular
(FRANCHI et al., 2012). Os resultados obtidos no teste de MTT podem ser vistos na Figura
34.
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Figura 33 Esquema de redugdo do MTT para o Azul de formazan

O resultado desse ensaio pode ser visto na Figura 34. Pode-se perceber que
nenhuma das fibras teve a capacidade de danificar as células e, apesar de o software ndo
ter calculado diferenga significativa entre a viabilidade celular nas células Balb/3T3, é
possivel observar no grafico para a concentragao de zeina a 30% as células tiveram uma
maior conversao de MTT. Isso serviu como indicio de uma maior afinidade das células com
esse tipo de fibra, por isso, as fibras feitas com zeina 30% foram escolhidas para a

continuidade da eletrofiacao, a partir de entdo, com a propolis sendo inserida nas fibras.
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Figura 34 Ensaio de MTT com células Balb/3T3 sobre as fibras feitas com zeina pura.
Viabilidade Celular das células Balb/3T3 frente as fibras de zeina 25% em etanol 70% (z25et70) e 90%
(z25et90) e fibras de zeina 30% em etanol 70 (z30et70) e 90% (z30et90).

O crescimento celular foi observado por microscopia Optica em microscopio
invertido e as imagens representativas das células com sua morfologia caracteristica sao
apresentadas na Figura 35. Pelas imagens de microscopia foi possivel observar a
morfologia preservada das células e que as fibras estavam servindo de arcaboucgo para a
ancoragem celular, uma vez que as células passaram a crescer e espalhar-se sempre no

sentido das fibras, e ndo mais em sentido randémico como ocorre em superficie lisas.

Figura 35 Imagens de microscopia 6ptica das Células Balb/3T3 cultivas sobre as fibras
A: zeina 25% em etanol 70%, B: zeina 30% em etanol 70%, C: zeina 25% em etanol 90% e D: zeina 30% em
etanol 90%



Prosseguiu-se com a analise das fibras contendo prépolis de maneira a verificar se
eram biocompativeis com as células da derme (Balb/3T3) ou se apresentavam atividade
citotéxica (antitumoral) frente as células de melanoma (B16-F10) e para isso foram
realizados os ensaios de MTT e vermelho neutro.

Os resultados dos ensaios de MTT e VN das células Balb/3T3 podem ser vistos na
Figura 36. Dentre as amostras com propolis, pode-se perceber um aumento significativo
da conversdo do MTT em formazan para as células cultivadas sobre as fibras z30p15
quando comparadas a amostra z30. Para as amostras subsequentes, z30p20 e z30p25,
em relagdo a z30p15, pode-se perceber um declinio nao significativo na absorvancia.
Visualmente, nao foi detectado nenhuma alteragdo morfoldgica que representasse danos
as células.

O aumento da conversao de MTT poderia ser liderado ou por um aumento da
proliferacdo de células ou por uma interferéncia na conversdo de formazan através do
tratamento. Ja esta bem estabelecido que a propolis em geral, devido as suas propriedades
antioxidantes, desempenha um papel importante na prote¢gao mitocondrial contra o stress
oxidativo (ANVARIFARD et al., 2022; BHARGAVA et al., 2021; KUBILIENE et al., 2018) e,
como antioxidante, pode interferir com o ensaio de MTT (BRUGGISSER et al., 2002;
SOMAYAJI; SHASTRY, 2021). Uma vez que o vermelho neutro ndo sofre interferéncia do
tratamento, foi possivel determinar através desse ensaio que nao estava ocorrendo
aumento da proliferagéo celular e nem mesmo danos as células até a concentragdo de
20%. Para a amostra z30p25 o ensaio de VN mostrou diferenca significativa em relagao ao
controle (z30). Com base nos resultados obtidos pela prépolis incorporada na quantificagao
das fibras (Figura 32 item 4.3.2.4), esta quantidade de propolis (25%) deveria promover
diminui¢ao da viabilidade celular de mais de 50% considerando a prépolis ICso em células
Balb/3T3. Contudo, é possivel notar que a viabilidade se manteve no limite de 70% aceito
pela ISO 10993-5/2009 (INTERNATIONAL STANDARD ISO 10993-5:2009(E), 2009). Isso
sugere que a propolis € liberada de uma forma gradual, ou mesmo, nao totalmente liberada

para as células.
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Figura 36 Ensaio de biocompatibilidade das fibras frente as células Balb/3T3 A. ensaio de MTT e B: ensaio de
vermelho neutro.
O controle (z30) representa 100% e o Limite representa 70% de viabilidade celular. * representa
diferenca significativa das amostras contendo propolis e a z30.

O acompanhamento da morfologia celular foi feito por microscopia eletrénica de
varredura, em que foi possivel observar em detalhes as diferencas morfoldégicas nas
células Balb/3T3 cultivadas sobre as laminulas (ambiente 2D) e sobre as fibras (ambiente

3D). As imagens podem ser vistas na Figura 37.



Figura 37 Imagens de MEV para acompanhamento do ensaio de biocompatibilidade das células Balb/3T3
cultivadas sobre A. laminula, B: fibras de zeina (z30) e zeina com propolis C: z30p5, D: z30p10, E: z30p15, F:
z30p20 e G: z30p25. As setas vermelhas destacam as células entrelagadas com as fibras.

As células cultivadas numa superficie lisa como a laminula (Figura 37A) estavam
espalhadas e apresentavam morfologia alongada caracteristica com proje¢des tipicas dos
fibroblastos. A morfologia das células cultivadas na amostra z30 (Figura 37B), sem
prépolis, apresentaram diferengcas leves, as células permaneceram espalhadas e
alongadas, mas com mais proje¢cbes de membrana, provavelmente devido a topografia
irregular gerada pelas fibras.

Na amostra z30p5 (Figura 37C), observou-se que as células se tornaram
ligeiramente mais alongadas. E interessante notar que as células comegaram a entrelacar-
se com as fibras e a seguir a sua dire¢cao de espalhamento. Esse entrelagamento torna-se
mais evidente com o aumento da concentragao de propolis. Na amostra z30p25 (Figura
37G) as células parecem ter uma preferéncia para crescer emaranhadas com fibras. Isso
revela a elevada afinidade dos fibroblastos com as fibras carregadas de prépolis. O fato de

as células crescerem mais entrelagadas nas fibras z30p25 pode ter impedido a divisao



celular em relagéo as outras amostras, o que refletiu na diminui¢do da incorporagao do
corante VN (PELIPENKO et al., 2013), uma vez que nenhuma célula morta foi detectada
por analise morfologica.

Com a analise das imagens, e dos resultados dos ensaios apresentados no item
4.3.1, foi possivel sugerir um mecanismo de interacéo entre as fibras e as células: a zeina
em etanol, comporta-se como um polimero intumescido (LI et al.,, 2012), que deixa
expostos grupos funcionais dos seus aminoacidos, possibilitando a prépolis interagir com
residuos tais como COOH, OH e NHy; além disso, interagbes acido-base podem ocorrer a
medida que mais prépolis € adicionada ao sistema e assim, a prépolis protona grupos como
-NHz a -NHs*, o que pode ser visto nos resultados de potencial Zeta da zeina. Como as
membranas celulares tém uma carga negativa, pode haver preferéncia de interagdo destas
por superficies com carga positiva, como a das fibras, que acabam servindo como um
excelente suporte para a adesao das proteinas de membrana. A Figura 38 traz uma

imagem ilustrativa da hipotese sugerida, porém, outros mecanismos podem estar

contribuindo para este fenémeno.
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Figura 38 Esquema representativo da interagéo entre as células e as fibras.
A. Imagem de MEV colorida com auxilio de software demonstrando o entrelagamento das células
nas fibras; B: interagéo entre as proteinas de membrana das células e os grupos -NH3* da zeina e C: possivel
interagao entre os terpenos da propolis e os aminoacidos da zeina.

Resultados semelhantes ja foram descritos por outros autores (KIM et al., 2012),
em que apenas as células cultivadas em superficies com carga negativa assumiram a
conformagéo alongada e delgada (spindle-shaped, ou formato em fuso), enquanto as
células cultivadas em superficies com carga positiva tiveram melhor aderéncia,
espalhamento e crescimento, devido a presenca de residuos de aminoacidos como o NHs™.
Também em outros trabalhos realizados por Camargo et al. (2021) as células Balb/3T3

crescidas sobre nanofibras PMMA-OH funcionalizadas assumiram forma de fuso muito



pronunciada, mas nao se observou qualquer entrelagcamento, evidenciando que as células
crescem apenas na superficie das fibras.

Com esses experimentos foi possivel demonstrar a biocompatibilidade das fibras
de zeina carregadas de propolis em todas as concentragdes testadas de prépolis. Além
disso, foi possivel selecionar a concentragdo adequada de propolis, como sendo 15%, a
ser adicionada as fibras em experimentos futuros, uma vez que, concentragdes superiores
a 15% parecem néao trazer qualquer beneficio adicional a esta linhagem celular. Em
resumo, as proprias fibras de zeina servem como um ambiente matricial favoravel ao
crescimento das células e a adigdo de propolis resulta um ambiente que favorece a
interacado das células com as fibras.

Em seguida realizou-se os mesmos experimentos para as células B16-F10, com o
objetivo de avaliar se as fibras teriam a capacidade de interferir em algum parametro celular
Figura 39. No ensaio de MTT houve um declinio na conversdo do MTT em formazan em
relacdo ao controle de uma maneira concentracdo-dependente. Essa diferenca foi
considerada estatisticamente significativa para a amostra z30p20 e z30p25 em relagao a
amostra z30. No ensaio de vermelho neutro (Figura 39B), a diferenca foi considerada
significativa entre o controle (z30) e as fibras z30p10 até z30p25. Esse resultado também
foi acompanhado e confirmado pela analise morfoldgica feita com a microscopia 6ptica das
células B16-F10 (Figura 40) em que se notou que a partir da concentracdo de 10%, isto &,

z30p10, percebe-se uma menor quantidade de células do que no controle (z30).
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Figura 39 Ensaio de biocompatibilidade das fibras frente as células B16-F10 A. ensaio de MTT e B: ensaio de
vermelho neutro.
O controle (z30) representa 100% e o Limite representa 70% de viabilidade celular. * representa diferenca
significativa das amostras prépolis e a z30.



Figura 40 Imagens de microscopia 6ptica das células B16-F10 cultivadas sobre A: z30, B: z30p5, C: z30p10,
D: z30p15, E: z30p20 e F: z30p25

Nas imagens de microscopia eletrénica (Figura 41) é possivel ver ainda, com mais
detalhes, a morfologia das células. Para as células cultivadas sobre a laminula sem fibras
€ possivel perceber uma morfologia mais espalhada. Nas células cultivadas sobre a z30
(Figura 41B) pode-se notar o formato um pouco mais alongado, e percebe-se maior
crescimento em diregcdes de altura e profundidade e nao apenas lateralmente como na
laminula. Nas fibras acrescidas de propolis o que se nota € um aumento de vesiculas
celulares, e esse aumento é concentracdo-dependente. A partir de 10% de propolis o
aumento das vesiculas é bem pronunciado. Isso pode indicar toxicidade para estas células.
Nas amostras z30p15, z30p20 e z30p25 ¢é evidente a presenca de células em processo de
morte celular. Sao observadas porgdes celulares em forma de “bolinhas” — no inglés blebs,
de diversos tamanhos, que indicam apoptose celular (PALUCH; RAZ, 2013). Na amostra
z30p25 (Figura 41G) a quantidade de células com morfologia similar ao controle (z30)
observada estava bastante diminuida.

Tradicionalmente, a determinagéo de atividade bioldgica envolve analises in vitro
do comportamento celular usando predominantemente culturas de células bidimensionais
(2D) e modelos animais in vivo. Os modelos 2D sao rotineiramente usados como sistemas
iniciais para avaliar a eficacia das moléculas como farmacos potenciais para, somente
entdo, avancar para estudos em animais e ensaios clinicos em humanos. As diferengas no
comportamento celular entre culturas 2D e tumores reais sdo bem conhecidas e derivam
principalmente de mudancas na expressao génica originadas das diferentes interagoes as
quais as células sdo submetidas em um microambiente 2D se comparado ao seu ambiente
naturalmente 3D. No entanto, os modelos de cultivo 3D representam melhor as condi¢des
in vivo, o que ajuda na analise mais precisa da resposta celular. Por todas essas razoes,

ha um interesse crescente no desenvolvimento de novos modelos 3D de cultivo celular in



vitro para serem adotados como pré-triagem de resposta a novos farmacos (CAVO et al.,

2020).

Figura 41 Imagens de MEV das células B16-F10 para acompanhamento do ensaio de citotoxicidade
A. laminula, B: fibras de zeina (z30) e zeina com propolis C: z30p5, D: z30p10, E: z30p15, F:
z30p20 e G: z30p25. As setas vermelhas destacam porgdes vesiculadas ou blebs.

Estudos envolvendo a fabricagdo de nanofibras contendo prépolis com posterior
investigacao da atividade tumoral sdo raros, a maioria dos estudos comprovam apenas a
biocompatibilidade e atividade antimicrobiana do material. BILGINER et al., (2021) fizeram
nanofibras de PVA e propolis e sobre elas foram cultivadas as células tumorais HelLa, ndo
foi vista atividade antitumoral e os autores apenas evidenciaram a capacidade das células

se aderirem e proliferarem sobre as fibras.



4.4 Nanogel para Encapsulacao da Propolis

4.4.1 Caracterizagao do Alginato de Sédio

Para conhecer os dados de massa molar e a quantidade de blocos G e M que estao
presentes no lote utilizado submeteu-se a amostra as andlises de HPSEC e RMN. O perfil
cromatografico do alginato de sédio esta apresentado na Figura 42, em que € possivel
observar uma distribuicao monomodal eluindo em torno de 40 mL. Os valores da massa
molar ponderal média (Mw) e numérica (Mn), bem como o valor do incremento de indice

de refracado (dn/dc) obtido previamente encontram-se na Tabela 7.
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Figura 42 Perfil cromatografico obtido por HPSEC da amostra de alginato de sédio.
IR: indice de refracdo; RALS: Espalhamento de luz de angulo reto. A linha preta representa o perfil obtido
com refratdbmetro e a linha azul representa o perfil obtido pelo detector de espalhamento de luz.

Tabela 7. Incremento de indice de refragdo (dn/dc), massa molar do alginato de sédio (Mw, Mn) e indice de
disperséao obtidos (D) pela técnica HPSEC.

Incremento de indice Massa molar _ Massa molar _ D (dispersao
= ponderal média (Mw) numérica média (M,) = e
de refragdo (dn/dc) A P M./M,)
(g mol™) g mol
0,144 mL g™ 1,37.10% (6%) 7,623.10* (15%) 1,798 + 0,291

A porcentagem ao lado do valor indica o erro associado a andlise.

O perfil obtido para o alginato corresponde a uma amostra polidispersa, confirmada
pela polidispersao de massas molares D > 1.
Com o uso da técnica de RMN foi possivel calcular, através da analise da regido

anomeérica, caracteristica do acido gulurénico, a propor¢ao de blocos M e blocos G do



alginato utilizados na sintese do nanogel (Figura 43). O resultado obtido, 1,6 reflete uma
maior quantidade do bloco M.

Este parametro influencia diretamente a capacidade de formar géis através de
reacoes de reticulagao cruzada com ions divalentes, uma vez que € um fato bem conhecido
que os alginatos com uma baixa relacdo M/G produzem estruturas mais fortes devido a
alta afinidade dos blocos G em relagao aos ions, em contrapartida, os alginatos com uma
elevada relagdo M/G possuem propriedades elasticas promissoras e sdo capazes de
formar géis em meios acidos (HUAMANI-PALOMINO et al., 2021; MASUELLI; ILLANES,
2014).
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Figura 43 Espectro de 1H RMN da amostra de alginato de sddio — regido anomeérica juntamente com a
representagao das regides referentes a cada hidrogénio dos monémeros G e M.
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(equacéo 5)

Tanto os resultados obtidos para a massa molar, como os resultados da propor¢ao
de blocos M e G, estao de acordo com valores relatados por outros autores que estudaram
alginatos utilizados para fins comerciais e/ou industriais (MASUELLI; ILLANES, 2014).



4.4.2 Nanogel de Alginato com Prépolis

Durante a sintese do Nanogel, apdés a adicdo do ZnSOQO., o frasco reacional foi
deixado sob agitagdo constante por 40 minutos. Essa otimizacao da sintese foi feita para
garantir que a reticulacao fosse a maior possivel, uma vez que se encontrou, durante a
caracterizagao do alginato, uma maior proporc¢ao de blocos M que sdo menos favoraveis a
formagao da egg-box.

Além disso, sabe-se que o cation mais comumente utilizado no método de
gelificagdo é o Ca?*, devido a sua biocompatibilidade e afinidade com o alginato. Porém,
nesse trabalho houve um interesse em utilizar-se o cation Zn?*, uma vez que um dos
objetivos é desenvolver nanoparticulas com atividade cicatrizante, e o zinco tem papel
importante no processo de cicatriza¢édo, além disso, possui agdo antimicrobiana (HOSEIN
FARZAEI et al., 2014; LIN et al., 2018).

Considerando que o sistema formado € uma dispersao coloidal, pode-se dizer que
0 nanogel esta sujeito a instabilidade, podendo sofrer aglomeragao das particulas, que é
um fenémeno tipicamente observada nesse tipo de sistema. E desejavel para um sistema
coloidal que as forcas de repulsdo entre as particulas sejam suficientemente fortes, para
que se as particulas se afastem antes de se aproximarem o suficiente para que as forcas
atrativas se tornem efetivas, fazendo com que nado haja aglutinacdo. As medidas de
potencial Zeta, ha muito tempo, servem como um indicador de estabilidade de dispersao
contra agregacao, sendo que valores entre + 25 e £ 30 mV sdo habitualmente considerados
estaveis contra a agregacdao (LOWRY et al., 2016; SCHIFINO, 2013). Por isso, apos a
finalizagao da sintese, a sua eficacia foi monitorada com medidas de tamanho de particula
com o uso de DLS, e medidas de densidade de carga com o uso do potencial Zeta.
Inicialmente, no Instituto CNR-Nanotec foi feito o acompanhamento da sintese e

estabilidade do nanogel durante 4 semanas. Os resultados podem ser vistos na Tabela 8.

Tabela 8. Acompanhamento do tamanho e carga superficial das particulas obtidas no equipamento Zetasizer
Nano ZS90 ao longo do tempo de 24 dias como forma de avaliar a formagéo e a estabilidade do nanogel em
meio aquoso

Dia 0 Dia3 Dia6 Dia10 Dia17 Dia24

Nanogel Z(mV) -32,7 -33,1 -34,8 -272 -245 -6,21
Sem

propolis Tamanho (nm) 405 317 4357 387,9 345 444

Nanogel z(mV) -32,2 -32,2 -33,1 -30,2 -30,9 -33
com

prépolis Tamanho (nm) 148 152,7 1479 1653 159,7 178




Pode-se perceber que o nanogel sem propolis comegou a mudar sua densidade
carga superficial a partir do 10° dia, demonstrando possivel perda das suas propriedades
fisico-quimicas originais. J4 o nanogel contento propolis manteve suas propriedades de
carga e tamanho de particula até o ultimo dia da analise, demonstrando maior estabilidade
coloidal. Pode-se afirmar entdo, que a presenga da prépolis, auxiliou na manutengéao das
suas propriedades fisico-quimicas originais e beneficiou a estabilizacdo do sistema.

Nas sinteses subsequentes, feitas no Brasil, a carga superficial e os tamanhos
obtidos para as particulas foram muito semelhantes, mesmo que as condi¢ées ambientais,
0s equipamentos, os lotes de reagentes e os equipamentos de analise tenham sido
diferentes, evidenciando a robustez da técnica de gelificagao idnica. Os resultados podem

ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9. Acompanhamento do tamanho, por intensidade de luz espalhada, e carga superficial das particulas
obtidas no equipamento ZetaSizer Nano ZS (FURB) em ftriplicata.

Apos sintese 09 dias apds a

sintese

Nanogel | 7 my) 29,7 +6,9 24,4 9,7
Sem

| Tamanho | 5065  pplo5  230,9*  PDIOS
prépolis (nm)

Nanogel | 7 (my) -29 5,3 -29,7 46
com

| Tamanho | 4454 PDI 0,5 207,2 0,4
prépolis (nm)

* presenga de aglomerados visiveis

Pelas imagens (Figura 44) pode-se perceber que houve a reticulagao das cadeias
de alginato na presenca do Zn?*, possibilitando a formagao do nanogel nas duas condigdes
testadas. E interessante notar que a prépolis parece exercer forte influéncia na morfologia
do nanogel (Figura 44 C), em que fica bem evidente a presenca de um nucleo recoberto
de alginato, e estruturas em forma de pequenos pontos que podem representar o zinco e
a propolis. Na imagem 44 D de campo escuro, a luz difratada, refratada e refletida pelo
zinco, de alta densidade eletrbnica, faz com que pontos brilhantes aparegam. Ja no
Nanogel sem prépolis (Figura 44 A e B), nota-se uma estrutura mais homogénea, sem a
presenca de nucleo. Por fim, na imagem Figura 45, é possivel ver o formato globular do
nanogel.

Um dado interessante é que a presenga da prépolis dentro do nanogel contribuiu
para diminuicdo do tamanho da particula apds a dialise. Uma explicacao seria a interagéo
que os grupos funcionais da prépolis fazem com os grupos funcionais livres do alginato
auxiliando a contragao das cadeias e diminuindo o tamanho das particulas, bem como, a

reatividade desses grupos funcionais, impedindo a agregacao das particulas entre si, esse



tipo de interacao ja foi relatado em trabalhos pré-existentes (EL-FEKY et al., 2017;
MAVUSO et al., 2015; XUE et al., 2015).

2
T e

Figura 44 A. Imagem de MET obtida do nanogel reticulado com zinco A e B. sem propolis e C e D preenchido
com proépolis
as setas vermelhas indicam particulas com faixas de tamanhos variados. D representa o0 mesmo campo da
imagem C obtido em campo escuro. As imagens A C e D com aumento de 5000 x e a imagem B com
aumento de 10000 x.

Figura 45 Imagens de MEV obtidas com o nanogel contendo propolis.
A. aumento de 5000 x e B. aumento de 1250 x.



4.4.2.1 Propriedades Espectroscopicas do Nanogel por FTIR

O espectro de FTIR-ATR obtido com o alginato em p6 e o nanogel liofilizado sem
prépolis e com propolis pode ser visto na Figura 46. Para o alginato em p6 algumas bandas
classicas podem ser vistas em 3270 cm referente ao estiramento de -OH; em 1591 e 1409
cm podem ser vistas as bandas do estiramento assimétrico e simétrico das ligagées O-C-
O, respectivamente; e finalmente em 1023 cm™ pode-se ver o estiramento de C-O
(FERTAH et al., 2017).
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1Y)
©
c
<«
é nanogel
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Figura 46 Espectro de FTIR-ATR obtidos com o alginato de sddio e do nanogel com propolis e sem propolis.

No espectro do nanogel com e sem propolis, pode-se notar a intensificacdo da
banda em 2937 em relagéo ao alginato em p6 que é referente ao estiramento de ligagao
C-H. Novamente nao foi possivel verificar bandas correspondentes a prépolis, devido a

propolis estar em concentragédo muito menor que o alginato.



4.4.2.2 Quantificagao da Propolis Encapsulada e Estudo da Liberacao a Partir do Nanogel

Para o calculo da quantidade de prépolis encapsulada, foram feitas medidas, de
forma indireta, da prépolis remanescente no sobrenadante. Os calculos foram feitos em

triplicata utilizando a equacéao 1 e os resultados podem ser vistos na Tabela 10.

Tabela 10. Dados experimentais da eficiéncia de encapsulagéo da propolis obtidos com a sintese do nanogel
feita em triplicata

Replicata 1 2 3
Massa total de propolis (mg) 6,9 6,9 6,9
Massa remanescente no sobrenadante (mg) 1,5 1,48 1,17
% de encapsulagao 78,26% 78,55 83,04%
Média de % de encapsulagéao 80%

Pode-se afirmar entdo, que a partir dos calculos reversos, tem-se um valor
aproximado de eficiéncia de encapsulacéo de 80%. Esse valor é aproximado porque nao
€ garantido que se consegue extrair toda a propolis do sobrenadante a partir da
microextragdo com diclorometano. Também é possivel que alguma quantidade de prépolis
tenha ficado aderida aos frascos reacionais, pipetas, cubetas etc. Contudo, esse valor de
eficiéncia de encapsulagdo é considerado bastante satisfatério (ABNOOS et al., 2018;
DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016; XUE et al., 2015).

Para conhecer mais sobre a estrutura macroscépica do Nanogel liofilizado (Figura
47 E), ele foi fotografado sob uma Iampada UV. O nanogel contendo prépolis (Figura 47 B)
apresentou a mesma fluorescéncia observada com a propolis pura sob a mesma lampada
(Figura 47 C). Houve uma suspeita de que a propolis era a responsavel pela emissao da
fluorescéncia, porém, ao fotografar o Nanogel sem prépolis (Figura 47 A), observou-se a
mesma fluorescéncia, apenas com menor intensidade. Fotografou-se entdo um Nanogel,
sintetizado da mesma maneira, porém, reticulado com o ion Ca?, o qual ndo emitiu
fluorescéncia (Figura 47 D). Pode-se concluir entdo que a participagdo do ion Zn?* é

importante para a emissao da fluorescéncia do Nanogel liofilizado.



Figura 47 Fotos sob luz ultravioleta (A-D):
A. Nanogel reticulado com Zn?* liofilizado sem propolis; B. Nanogel reticulado com Zn?* liofilizado
contendo propolis; C. Extrato de propolis; D. Nanogel reticulado com Ca?*; E. Aspecto macroscdpico do
nanogel liofilizado.

Para os estudos de drug-delivery o nanogel foi utilizado na sua forma liofilizada
(Figura 47 E). Uma quantidade conhecida do nanogel liofilizado foi pesada e acomodada
dentro de membranas de didlise. As membranas foram entdo colocadas em contato com
PBS em pH 7,4 e o tampao acetato de pH 5,3 acrescidos de DBS para garantir que a
prépolis tivesse alguma afinidade com o meio externo. A liberagdo foi acompanhada
durante 30 h em intervalos de tempos predeterminados. Os perfis de liberagao da prépolis

podem ser vistos na Figura 48.
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Figura 48 Perfil de liberagao da propolis em tampéo 7,4 e 5,3 ao longo do tempo a partir do nanogel
reticulado com Zn?*.
Os pontos representam a média da triplicata junto com o desvio padrao.

Para as duas condigdes, é possivel ver que apds 30 min, ja ha cerca de 18% de
prépolis no meio receptor (efeito Burst), isso se deve ao fato de a propolis estar distribuida

também na superficie do nanogel.



Para a liberagao feita em pH 7,4, o valor da quantidade liberada de propolis variou
bastante entre as triplicatas, o que levou a um alto desvio padrdo. Isso pode ter ocorrido
devido a distribuicdo nao homogénea da proépolis pelo nanogel no momento da sintese, o
que pode ter levado a distribuicdo nao homogénea da propolis no gel liofilizado. Ao final do
tempo de 30 horas, observou-se que toda a propolis foi liberada para o meio.

Para o pH 5,3, ja era esperado uma menor taxa de liberagdo uma vez que em
ambientes acidos o alginato tende a gelificar, ou seja, o aumento das interagdes entre as
cadeias impede a saida da prépolis (JING JIE CHIA et al., 2022). Ao final do tempo de 30
horas, observou-se que cerca de 60% da prépolis foi liberada.

A sensibilidade ao pH e a forga i6nica de hidrogéis € um fator importante para
projetar materiais que sirvam para a liberagao controlada de ativos no trato gastrointestinal,
que tem uma variacdo de pH do estébmago (~1,2) para o intestino (~7,4) (ABD EL-
GHAFFAR et al., 2012; POSTOLOVIC et al., 2022). Assim, é esperado que nanogéis
formados por biopolimeros inchem e afrouxem as suas cadeias quando em contato com
um bom solvente. Com o afrouxamento das cadeias o conteudo pode entdo migrar por
difusdo para o ambiente externo (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016). Conforme trabalho
realizado por DA SILVA et al. (2022), hidrogéis de alginato reticulado com zinco, quando
em contato com solugdes contendo Na* e Ca?*, tendem a trocar os ions Zn?* pelos ions
Na* e Ca?*, promovendo o inchamento das cadeias poliméricas.

h (AHMED et al., 2019). Os paréametros cinéticos obtidos nesse estudo utilizando

o0s modelos de primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Modelos cinéticos e os parametros obtidos pela liberacdo da prépolis a partir do nanogel. Séo
apresentados os valores de R? de cada modelo: primeira ordem e Korsmeyer-Peppas.

Modelo Primeira Ordem Korsmeyer-Peppas

pH53  R? k R? k, n
0,96 004001 099 117,10£7,39 0,12+0,01

pH7,4 0,91 0,03 +0,01 0,99 90,37 +20,64 0,20 +0,04

Para a liberagdo em pH 5,3 os modelos cinéticos de primeira ordem e de
Korsmeyer-Peppas obtiveram bons valores de R?, enquanto para a liberagéo feita em
tampéao com pH 7,4 apenas o modelo de Korsmeyer-Peppas se ajustou adequadamente.

Em termos de magnitude das constantes de velocidade (k) os valores em pH 5,3 e
7,4 foram proximos, indicando uma velocidade média levemente superior em pH = 5,3.
Para uma reacao de primeira ordem, classicamente a concentragao dos reagentes diminui
exponencialmente com o tempo, assim como a velocidade da reagcdo também diminui
(FOSCA; RAU; USKOKOVIC, 2022). No caso de estudos de drug-release, as matrizes



liberam o farmaco de forma proporcional a quantidade de farmaco remanescente em seu
interior, de modo que a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui
(SAMAHA; SHEHAYEB; KYRIACOS, 2009). No entanto, o modelo cinético de primeira
ordem nao fornece informacdes sobre os mecanismos de liberagao (AHMED et al., 2019).

O modelo de Korsmeyer-Peppas € um modelo semiempirico capaz de descrever a
liberacao de até 60% do farmaco a partir de sistemas poliméricos, como hidrogéis. Nessa
equagao, k, € diretamente proporcional a velocidade de difusdo do ativo e, portanto,
depende das propriedades fisicas e estruturais da matriz polimérica, enquanto n esta
relacionado ao mecanismo que governa a cinética de liberacao (FOSCA; RAU,;
USKOKOVIC, 2022; JANITHA M. UNAGOLLA; AMBALANGODAGE C. JAYASURIYA,
2018; WU et al., 2019).

Ao analisar o valor de k,, pode-se constatar que para o pH 5,3, o valor médio foi
maior. No entanto, ao considerar os desvios-padrao, nao ha diferenca significativa. O alto
valor de desvio-padrao para o pH 7,4, pode estar relacionado com a polidispersao de
tamanhos do nanogel e pela distribuicdo ndo homogénea da prépolis na matriz. O valor de
n foi de 0,12 e de 0,2 para o pH 5,3 e 7,4 respectivamente. Nesse modelo, valores de n
entre 0 e 0,45 sao representativos de sistemas caracterizados por liberagao pela difusao
de Fick quando existem nanoparticulas polidispersas no sistema estudado (FOSCA; RAU,;
USKOKOVIC, 2022; JANITHA M. UNAGOLLA; AMBALANGODAGE C. JAYASURIYA,
2018; SAMAHA; SHEHAYEB; KYRIACOS, 2009).

Sobre o exposto, apesar do mecanismo de liberagao ter ocorrido por difusao nos
dois valores de pH, o modelo de Korsmeyer-Peppas auxiliou no entendimento desse
mecanismo, evidenciando que no tampao de pH 5,3, o meio acido exerceu influéncia de
modo a dificultar e prolongar a liberagdo da propolis para o meio receptor, o que era
esperado. Para o pH 7,4, o maior afrouxamento das cadeias facilitou a difusdo da prépolis
ao fluido receptor. Sobretudo, o fato de ter ocorrido uma liberagao maior no tampéao PBS,
e menor no tampao acetato (acido), indica que o nanogel sintetizado nesse trabalho, é

responsivo ao meio no qual ele é colocado.



5. CONCLUSOES

Foi obtido um extrato de prépolis rico em componentes apolares, onde foi possivel
identificar 27 moléculas pertencentes a classe de metabdlitos secundarios dos terpenos.
Verificou-se que a propolis € compativel com fibroblastos normais (Balb/3T3), porém
reduziu a migracdo celular de células de melanoma (B16-F10). Isso encorajou a
incorporacao da propolis nos nanodispositivos, em concentragdes determinadas como
seguras.

Com a caracterizagdo das dispersbes de zeina e propolis foi possivel
compreender o comportamento do polimero frente ao extrato. A zeina, por possuir uma
face hidrofébica, formou uma perfeita combinagcdo com a prépolis, e essa interagao
favoreceu a formacao de um material com uma superficie favoravel aos testes biologicos.

As fibras de zeina e prépolis demonstraram possuir biocompatibilidade frente aos
fibroblastos ao mesmo tempo que interferiram na viabilidade das células tumorais. Esse
resultado foi bastante animador, pois pode-se dizer que as fibras ndo prejudicam as células
normais da pele, ao mesmo tempo sao téxicas para as células tumorais. Esse fato da
embasamento para futuras pesquisas com esse material.

O nanogel de alginato de sédio reticulado com Zn?* foi produzido, caracterizado e
a quantidade de propolis incorporada foi determinada. Com isso, foi possivel conhecer o
perfil e mecanismo de liberacao da prépolis em diferentes valores de pH. Sugere-se que o
nanogel obtido melhora a solubilidade da propolis em meio aquoso, e é capaz de diminuir
a degradacao em ambiente acido e liberar a maior parte do seu conteido em pH entre 7 e
8. Dessa forma, o nanogel tem condi¢coes de servir como uma plataforma de liberagao

programada para a propolis.
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Apéndice |

Imagens de microscopia Optica representativas das fibras obtidas segundo os parédmetros indicados
(solvente e condicéo de eletrofiagdo). As caracteristicas avaliadas foram: o didmetro das fibras e
seu o formato, a presenca de beads e o rendimento.

Coggezr:at;:;;ao Solvente | Condigao Caracteristicas* Imagem (40x)
-1
Etanol Of1rgll_(\r/1 " | 0,89 um, beads +, curvas e
70 15 cm’ longas, rendimento +++
Zeina 25%
-1
Etanol Oﬁénll(‘vh ’ 1,18 um, beads +, Fibras
90 15 cm’ irregulares, rendimento ++
Etanol 0,2 mL h', 1,24 um, beads +, fibras
70 +10 kV nao tao curvas, longas,
15 cm rendimento +++
Zeina 30%
Etanol 0,2mL h™', | 1,43 um, beads +, néo tao
90 + 8 kV, curvas, longas, pouco
15 cm irregulares, rendimento ++

*Classificagao por cruzes: Beads - (+) para raros, (++) para poucos, (+++) para muitos; Rendimento - baixo
(+), bom (++), 6timo (+++)
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DISCIPLINA PERIODO CREDITOS CONCEITO
SEMINARIOS D1 - A 2/2018 1 B
COLOIDES E QUIMICA DE SUPERFICIES - A 2/2018 4 A
PRATICA DE DOCENCIA EM QUIMICA - A 1/2019 1 A

METODOS FiSICO-QUIMICOS DE
CARACTERIZAGAO DE MACROMOLECULAS E 1/2019 4 A
COLOIDES
CULTIVO CELULAR 02/2019 3 B
METODOS ANALITICOS DE SEPARACAO 1/2020 4 A
SEMINARIOS D2 - A 2/2020 1 A
FiSICO-QUIMICA AVANCADA 2/2020 4 A
TOTAL DE CREDITOS 19

Obs.: Foram validados 18 créditos referente ao mestrado em Quimica concluido
em 03-2016 pela Universidade Regional de Blumenau (FURB). Os créditos referentes a

disciplina de cultivo celular ndo foram integralizados.

Doutorado Sanduiche

Bolsista CAPES-PRInt em Doutorado Sanduiche no exterior processo de numero
88887.371645/2019-00.

Periodo da bolsa: 01/11/2019 a 28/02/2020

Instituicdo de ensino: Instituto de Nanotecnologia CNR — Nanotec, na cidade de Lecce —
Italia

Orientadora: Loretta del Mercatto

Participagao em Projetos de Extensao

Ministrante do médulo intitulado “Principios de fisico-quimicos de emulsdes na area de
cosméticos”, perfazendo um total de 10 horas/aula, do Curso de Extensao em
Cosmetologia e Tecnologia de Cosméticos, sob coordenagao do professor Dr. Rilton Alves

de Freitas ofertado pela Universidade Federal do Parana.



Participagcao em Semanas académicas

Participacao nas sessbes coordenadas da V Semana da Pés-Graduagao em Quimica e
XXV Semana Académica do Curso de Quimica da FURB (2021) sob coordenacdo da
Professora Dra. |Iéda Maria Begnini intitulada “Desenvolvimento de nanofibras de zeina e

prépolis de abelha nativa brasileira pela técnica de electrospinning”.

Participagcao em Minicursos

"Characterization of nanostructures and organized systems" (12 h) como atividade prévia
ao "7th Meeting on Self Assembly Structures in Solution and at Interfaces held from

September” — AutoOrg 2022 que ocorreu nos dias 22 e 23 de outubro de 2022.
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Melhor Poster: “Thermally Annealed Zein-Propolis Electrospun Nanofibers for Biomedical

Applications” Apresentado no AutoOrg 2022 — Péster premiado pela ACS Publications
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Claudia E.B.. Skin interaction, permeation, and toxicity of silica nanoparticles: Challenges
and recent therapeutic and cosmetic advances. International Journal of Pharmaceutics, v.
614, n. December 2021, 2022. DOI https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2021.121439

Preparation and Investigation of Thermally Annealed Zein-Propolis Electrospun Nanofibers
for Biomedical Applications. DOI 10.1002/mabi.202200524.

Sabrina Hochheim, Loretta L. del Mercato, Eliana D’Amone, Naiara M. F. M. Sampaio, Bruno José
Gongalves da Silva, Cyro Ketzer Saul, Anderson Fraga da Cruz, Carolina Camargo de Oliveira e
Izabel Riegel-Vidotti
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ENCAPSULAGAO DE PROPOLIS PELA TECNICA DE COACERVAGAO COMPLEXA UTILIZANDO ACIDOS GRAXOS OBTIDOS
DE RESIDUOS DA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
Sabrina Hochheim*, Guilherme O. A. Cruz, Bruno C. da Silva,
Naiara M. F. M. Sampaio, Bruno J. G. da Silva, Izabel C. Riegel-Vidotti

UFPR

Departamento de Quimica, Universidade Federal do Parand (UFPR), Curitiba, PR Sabrina.hochheim @hotmail.com

Introducgéo

A prépolis é conhecida como uma substéncia resinosa, heterogénea e com alta
complexidade quimica, produzida pelas abelhas a partir dos exsudatos que elas
coletam de diversas plantas 2,

Devido ao interesse terapéutico na propolis, a técnica de coacervagdo complexa
(CC) foi utilizada método de encapsulacao, e, assim, contribuir para a melhora da
solubilidade dos seus constituintes de baixa polaridade e protecio contra a
oxida¢do. Na CC para finalidades biomédicas o uso de polimeros naturais, como a
goma arabica (GA) e a gelatina, e atoxicos é especialmente (til 34

Utilizou-se como veiculo o dleo de casca de arroz, cbtido de residuos da
industria de alimento, para formar a miniemulsdc contendo prdpolis a ser
encapsulada.

Experimental

1. Obtencdo e Caracterizagdo do extrato de propolis
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2
g Caracterizados por Cromatografia Gasosa
§ acoplada a espectrémetro de massas (CG-MS)
E
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2. Emulsdo e Coacervagdo Complexa
Emulsio Span 60 CTAB Oleo de arroz Prépolis
— 1 mmol L/ E 0,8g 021g 20mL
i 3 mmol 1! 0.3g 0,218 80mL
2 mmol L 0,88 0,21g 80mL
Bua;‘ ® Q Capsulas:
o~
o] ! =0 Caracterizadas
o L
B or Microscopia
- () 9 P B
optica e FTIR
(U] 4 p

A reacdo é feita 40°C, o pH ajustado para 4,0 e a reticulagdo é feita com
glutaraldeido a 10°C e pH 8,0

Resultados e Discussdo

Tanes a0 Tercs de Retengho i

A: Cromatograma obtido por CG-MS da prépolls & 8: do dleo da casca de arroz

A andlise cromatografica da prépolis revelou a presenga de terpenos como o a-
pineno (1), canfeno (3), B-pineno (4), verbenona, cariofileno, cubebeno, copaeno,
elemol, espatulenol, rosifoliol, epimanool, ferruginol, dentre outros. No
cromatograma do dleo da casca de arroz foram identificados dentre os seus

componentes mais significativos, o acido palmitico (1) e &cido oleico (2).

\ e vica
? - e e
s \ 1 1A /
W\ . / \ | I Prépoiis
3654.8
T — T T T T |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

namero de cnda (nm)
Espectro de FTIR G ds capsula, nieico ¢

reticulads

No espectro de FTIR nota-se a presenga das bandas préximas a 2916 e
2844 cmt e em 1712 cm! que apareceram tanto no oleo da casca de arroz
como na prépolis. Estas continuam presentes no espectro das cdpsulas
apresentando leves deslocamentos, demonstrando que houve a sua
incorporagdo pelas cépsulas sem modificagdo de suas estruturas
A banda destacada em 3654 cm! é referente 3, reticulagio dos grupamentos
—NH da gelatina pelo glutaraldeido.

1 As capsulas possuem formato
esférico, com paredes bem
definidas e continuas e uma
estrutura multinuclear.  Seus
tamanhos variam de 119 pm

+45 pm.
E possivel observd-las sob luz
polarizada, comprovando

visualmente & incorporagédo da
emulsdo de prépolis e dleo da
casca de arroz.

B:Observatas sob luz polarisata). Sarra de escals: 100 pm.

Conclusao

A GA e gelatina sdo capazes de encapsular, pela técnica de CC, a fase dleo sob
estudos. Houve necessidade do uso de dois surfactantes para a estabilizagdo da
emulsdo e incorporacdo do nticleo. E desejado que as capsulas alcancem um
tamanho menor do que 1 pm, para isso, este estudo estd sendo otimizado.
Estudos bioldgicos in vitro, de estabilidade e liberacdo do contelido, e rigidez da
parede da capsula estao sob estudos.
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Background

Zein, a corn-derived protein, has a variety of promising applications ranging from drug
delivery to tissue engineering and wound healing. This work aimed to develop a
biocompatible scaffold for dermal applications based on electrospun propolis-loaded
zein nanofibers. Fibers were prepared using 30% (w/v) of zein in ethanol 90% (v/v).
Next, a rich-terpene propolis extract was loaded at different concentrations (5, 10, 15,
20 and 25% proportional to zein mass) and the produced scaffold was studied.
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Table 1. Zeta potential of zein 30% (z30) and zein/propolis dispersions in different
proportions from 5 to 25% in ethanol 90% (v/V)

Sample z30 230p5 z30p10 z30p15 230p20 z30p25

9.77 10.17 11.75 1115 1248 12.35

£ (mV)

(mdeg)
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Fig. 1: A: Viscosity of zein solutions prepared with different propolis concentrations in ethanol 90%
as a function of shear rate (01 to 100 s°!); B: Circular dichroism spectra of zein (1 mg/mL) and
different propolis concentration in ethanol 90%; C: Contact Angle (Right &Left) formed between
ultrapure water and fibers with 30% zein with different propolis concentrations without annealing,
after 2h annealing at 140°C, and 4h at 160°C; D: Propolis content in fibers before and after
annealing as a function of propolis concentration (5 to 25%) added to the starting solution.

Fig 2: SEM images and fiber diameter distributions after annealing at 160°C for 4h of
230; z30p5, z30p15 and z30p25.
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Fig 3: Cell viability of Balb/3T3 A. through to MTT and B: through NR assay against
30% zein fibers (z30) in different proportions of 5 to 25% propolis.

ety 4 ]
Fig 4: SEM images of Balb/3t3. Cultured in A: coverslip; B: z30; C: z30p15; D: Z30p25; D:
schematic representation of cell adhesion mechanism between zein-propolis nanofibers
positively charged and cell membrane.

Conclusion

Zein and propolis formed a viscoelastic solution. Due to zein and propolis
characteristic interactions, nanometric size ribbon-like fibers ranging from
450 to 780 nm presenting interesting surface properties were obtained. The
fibers proved to be biocompatible and capable of influencing cell
morphology in 3D environment. The results are very promising and provide
prospects for developing wound healing nanofiber patches - one of propolis’
main application.
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