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RESUMO

E cada vez maior o interesse da industria médico-farmacéutica pela produgdo e
utilizacdo de biomateriais. Estes podem ser originarios de macromoléculas naturais,
tais como os biopolimeros, ou produzidos de maneira sintética ou semissintética.
Contudo, ao substituir ou preencher partes corporais defeituosas ou mesmo
afuncionais, devem exercer seu papel da maneira mais segura possivel, em funcao
do contato com membranas, células e tecidos. O objetivo deste estudo foi produzir
um biomaterial eletrofiado a partir do poli(acido latico) (PLA) associado ao extrato de
copaiba (Copaifera luetzelburgii), aqui identificado por EC, nas concentracdes de
05% e 1,0 e verificar algumas de suas propriedades fisico-quimicas e
antimicrobianas. Para caracterizacdo das propriedades, foram feitas andlises de
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e de angulo de contato (AC) nas membranas. Para o teste antimicrobiano,
semearam-se discos de 6 mm do material eletrofiado PLA+EC (PLAEC) nas
concentracdes de 0,5% e 1% em placas, na presenca de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococus fecalis e Candida albicans. Todos os microrganismos foram semeados
em agar Mueller Hinton e, em seguida, os discos de PLAEC foram adicionados ao
meio. Usaram-se discos de PLA como controle negativo e antibiéticos padrbes
(método de antibiograma): amicacina para bactérias gram-negativas e teicoplanina
para as gram-positivas, sendo que todas as amostras foram previamente submetidas
a radiacao ultravioleta por 90 min em estufa apropriada, a fim de evitar qualquer tipo
de contaminacéo. Os espectros FTIR mostraram as principais bandas vibracionais
para grupos quimicos formadores do PLA e medidas de hidrofilicidade mostram que
todas as membranas formadas apresentam caracteristicas hidrofébicas. Todas as
amostras de PLAEC mostraram- se eficazes contra todos os microrganismos citados,
em ambas as concentracfes testadas. Com base nos resultados, sugere-se que 0
biomaterial estudado é promissor para uso clinico, em processos infecciosos, servindo

como alternativa na escolha antimicrobiana.

Palavras chave: eletrofiagdo, nanotecnologia, caracterizacéao farmacoldgica, acéo
farmacologica, atividade antimicrobiana, bioquimica, extrato de copaiba,

engenharia em saude.



ABSTRACT

The interest of the medical/pharmaceutical industry in the production and use of
biomaterials is increasing. These can originate from natural macromolecules
(biopolymers) or synthetically or semi-synthetically. However, when replacing or filling
defective or even nonfunctional body parts, they must perform their role in the safest
way possible, due to the intimate contact with membranes, cells and tissues. The
objective of this study was to produce a biomaterial from poly(lactic acid) (PLA)
associated with copaiba extract (Copaifer luetzelburgii), here identified by EC, at
concnetrations of 0.5 and 1.0% and to verify some of its physicochemical and
antimicrobial properties. To characterize the properties, analysis of absorption
spectroscopy in the infrared region (FTIR) and contact angle test (AC) were
performed). For antimicrobial test, 6 mm diameter discs of electrospun material
PLA+EC (PLAEC) were seeded at concentrations of 0.5% and 1% in plates, in the
presence of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococus fecalis and Candida albicans. All
microorganisms were seeded on Mueller Hinton agar and then PLAEC discs were
added to the medium. PLA disks were used as a negative control and standard
antibiotics (antibiogram method): amikacin for gram-negative bacteria and teicoplamin
for gram-positive bacteria, and all samples were subjected to ultraviolet radiation for
90 min in an appropriate oven, in order to avoid any type of contamination. The FTIR
spectra showed the main vibrational for chemical groups forming PLA and
hydrophilicity measurements show that all membranes formed have hydrophobic
characteristics. All PLAEC samples proved to be effective against all mentioned
microorganisms, in both concentrations tested. Based on the results, it is suggested
that the studied biomaterial is promising for clinical use, in infectious processes,

serving as an alternative in the antimicrobial choice.

Keywords: electrospinning, nanofibers, characterization FTIR, antimicrobial activity,

poly (lactic acid), copaiba extract.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Este trabalho permitiu a producdo de novos biomateriais via processo de
eletrofiacéo, a partir do uso de solug¢des de poli(acido latico) com extrato de copaiba
em duas concentragbes diferentes: 0,5% e 1,0%. Estes biomateriais foram entao
submetidos a testes fisico-quimicos para caracterizacdo de suas propriedades
estruturais, onde foi possivel verificar a impregnacao adequada do extrato de copaiba.
Procedeu-se também a andlise antimicrobiana por meio de teste de antibiograma
padrdo, para testagem da sua capacidade de inibicdo de bactérias (S. aureus, S.
epidermidis, E.coli, P. aeruginosa, E. fecalis) e do fungo C. albicans. A manta
resultante da eletrofiacdo de PLAEC possui coloracdo levemente amarronzada, em
semelhanca a cor do extrato, possui carcateristicas mais hidroféficas se comparadas
a manta de PLA (o qual ndo apresentou espectro de bandas significativamente
modificadas apds associacdo) e os seus discos semeados nos microrganismos
citados apresentaram atividade antimicrobiana e antifingica, nas duas concentracdes
testadas. O biomaterial aqui desenvolvido tem potencial para futuros estudos clinicos,
como alternativa na escolha de medicamentos que possuam atividades anti-
inflamatorias, antimicrobianas e anti-fungicas, assim como promissora forma

farmacéutica adesiva de uso em feridas ou queimaduras.
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1 INTRODUCAO

Em meados da década de 1970, a industria médico/farmacéutica direcionou-se
para os estudos de nanotecnologia, parte da ciéncia que se preocupa com a utilizacao
de particulas ultrafinas, ou seja, matéria com dimensfes em escalas nanométricas,
com o propésito de estudar a preparacdol/viabilidade de nanomateriais ou
nanodispositivos, bem como a associacdo desses nanossistemas com extratos
naturais que surgiram e vém despontando na atualidade, como estratégias
terapéuticas, em substituicdo de tecidos ou partes do corpo danificadas ou com fungéo
comprometida (ROSSIN et al., 2020; BERNARDO et. al., 2021).

Assim, entende-se por nanotecnologia o processo de manipular, entender e
utilizar a matéria com dimensfes muuito pequenas, unindo consigo a engenharia,
ciéncia e tecnologia para a formulacdo de unidades estruturais de graos, particulas,
fibras e outros materiais, conseguindo viabilizar e preparar aparatos, dispositivos e
sistemas em escala nano. Nessa vertente da nanotecnologia e producdo de
biomateriais, surge o mecanismo da eletrofiacéo, estratégia util e versatil para formacao
de fibras poliméricas, as quais tém sido utilizadas para os mais diversos propositos,
compreendendo numerosos ramos da ciéncia e da industria, em virtude da elevada
area de superficie e funcionalidades de suas fabrica¢cdes (ROSSIN et al., 2020).

Dessa maneira, a manipulacdo e o uso das nanofibras tem se estendido em
varios ramos, tais como: medicina, engenharia de tecidos, engenharia eletrbnica,
producdo de sensores e confeccdo de roupas protetivas, além de outros. Sua
utilizacdo na medicina, propriamente dita, ja abrange a confeccdo de curativos,
protétipo de farmacos, curativos e dispositivos hemostaticos, como até mesmo vasos
sanguineos artificiais, regeneracao de nervos e tecidos do tipo scaffold 3D (base de
suporte produzida pela engenharia de tecidos) para a regeneracdo. Como também,
usos no campo da energia e eletrdnica, producéo de células fotovoltaicas, baterias e
sensores eletroquimicos e de fluorescéncia Optica, gases bioquimicos e capturadores
de aerossois. (RODRIGUEZ; BEJARANO, 2021).

A eletrofiacdo € utilizada em dindmicas diversificadas, pela facilidade de
producdo de fibras, tanto em escala nano quanto micro, possuindo alta razéo de
aspecto superficie/volume e n&o requerendo um grande aparato laboratorial
(BARTOLLACI.,2019). Os nanomateriais eletrofiados sdo promissores e nao
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requerem instrumentacdo dificil ou onerosa. Assim, caracterizam-se como uma
técnica simples e versatil e que pode possibilitar a adicdo de extratos de plantas, ou
ainda, substancias distintas associadas a manta a ser produzida, dependendo do
objetivo do que sera confeccionado, além de serem dotados de alto potencial para
reproducdo industrial, bem como, uma boa repetibilidade sem maiores custos,
reproduzindo, com fidelidade, as caracteristicas do material almejado (PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015)

Além do mais, nanofibras obtidas por eletrofiacdo demonstram propriedades
atrativas, como por exemplo: alta porosidade, grande area superficial e versatilidade
gquanto ao material empregado. Tais vantagens permitem que elas possam ser
empregadas em diferentes aplicacdes, incluindo engenharia de tecidos, tratamento de
agua, sensores e possibilidade de associacdo com substancias variadas ou extrato
de plantas e, além disso, podem ou ndo conter constituintes isolados, como o
poli(acido latico), polimero de grande utilizacdo em cosmetologia (GONCALVES et al.,
2017).

Assim, diversas pesquisas tém verificado a viabilidade da associagdo de
biomateriais a extratos de plantas de atividade farmacolédgica definida e conhecida,
para fins de adicdo de propriedades e respostas benéficas. A escolha do polimero ou
da combinacdo desse varia de acordo com o intuito de aplicacdo e com as
propriedades mecanicas, térmicas e biologicas. A blenda polimérica torna-se uma das
maneiras de obtencdo de novas e melhores propriedades, a qual consiste na unido
ou mistura de dois ou mais polimeros com o objetivo de melhorar as propriedades de
cada componente de maneira isolada (CHAGAS., 2021)

Em virtude do Brasil ser internacionalmente conhecido por possuir uma grande
reserva florestal, uma das maiores biodiversidades do planeta e sua flora conhecida
pelo amplo e costumeiro uso em medicina alopatica e homeopatica, destaca-se uma
planta bioativa, coletada no Nordeste do Pais e que merece destaque por
desempenhar uma gama de atividades terapéuticas: a copaiba. Ao longo dos anos,
os produtos vegetais vém ampliando sobremaneira o arsenal terapéutico para cura de
doencas e, nesse ambito, a Copaifera sp é tida como um dos exemplos de planta com
atividade medicinal bastante promissora e ja detentora de diversas propriedades
catalogadas e publicadas (ZAMBONINI., 2019).

A partir do exposto, pretende-se desenvolver a producao de blendas através
da associagdo de PLA e extrato etandlico da planta Copaifera luetzelburgii (copaiba),
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vegetal de ampla distribuicdo no territério brasileiro, em cuja composicdo ja foram
identificadas substancias dotadas de propriedades medicinais diversificadas, tais
como: atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria, antineoplasica, dentre outras
(QUEMEL., 2021), bem como verificar a atividade antimicrobiana desse biomaterial,
pois acredita-se que a utilizacdo indiscriminada dos antibidticos ja disponiveis
contribui para a producéo de superbactérias que dificultam a acdo dos antimicrobianos
do mercado. Acredita-se, também, que os constituintes de plantas configuram-se em
alternativa para utilizagcdo de compostos naturais que tenham acgao bactericida, os

guais possam se comportar como agentes modificadores de resisténcia.
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2 OBJETIVOS

Produzir e caracterizar membranas eletrofiadas de poli4dcido latico (PLA)
associado ao extrato etandlico de copaiba (EC) e verificar as suas principais

propriedades quimicas e antimicrobianas.

2.1 Objetivos especificos

. Obter e caracterizar membranas eletrofiadas a base de PLA e EC, aqui
denominado PLAEC, nas concentracdes de EC de 0,5 % e 1%;

. Caracterizar a estrutura quimica das mantas, atraves de espectroscopia na
regido do infravermelho (FTIR) ;

. Verificar a molhabilidade das blendas nanofibrosas produzidas;

. Verificar a atividade antimicrobiana do PLAEC, através da inoculacao de
discos (método do antibiograma) frente as bactérias S. aureus, S. epidermidis,
E.coli, P. aeruginosa, E. fecalis;

. Averiguar a atividade antifingica do PLAEC, através da sua inoculacéo de
discos do método de antibiograma na presenca do fungo C. albicans.
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3 REVISAO DALITERATURA

3.1 Biomateriais

A nomenclatura de biomaterial é dada a uma substancia ou combinagédo de
substancias ndo medicamentosas, de origem natural ou sintética, que podem ser
usadas em substituicdo a células, tecidos ou 6rgaos do corpo humano (WILLIAMS,
2019). Dessa maneira, os biomateriais séo utilizados com finalidade de recompor ou
mesmo substituir alguma parte ou 6rgédo que esteja com a funcado prejudicada ou sem
funcionalidade, pois, conforme a Sociedade Europeia de Biomateriais, sdo “materiais
gue objetivam a interacdo com sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou
substituir qualquer tecido, 6rgéo ou fungao do corpo” (ROSSIN et al., 2020).

Esses materiais sdo submetidos a técnicas de fabricagdo de acordo com
padrées de qualidade internacionais que tentem a minimizar qualquer possibilidade
de falha mecéanica e, assim, tem se constituido um ramo muito promissor da industria
farmacéutica devido as diversas vantagens, principalmente no que diz respeito a sua
disponibilidade e reprodutibilidade. Nesse sentido, é importante acompanhar a
evolucdo do mercado farmacéutico e/ou nutracéutico, que tende a trazer melhorias ou
revolucionar avancos tecnoldgicos com fins de restauracédo funcional, regeneracao
biologica ou apenas incremento de tratamentos (exemplo: membranas
biodegradaveis) que sdo especialmente benéficos no campo dos restabelecimentos
funcionais de tecidos, sobretudo da pele e anexos (BERNARDO et al., 2021).

A producdo de biomateriais poliméricos em nanoestrutura tem sido muito
promissora ao mercado, em virtude da possibilidade de funcbes diversas, como
liberacédo controlada de medicamentos, regeneracao e cicatrizagéo da pele, etc. Com
isso, nanofibras de materiais poliméricos vém, cada vez mais, conquistando
notoriedade. As nanofibras sdo fibras em escala nanométrica de caracteristicas
indispenséaveis para aplicagcdes em sistemas bioldgicos, uma vez que possuem alta
area superficial, alta porosidade, propriedades mecanicas notaveis e podem participar
na confecgdo de estruturas tridimensionais (SOUZA., 2021).

Nas ultimas décadas, muito tem sido tratado a respeito da utilizacdo de
micro/nanofibras poliméricas como excipientes para encapsulamento, liberacdo de
farmacos e particulas inteligentes, bioimplantes e enxertos 6sseos com método inovador,

haja vista que biomateriais compositos associam as melhores propriedades fisico-
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guimicas, colaborando com o progresso de estudos aplicados em nanotecnologia e,
principalmente, corroborando com a associa¢do dos nanomateriais com polimeros de
usos ja conhecidos e estudados, o que pode incrementar e aprimorar o uso (AGUIAR
et al., 2020; MITSUO., 2022).

3.2 Poli(acido Latico) (PLA)

Diversas pesquisas tém focado na administracdo de medicamentos utilizando-
se de polimeros biodegradaveis como veiculos e, também na utilizacdo dessescomo
componentes e mecanismos de regeneracdo de partes do corpo, em substituicdo a
outras danificadas ou hipofuncionais (BERNARDO et al., 2021).

O poliacido latico (PLA) € um dos mais promissores polimeros, por ser
biodegradavel e exibir elevados indices de sucesso. E aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA e pela Agéncia Europeia de Medicina (EMA) em varios

sistemas de administracdo. Sua estrutura quimica esta explicitada na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura quimica do PLA
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Fonte : ACD-LABS (www.acdlabs.com).

O referido polimero comporta-se quimicamente como linear, composto de um
carbono a assimétrico (quiral) com dois estereocisdbmeros D e L, em termos
estereoquimicos classicos. Dai, a partir de L-acido lactico e D-acido-lactico, o PLA
pode ser sintetizado como cadeia composta por L-acido lactico (PLLA), por D-acido
lactico (PDLA), ou uma mistura racémica (PDLLA), o que determina quais propriedades

ficam assim contempladas dependendo de sua conformacéo quimica. Nesse sentido, seu
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uso vem despontando na area da saude, além de apresentar um custo relativatimante
acessivel (MENDES et al., 2017; LOPES; TORRES., 2020).

Trata-se de um material semissintético, obtido por meio de uma fonte
renovavel: o &cido lactico, que é usado e produzido por fermentacdo de carboidratos,
como glucose, sacarose, lactose e amido (milho, mandioca, batatas e assemelhados),
com Lactobacillus (L. delbreuckii, L. helveticus, L. amylophylus, L. amylovirus, L. lactis,
L. pentosus) e que, adicionalmente, apresenta caracteristicas estimulantes e
vantajosas, como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, flexibilidade, féacil
processabilidade e bastante util e com rica utilizagdo biomédica como compartimento
inteligente de liberacéo controlada, curativos, e na engenharia de tecidos (VIRLAN et
al., 2015; MAGINI., 2021; ESKANDARINIA et al., 2019).

Trabalhos recentes tém cada vez mais referenciado o uso de po(liacido latico)
em forma de placas sendo usados como implantes, pois ndo se degradam e sao
absorvidos pelo organismo (BRANDAO., 2022). Outros, ainda, referem o seu
emprego em impressdes do tipo 3D e em outros produtos, visto que possui uma
ampla resisténcia, transparéncia e maior fluidez no manejo. Adicionalmente,
apresenta baixas temperaturas para manuseio em processo de extrusao, baixa
retracao térmica e auséncia de odor durante o agquecimento (ROCHA et al., 2020).

Nesse sentido, biopolimeros podem se aliar a técnica de eletrofiacédo, a qual
consiste na aplicacao de forcas eletrostaticas e de arraste em solugcdes poliméricas
para a formacao de fibras ultrafinas e nanofibras que podem ser empregadas como
base na formacdo desses biomateriais. E esses, tém sido cada vez mais Uteis e
promissores na area médica como substituintes de membranas (bioabsorviveis), para
liberacdo controlada de farmacos, enxertos, fios de sutura, materiais de fixacao
O0ssea, de implantes cirdrgicos ou como coadjuvantes na fabricacdo de tecidos
artificiais (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015; BERNARDO et al., 2021).

3.3 Técnicade Eletrofiacao

Uma das primeiras abordagens sobre este tema foi atribuida a John Francis
Cooley (1861-1903), o qual depositou a primeira patente com eletrofiagdo em 1900 e
o classificou como método simples, econdmico e com potencial de producdo em

escala. Essa técnica, que objetiva a producéo de fibras poliméricas em escala nano
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ou micrométrica por meio de forcas eletrostaticas, é atualmente reconhecida e
estudada no mundo inteiro (ROSSIN., 2020).

Para producdo de um material eletrofiado necessita-se de uma solucéo
polimérica acondicionada em agulha, a qual alimenta uma taxa de fluxo definida de
acordo com o objetivo. Assim, com uma seringa conectada a uma fonte de
alimentacédo de alta voltagem sob o campo elétrico com uma voltagem especifica, um
cone de Taylor € construido pelo alongamento da gota de polimero na extremidade
da seringa em uma forma conica caracteristica. O aumento do campo elétrico causa
a formacao de um jato constante alongado que jorra por repulsédo eletrostatica sobre
uma placa de metal (coletor). O solvente evapora quando as forcas eletrostéaticas
prevalecem sobre a tensdo superficial e o jato fica mais fino, ocasiéo em que as fibras
se depositam sucessivamente no coletor (VAKILINEZHAD et al., 2019; CHAGAS.,
2021;RAMATI., 2021; SHI et al., 2021;), esquematizado na Figura 2.

Figura 2 — Aparato experimental da técnica de eletrofiacdo de laboratério (com agulha)
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Fonte: Adaptado de Rossin et al., 2020.

Entdo, laboratorialmente essa técnica necessita de trés componentes
principais: fonte de alta tenséo, capilar (agulha metalica) e coletor metalico. A corrente
continua de alta tenséo é fornecida pela agulha, a qual estd em contato com a seringa
contendo solucédo polimérica a ser fiada, enquanto o coletor é aterrado. Quando ocorre

formacgédo da gota na ponta do capilar, na presenca da alta tenséo fornecida pela



24

agulha, tem-se do cone de Taylor. O cone de Taylor é formado quando as forgas
eletrostaticas sao superiores a tensao superficial da solu¢do e que devido ao campo
elétrico formado, propicia o estiramento da gota em forma de fibra e sua deposi¢cao
aleatoria (Figura 2). Da ponta do capilar até o alvo coletor, todo o solvente é
evaporado, restando apenas as fibras poliméricas (ROSSIN, 2020).

Algumas propriedades importantes sdo proprias das nanofibras produzidas
por eletrofiacdo, ressaltando-se, dentre elas: a capacidade de produzir peliculas/fiimes
finos extremamente porosos como resultado do emaranhamento das fibras
produzidas em um dado intervalo de tempo, a elevada razdo area superficial/volume
(de até 103 vezes maior do que a razdo area superficial/'volume no caso das
microfibras) e, a possibilidade de incorporar nanoparticulas metalicas, células e
principios ativos, a flexibilidade na superficie, e as suas funcionalidades em solucéo.
Aliado a isso, uma tecnologia acessivel e ao custo de producgdo relativamente baixo, se
comparado com outras tecnologias (VAKILINEZHAD et al., 2019; AGUIAR et al., 2020;
CHAGAS., 2021).

Entretanto, apesar de todos os pontos positivos citados frente aos materiais
eletrofiados, existem desvantagens no processo, que podem estar relacionadas a
contaminantes que possam inviabilizar o uso do material (produzindo virus, bactérias,
fungos — dentre outros), bem como a taxa de producdo muito baixa e deficiéncia de
um potencial produtivo econdmico e de aumento de escala, por exemplo: fazendo uso
de uma Unica seringa apenas, o tempo de obtencao do produto nanofibroso eletrofiado
€ de varias horas. Porém, a adocao de outras metodologias, como multijato, varias
agulhas ou sem agulha, permitem confeccionar nanofibras em maior ou mais
significativa escala (LI et al., 2013; VAKILINEZHAD et al., 2019).

A possibilidade real de produgcdo de nanomateriais associados a extratos e/ou
aditivos externos que possam incrementar a atividade de mantas eletrofiadas, bem
como verificar um possivel sinergismo de efeito quando associadas a outros
biocompostos, colocam os biomateriais em condicdo de destaque, considerando-se
gue podem expressar propriedades ja conhecidas pelo agente escolhido como
coadjuvante, uma propriedade inerente ao meio de confeccdo da manta ou, até
mesmo uma combinacédo delas, oferecendo tecido/material mais palpavel, o que pode
contribuir sobremaneira na conducdo de terapias diversas como tratamentos
cicatriciais ou antibacterianos, por exemplo (SCANDARINIA., 2019; LOPES;
TORRES., 2020; LI et al., 2021).
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3.4 Plantas Medicinais do Brasil

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta, com um namero
elevadissimo de espécies vivas, tanto no reino vegetal quanto animal. A flora brasileira
€ composta por mais de cento e vinte mil espécies diferentes, sendo considerada a
maior da terra, representando mais de 20% da mundial. Nao s6 na regido amazonica,
onde a extensdo geogréfica ja propicia uma ideia do poder da diversidade da flora
brasileira, mas também em outras regiées, como a Nordeste, h4 uma infinidade de
vegetais que representam, para uma grande parcela da populagdo, uma vasta fonte
de farmacos (TRAVASSOS, 2010).

As plantas medicinais estao presentes nos primeiros registros sobre a medicina
antiga, datados de mais de 2500 anos a.C. A historiografia médica aponta alguns
nomes como importantes vultos ligados a terapia com plantas, dentre eles: Mitridates,
rei de Ponto, que viveu no século Il a.C., como o primeiro farmacologista experimental;
Shen-Nung monarca chinés (2838-2698 a.C.), considerado o pai da tradicional
medicina chinesa e autor do “Pen Tsan” (O Herbario); o egiptélogo Ebers, decifrador
do Papiro de mesmo nome, que aborda inUmeros tratamentos com vegetais; e
Pedamaos Dioscorides, autor da obra “Matéria Médica”, subdividida em cinco livros,
nos quais sao relatadas mais de 600 plantas e que, embora com carater empirico, foi
considerada a maior fonte de informacgdes sobre tratamento de enfermidades durante
seculos (BADKE, 2011).

A grande utilizacao de plantas e produtos naturais na cura de doencgas foi, aos
poucos, sendo substituida pelo uso dos medicamentos industrializados, embora nos
ultimos tempos, este panorama tem sido influenciado por fitoterapicos que tém
conseguido um espaco maior no arsenal terapéutico nacional, a partir da busca de
alternativas que possam complementar ou auxiliar o arsenal sintético (OLIVEIRA et
al., 2009).

Nesse sentido, em um pais de extensa flora, que ja foi cognominada por muitos
estudiosos de “laboratdrio natural”, por conta da imensidao de plantas com atividades
comprovadas ou em processo de estudo, destacam-se espécies como a copaiba,
arvore grande e bastante abundante naregido Norte e em alguns estados do Nordeste.
Além do nome “copaiba”, a arvore deste género também €& conhecida como
copaibeira, pau-de-0leo, copauva, copaibarana, copaibo, copal, marimari, por ser rica
em um azeite oleoso e de cheiro caracteristico, que foi chamado de balsamo dos
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jesuitas. Em muitos lugares do mundo (por exemplo, na Franca e em toda a América
Latina), a arvore é conhecida como “palo de balsamo/arbre balsamo”, em virtude da

riqueza do seu Oleo (PIERI et al., 2009).

3.5 Copaibasp

As copaibeiras sdo arvores de grande porte pertencentes a familidas Fabacea
e ao género Copaifera spp.. Possuem crescimento vagaroso e podem alcancar de 25
a 40 metros de altura, em até 400 anos, sendo encontradas abundantemente nas
regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil (COSTA., 2020).

Copaifera spp. demonstra extenso potencial farmacologico, sendo as acdes
anti-inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana referenciadas em diversos trabalhos.
Também se destacam as atividades citoprotetora sobre a mucosa gastrica,
antitumoral, antiparasitaria, antinociceptiva periférica e central, diurética, laxante,
antitetanica e antisséptica do aparelho urinario (LIMA et al., 2021).

O dleo-resina € um exsudato vegetal oriundo de pequenos cortes na casca do
caule de diversas espécies do género Copaifera spp e bastante rico (constituido por
acidos resinosos, diterpenos e sesquiterpenos). O uso tradicional desse exsudado se
retrata na historia antes mesmo da época colonial, espelhando a contribuicdo do
conhecimento produzido por etnias indigenas e africanas. Era, inclusive, usado em
lamparinas como combustivel e até mesmo em embarcacdes maritimas pelos
colonizadores portugueses (LIMA et al, 2020).

Existem relatos que, desde meados do século XVI, o éleo/resina da copaibeira
ja era usado pelos indigenas nativos para tratamentos diversos. Essas praticas
acabam passando de geracao em geracao e a sabedoria popular vai dando origem a
descoberta de novos medicamentos (DIEFEMBAR.,2018; CAMPOS et al., 2021).
PIERI; MUSSC; MOREIRA (2009) relataram que, segundo o Index Kewensis/1996,
existem 72 espécies catalogadas desta planta, sendo 16 delas encontradas aqui no
Brasil. Assim, dentre os exemplares brasileiros, destacam-se Copaifera multijuga
Hayne (Amazo6nia), Copaifera confertiflora e Copaifera luetzelburgii (Piaui), Copaifera
cariacea (Bahia) e Copaifera cearensis (Ceard). E o 6leo resina em si,é proveniente

tronco dessas varias espécies .
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O 6leo de copaiba, maior detentor de suas propriedades medicinais, é
constituido de 45% de Oleos essenciais e 55% de resina e compde-se de uma
estrutura quimica formada por varios diterpenos, sesquisterpenos e acido polilatico.
Quanto aos seus efeitos, por ocasido desses constituintes, os estudos expdem
propriedades  anti-inflamatdrias,  antissépticas, antimicrobianas, germicida,
antitumoral, analgésica, diurética, expectorante e cicatrizante,
principalmente,dependendo da espécie e da temporada (ARAUJO., 2022)

De acordo com estudos bem atuais, a composicao exata do éleo copaibeiro
pode variar de acordo coma estagdo do ano, a regido do Brasil e a espécie em
guestdo. Por exemplo: C. reticulata apresentou variagdo em sua composi¢cao entre a
concentracdo de compostos quimicos nas estacfes seca e chuvosa. Assim, 0S
sesquiterpenos podem representar cerca de 90% da composi¢cédo, mas diferem nas
guantidades e concentracées dos componentes em diferentes situacdées. Estudos
também apontam que as propriedades anti-inflamatdrias estdo relacionadas a
presenca de B-cariofileno. Entdo, essas e outras atividades biolégicas podem estar
relacionadas a presenca de diferentes moléculas em distintas quantidades
(MAURMANN et al., 2022).

Desse modo, devido as propriedades ja conhecidas da copaiba, juntamente
com a necessidade de estudos que acrescentem as varias teorias populares, verifica-
se a importancia em conhecer mais acerca das atividades do 0leo resina da planta,
principalmente associado a técnica de eletrofiagcdo, na intencdo da producdo de
biomaterial sélido, biodegradavel, util e barato que ainda possa desempenhar
provaveis atividades do tipo antibacteriana e até regeneradora e cicatrizante, por
exemplo (LIMA et al.,2022). Pois, este 6leo, também conhecido por balsamo, é um
produto natural de alta empregabilidade na industria cosmética e farmacéutica, porém
ainda carece de conhecimentos acerca de suas propriedades fitoquimicas e
antimicrobianas, especialmente quando associados as mantas eletrofiadas, assunto

ainda nao abordado nas bases de dados da literatura.
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3.6 Bactérias e Fungos

3.6.1 Escherichia coli

Escherichia coli €& uma bactéria pertencente a grande familia
Enterobacteriaceae, do género Escherichia, classificada como comensal, pois vive
normalmente no intestino de humanos e de alguns animais, sem que haja qualquer
sinal evidente de doenca e de grande visibilidade na saude mundial em decorréncia
da quantidade de doencas entéricas capaz de causar. Entretanto, alguns tipos de E.
coli podem ser maléficas e quando adentram ao organismo por meio de alimentos
contaminados, podem causar sérios danos a saude e gerar doencas, como
gastroenterites com diarreia intensa e com muco ou severas diarreias sanguinolentas,
além de infec¢des urinarias, setpcemias, etc (SOUZA et al., 2016).

Existem alguns tipos de E. coli que causam infec¢cfes intestinais de maior
gravidade, exemplificadas por. E. coli enterotoxigénica, enteroinvasiva,
enteropatogénica e enterohemorragica. Estes tipos podem ser identificados na
pesquisa parasitolégica de fezes comum, principalmente em caso de criangas,
gestantes, idosos ou imunodeprimidos (BONA et al., 2014; DRUMOND et al., 2018).
Além de infeccdes intestinais, a E. coli também pode ser responsavel por infeccoes
urinarias, principalmente em pacientes do sexo feminino, sendo importante que seja
tdo logo identificada por meio de exame microbiolégico de urina especifico para que
seja iniciado o tratamento antimicrobiano adequado. Dessa maneira, acaba sendo
fonte de contaminacéo para o homem e para o ambiente, em decorréncia dessa sua
facil transmisséo fecal-oral e assim, constitui-se em assunto de interesse em saude
publica (SOUZA et al., 2016).

Estudos recentes apontam que o0 contato  entre seres
humanos e animais podem contribuir para a transmissao entre espécies de cepas E.
coli produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e lactamases do
tipo AmpC, que sao cepas resistentes a antimicrobianos considerados de espectro
ampliado (SOARES et al.,2022).

Assim, a partir da decada de 1980 comecou-se a perceber que os antibiéticos
existentes no mercado ja ndo estavam mais aptos a tratamentos com infeccc¢bes
produzidas por E coli, devido a producao de enzimas inativadoras dos antimicrobianos

disponiveis: as betalactamases. A partir de entdo,comecaram a ser introduzidos no
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mercado farmacéutico, novos antimicrobianos com potencial de acdo contra
diversos micro-organismos, sendo chamados antimicrobianos beta lactamicos de
amplo espectro. E essas conferem resisténcia principalmente as cefalosporinas,
além dos monobactamicos, dotados da capacidade de clivar a ligacdo amida do anel

B-lactamico e dificultar a acdo do farmaco (SILVEIRA et al.,2022).

3.6.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bacilo gram-negativo, aerébio, movel,
encontrado em animais, plantas, solos, reservatérios de dgua e no ambiente
hospitalar, como chuveiros, pias e aguas de banheiros. E a espécie bacteriana
oportunista mais associada a infeccdes nosocomiais e a pacientes
imunocomprometidos (CORREIA, 2018).

Considera -se que P. aeruginosa € prepoderante entre 7,1% a 7,3% no
universo de todas as infecc¢des relacionadas a saude e, em pacientes internados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e as principais manifestacdes induzidas por este
bacilo englobam pneumonia, infec¢des do trato urinario e de sitio cirlrgico e sepse
(LIMA, 2022).

No Brasil, essa espécie chama atencdo por ocasionar infeccbes de origem
hospitalar, sendo considerada o patdégeno mais prevalente associado a pneumonia
nosocomial e a terceira em infecgdo priméria da corrente sanguinea em UTIs. Além
disso, é considerada pela comunidade cientifica internacional como um patdégeno
multirresistente, visto que se comporta como produtora de betalactamases, bem como
outras enzimas encarregadas de inativar a acdo de antibiéticos de uso clinico
(FIGUEIREDO et al., 2021).

Esta bactéria, com essa evidéncia de resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos, pode ser classificada como uma “superbactéria’” que ameaca a saude
publica global, implicando no aumento de custos com tratamentos, morbidade e
mortalidade, principalmente em UTIs e interna¢gdes de longa permanéncia. Além da
producdo de enzimas betalactamases, inativadoras dos farmacos betalactamicos,
podem ativar bombas de efluxo, alterar sitios protéicos (porinas) e modificar os sitios-
alvo (LIMA et al.,2022).
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Essa caracteristica, associada a sua multirresisténcia natural a um elevado
namero de antimicrobianos, a torna uma bactéria de grande importancia para estudos
na comunidade cientifica. Além do mais,em virtude dos desafios nos tratamentos
atuais das infecgfes, fica notavel a necessidade de encontrar novas substancias
capazes de combater microrganismos cada vez mais resistentes (SIQUEIRA et al.,
2019).

Para a OMS, o problema da resisténcia aos antibioticos € muito sério e ela
preconiza que até 2050 este problema causard em torno 10 milhdes de o&bitos,
anualmente, em todo o planeta. Nesse contexto, P. aeruginosa é considerada uma
bactéria de perfil de resisténcia bastante elevada. Assim, o tratamento das infec¢des
causadas por estes microrganismos é um grande desafio para o campo médico e,
exige a busca de novas substancias de outras fontes, incluindo as de origem vegetal
(ALVES et al ., 2022; LIMA., 2022)

3.6.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica, integrante do grupo dos
CcOCcos gram-positivos, frequentemente encontrada na pele e mucosas de humanos e
animais, sobretudo na nasofaringe de pessoas saudaveis. Contudo, pode provocar
doencas, que vao desde uma simples infeccdo (acnes, furinculos e celulites) até
casos graves como: pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, sepse e outras (CORREIA, 2018).

E considerado o principal patdgeno humano e é responsabilizada por
infec¢Bes, variando de assintomaticas a polissintométicas, devido a capacidade de
dispersao

principalmente em ambiente hospitalar, producdo de toxinas e resisténcia a
antibioticos, como as cepas ORSA (Staphylococcus aureus resistente a Oxacilina),
além de ser responsavel por casos de infeccéo hospitalares graves, como a conhecida
Sindrome da pele escaldada com alto indice de mortalidade e morbidade,
principalmente em recém-nascidos (TORRES et al., 2017).

InfeccBes causadas por Staphylococcus sp. tem causado sérios problemas dentro
e fora do ambiente hospitalar, por se tornarem cada vez mais resistentes, em funcéo

do uso indiscriminado de antibiéticos e por serem produtores de toxinas. As toxinas
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sdo proteinas produzidas e secretadas ou expostas a superficie pela bactéria cuja
atividade é prejudicial e/ou destrutiva para as células humanas. Dessa maneira, a alta
capacidade de producdo das mais variadas toxinas pela espécie em questdo, a
classifica como um problema de saude que merece especial atengdo no meio
cientifico, especialmente o hospitalar. Nesse sentido, as taxas de infeccdes
estfilococicas tem sido ascendentes nos ultimos anos, frente ao advento da resisténcia
aos antimicrobianos, devido a sua capacidade de desenvolver genes de
patogenicidade e capacidade de adaptacdo a resposta do hospedeiro (MOTA et
al.,2022).

3.6.4 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis € uma espécie de bactéria gram positiva,
coagulase negativa, pertencente ao género Staphylococcus, que se arranjaem cachos
e tétrades. Por muito tempo, foi considerada uma espécie comensal, porém sabe-se
gue ela é um patdégeno oportunista, responsavel principalmente por infeccdes
hospitalares, através de cateteres, sondas (material de plastico) bem como préteses,
devido a sua capacidade de formar biofilmes (CORREIA., 2018).

Uma vez em contato com o hospedeiro, essas bactérias se multiplicam,
formando camadas e produzem polissacarideo extracelular, conhecido como biofilme,
gue aumenta seu poder bacteriano e favorece a aderéncia e manutencdo dos outros
microorganismos, além de promover barreira a acdo dos antibiéticos e as células do
sistema imunoldgico (CORREIA., 2018).

Os biofilmes bacterianos dificultam a chegada de antimicrobianos e até
mesmo de células fagociticas ao foco de infeccdo. A concentracdo de antibibtico
requerida para destruir bactérias nessa ocasidao € muito maior do que a necessaria
para destruir as mesmas espécies em infeccBes ditas normais, dificultando o
tratamento, os custos com medicamentos e aumentando a possibilidade de infec¢des
recorrentes, uma vez que as bactérias ficam protegidas do sistema imune do
hospedeiro, sendo a formacao de biofilme considerada um fator de viruléncia bem
importante. Uma observacéo interessante, nesse contexto, é que a formacao desses
biofilmes foi um fator responséavel pela co-infec¢do S. aureus o virus SARS COV, fator

que provavelmente acelerou a morte de milhares de pacientes nos leitos de UTIs
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durante as internagdes por COVID-19 durante o periodo pandémico (ARAUJO et al.,
2021).

Outro ponto importante para o poder patogénico dessa espécie se deve a sua
capacidade de aderir a superficies e permanecer ali através de determinantes que
promovem a sua persisténcia no hospedeiro. Por ser um micro-organismo ubiquo, S.
epidermidis pode ser um importante transportador e reservatdrio para genes de
resisténcia antimicrobiana, podendo transmiti-los a outras bactérias, o que justifica,
além dos outros pontos expostos, a necessidade de estudos para posterior
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (CORREIA, 2018).

3.6.5 Enterococcus faecalis

7

Enterococcus faecalis é uma bactéria Gram-positiva nao esporulada
comensal (da flora normal) do sistema digestivo humano e de outros mamiferos que
se dispdem em cachos curtos. Amplamente encontrada no ambiente, pode causar
infecgdo urinaria, meningite e bacteremia, especialmente em ambientes hospitalares
(NARANG, NARANG., 2017).

E. faecalis podem ser modveis, facultativamente anaeroObicas, catalisam
diversas fontes de energia e, nhormalmente, sdo encontradas no sistema digestivo e
no trato genital feminino. Podem estar no solo, na agua e nas plantas. Formam
cadeias curtas e pares e podem parecer cocobacilares em alguns cultivos.
Sobrevivem em ambientes aversivos, incluindo pH extremamente alcalino (9,6) e
elevadas concentracdes de sal. Resistem a sais biliares, detergentes, metais pesados,
etanol, azida e a dessecacao. Podem crescer no intervalo de 10 a 45 °C e sobreviver
a temperaturas de 60 °C, durante 30 min. O destaque na sua acao patégena advém
da capacidade de producao de substancias de agregacéao e adesinas de superficie, o
gue os torna caracteristicos da mucosa oral (OLIVEIRA et al., 2009; RAMOS., 2020).

De acordo com FIGUEIREDO et al, 2016, espécies de Enterococcus
permaneceram por muitos anos como bactérias sem importancia clinica, pois sédo
colonizantes naturais do trato gastrointestinal dos seres humanos e animais e
apresentam uma baixa viruléncia em compara¢cdo com outros microrganismos gram
positivos. Contudo, atualmente, tem se mostrado como patdgenos hospitalares de

relevancia clinica e epidemioldgica, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos
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de amplo espectro e dispositivos invasivos, como cateteres hospitalares.

Esta bactéria constitui cerca de 85 a 90% das espécies de Enterococcus
identificados nos humanos, sendo uma espécie bastante propensa ao
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos. Além do mais, uma observacdo
interessante é que as infeccgcbes podem acontecer por um mecanismo de
transmissao enddgeno, através da acdo de isolados da prépria da microbiota normal
do paciente; ou por um processo exdgeno através da troca de microrganismos de
paciente/paciente ou profissional/paciente ou, ainda, pela ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados. Desta forma, alguns fatores relacionados com o
microrganismo e o hospedeiro sdo importantes para que Enterococcus colonizantes
da microbiota humana possam fazer um papel de patdgeno potencial em infecgbes
relacionadas a assisténcia a satide (XAVIER JUNIOR., 2011; DAMASCENO., 2022).

Ja foram relatados exemplares intrinsecamente resistentes a uma grande
guantidade de antibioticos, ou providas de mecanismos adquiridos por processos de
mutacdes e/ou a aquisicdo de genes por conjugacao utilizando plasmideos. A partir
desse processos de resisténcias aos antimicrobianos, percebe-se menor
suscetibilidade aos aminoglicosideos, a ampicilina e a vancomicina, dificultando a
escolha da opcao terapéutica mais eficiente. Outro aspecto importante relacionado
aos mecanismos de resisténcias aos antimicrobianos, principalmente relacionado a
vancomicina, é a capacidade de transferéncia de genes resistentes para outras
bactérias gram positivas, como S. aureus (FIGUEIREDO., 2017).

3.6.6 Candidas albicans

C. albicans é uma espécie de fungo dipléide que causa, oportunamente,
alguns tipos de infeccao, sobretudo oral e vaginal, nos seres humanos. As infec¢des
causadas por fungos emergiram como uma das principais causas de morte em
pacientes com algum tipo de imunodeficiéncia (como € o caso dos portadores de
HIV e os que estdo sendo submetidos a quimioterapia antineoplasica. Além disso,
esse fungo pode ser perigoso para pacientes cuja saude ja esteja enfraquecida, como
aqueles de unidades de tratamento intensivo. Devido a estes fatores, a C. albicans
tem despertado grande interesse das pesquisas na area de saude (PEREIRA. , 2012).

A C. albicans esta entre os muitos organismos que residem na boca e no



34

sistema digestivo humano. Em circunstancias normais, pode ser encontrada em
80% da populacdo humana sem que isso impliqgue em quaisquer efeitos prejudiciais
a saude, embora a infecccdo resulte em uma enfermidade chamada Candidiase
(PERES., 2010)



35

4 MATERIAL EMETODOS

4.1 Producéo do extrato etanolico de copaiba (EC)

As cascas de Copaifera luetzelburgii Hamrs foram coletadas no més de outubro
do ano 2021, na comunidade Quilombola dos Macacos, localizada a 26 km do
municipio de S&o Miguel do Tapuio, no estado do Piaui. As exsicatas da planta foram
identificadas e armazenadas no Herbario Graziela Barroso, da Universidade Federal
do Piaui - UFPI, sob o Registro n° 26.235. As cascas da planta foram secas em uma
estufa de circulacéo de ar forcada (Centro de Ciéncias Agrarias — UFPI) durante 72 hs
a uma temperatura maxima de 45 °C (x 1) e trituradas em moinho tipo Willi. Em
seguida, extraidas com etanol P.A. em 4 etapas consecutivas, a temperatura ambiente,
com rotaevaporagdo subsequente para a obtencdo do extrato concentrado e,

posteriormente, liofilizado (criodessecacéo — CCA-UFPI)

4.2 Teste de solubilidade para EC

Esse teste foi realizado no laboratorio de pesagem da Universidade Brasil,
campos lItaquera. Para ele, preparou-se 6 (seis) solu¢cbes a partir de diferentes
solventes orgéanicos e inorganicos e po liofilizado de EC em microtubos (eppendorfs) a
fim de avaliar a solubilidade e dispersdo do pé de C. luetzelburgii. Para esse fim,
adicionou-se 0,01g do extrato, pesado em balanca analitica, a 1mL dos solventes:
dimetilformamida (DMF), agua, acido aceético, solucdo hidroalcoolica 70%, alcool a
70% e cloroférmio, respectivamente (Figura 2) e deixou-se em repouso por um tempo

de 20 minutos.
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Figura 3 — Teste de solubilidade do EC em DMF, &gua, acido acético, solucao hidroalcéolica

70%, alcool a 70% e cloroférmio (A) a partir do extrato liofilizado (B)

4.3 Preparacdo da membrana de PLA e EC através da técnica de eletrofiacao

A sintese da membrana (ou manta) foi feita no Laboratorio de Eletrofiacdo/ Sala
de Bioimpressdo localizada no Instituto Cientifico e Tecnolégico da Universidade
Brasil, unidade Itaquera. Para tal, posteriormente ao teste da solubilidade, preparou-se a
solucao controle de PLA. Pesou-se 1 g de PLA em um frasco ambar e acrescentou-
se em seguida 7 mL de cloroférmio. A mistura resultante foi deixada a temperatura
ambiente e sob agitacdo magnética constante. Depois de 20 minutos, 3 mL de DMF
foram adicionados ao frasco e a solucao resultante foi deixada em agitacdo magnética
por mais 1 hora, até a total solubilizacéo.

Em seguida, foi novamente feita a pesagem de 1 g de PLA, colocando em dois
frascos ambar e acrescentando 7 mL de cloroférmio em cada frasco, deixando-os a
temperatura ambiente e agitagdo magnética constante durante 20 min. Logo depois,
pesaram-se 0,5 g e 1 g do pé liofilizadodo EC, colocando-os em seus respectivos
frascos e acrescentaram-se 3 mL de DMF em cada frasco, deixando-os em agitacéo
magnética por mais 1 hora. Apés todo esse processo, preparou-se 0 sistema de

eletrofiac&o e iniciou-se o processo.
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Figura 4 — Material usado para a sintese da membrana ou manta: (A) PLA; (B) Extrato de

copaibaa 0,5% e a 1,0%

Fonte: Autoria propria, 2021.

A confeccdo da manta de PLA com copaiba (PLAEC) nas concentra¢cfes de
0,5 e 1 % ocorreu por meio de um suporte com seringa acoplada verticalmente, o qual
continha a solugcéo (em torno de 30 microlitros) de polimero com extrato gotejado
através uma agulha metalica de 1lcc fixos em uma matriz, distante 10 cm do coletor
aterrado metélico e submetidos a tensfes elétricas que variavam entre 15,0 e 15,8
kV, por um tempo calculado entre 1 e 1,5 hora (FIGURA 5). Todo o processo de
eletrofiacéo foi baseado e adaptado dos protocolos de SALLES et al.,2017.

O aumento da tensdo gradativa aplicada a agulha, fazia a solucdo presente na
seringa (contendo cargas elétricas) comecar a gotejar de modo que cada gota, em
resposta a tensdo elétrica, culmina em um jato polimérico extremamente fino (ROSSIN
et al., 2020; PENNE, 2022).

A placa metalica recoberta por papel aluminio (coletor aterrado) utilizada como
contra-eletrodo é o local de armazenamento da manta eletrofiada. O suporte fica em
posicao vertical do interior de uma capela com exaustdo, sendo a solu¢ao polimérica

submetida a agdo gravitacional (Figura 5).
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Figura 5 — Sistema de eletrofiacdo com coletor de recepcdo da manta eletrofiada

1
‘; ,
— :v -

Fonte: Autoria propria, 2021.

4.4 Caracterizacdo do Material Eletrofiado

1.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi utilizada para identificar as estruturas quimicas dos
componentes das membranas. As analises foram realizadas em equipamento da
marca Thermo Nicolet Nexus 470 com transformata de Fourier usando o modo de
reflectancia atenuada (ATR). Os espectros foram coletados na faixa de 4000-500 cm

1 com um total de 64 varreduras e resolucéo de 2 cm™.
4.4.1 Angulo de contato

A molhabilidade das membranas foi analisada utilizando-se o goniémetro da
marca KSV instruments modelo CAM 200. Para identificar os angulos de contato entre
a agua e as membranas, as mesmas foram acopladas em uma placa (lamina de
microscopio) e posicionadas centralmente a seringa. Depois de inserida a gota sobre

a superficie da membrana, as imagens foram capturadas e os angulos medidos pelo
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software. As medidas foram realizadas em triplicata (trés gotas do mesmo volume) e
os valores calculados através da média de 10 medicdes na mesma gota, obtidas

automaticamente pelo software. O erro foi obtido através do célculo de desvio padréo.

4.5 Esterelizagcdo das Membranas (Nanofibras eletrofiadas)

As membranas PLA e PLAEC foram, antes dos testes microbioldgicos,
submetidas ao processo de esterelizacdo. Todo esse procedimento foi feito no
Laboratério Central de Saude Publica Dr Costa Alvarenga- LACEN, em Teresina,
Piaui.

Para isso, as blendas foram divididas (cortadas) em pedacos de 4 cm?, os quais
foram colocados numa capela de fluxo laminar com luz ultravioleta e com poténcia de
15 W (0,30, 60 e 90 min). Posteriormente, os cortes de mantas foram transferidos para
placas de petri com meio de cultura agar sangue, a fim de verificar possivel
crescimento de qualquer microorganismo. O processo de incubacéo foi 24 h e em

estufa microbiolégica a 37 °C.

Figura 6 — Membranas de PLA e PLAEC 0,5% e 1% (em tamanho de 4 cm — Figura A),

semeada em agar sangue, por 24 horas, em estufa a 37°C — Figura 6B.

Fonte: Autoria propria, 2021.
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4.6 Analise microbiolégica

O ensaio foi realizado no setor de microbiologia do LACEN-PI, baseado no
protocolo do Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos —
BrCAST., 2022. Para realizagdo do antibiograma, foram usados discos cortados
partir das membranas eletrofiadas de PLA em tamanhos de discos padrdes do
protocolo (diametro de 6 mm) e separados como grupo controle (PLA puro) e PLAEC
0,5% e 1%, obtidos com o auxilio de um perfurador de papel de filtro, submetidos a
um processo de esterilizacdo por radiagao ultravioleta (UV), por 90 min e discos de
antibioticos padrées de antibiograma (controle positivo), amicacina para bactérias
Gram negativas (—) e teicoplamina para Gram positivas (+). Os micro-organismos
utilizados no teste foram cepas bacterianas Gram positivas de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Enterococcus
faecalis ( ATCC BAA-2573); Gram negativas de Escherichia coli (ATCC 25922 —
enterobactéria) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27953 — nado fermentadora de
glicose) e o fungo Candida albicans (ATCC 76645).

As colbnias bacterianas e a fangica foram previamente cultivadas em meios
de cultura agar sangue e agar MacConkey, respectivamente. Em seguida, com auxilio
de uma alca de inoculacdo estéril e descartavel, as colbnias foram pincadas e
diluidas em salina estéril até atingir o grau de turbidez de 0,5 na escala de McFarland
(cerca de 1 a 2 x 108 UFC/mL). Posteriormente, as solucdes foram semeadas em
placas 150 x 15 mm de &4gar Mueller Hinton com o auxilio de swabs estéreis. Apos o
semeio, foram colocados os discos de: PLA controle, PLAEC a 0,5%, PLAEC a 1%,
acrescidos a cada placa contendo as amostras dos micro-organismos ja
especificados.

Como controle positivo, foi feito semeio dos discos de amicacina nas placas
com bactérias Gram (-) e teicoplamina nas placas com bactérias Gram (+), conforme
ja mencionado. Nao foi usado controle positivo para fungos. Posteriormente, essas
placas foram colocadas em estufa a 35°C £ 2°C por 24 horas, para avaliacdo da
sensibilidade dos microrganismos frente aos discos utilizados. Cada etapa da analise

microbioldgica foi realizada em triplicata.
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4.7 Andlise de Dados

Os dados obtidos com a medicdo dos halos resultantes da inoculacdo dos
discos de PLA ou PLA+EC foram tratados com o sistema Graph Pad Prisma verséo
8.0 e foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) para identificar diferencas entre
tratamentos e a avaliacdo de quais grupos diferiram, foi feita pelo teste paramétrico
de Kruskal Wallis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de solubilidade

No teste de solubilidade do EC, verificou-se que todas as solu¢cfes mostraram
um po6 sedimentado (corpo de fundo) ao fundo do ependorf, exceto a solucédo de
cloroférmio que mostrou material residual flutuante e o da solugédo de DMF, o qual se
mostrou completamente diluida. Verificou-se, assim, que todas as solucdes se
comportaram como misciveis ao extrato, com énfase no DMF (totalmente miscivel),

vindo, em seguida, o cloroférmio.

Figura 7 — Teste de solubilidade do EC em DMF, &gua, acido acético, solucao hidroalcéolica

70%, alcool a 70% e cloroférmio

Fonte : Acervo individual do autor

O resultado da solubilizacdo entre duas substancias quimicas € decorrente das
interacdes entre o soluto e solvente. Trata-se, portanto, de uma interacdo fisica
(molecular) importante que desempenha um papel fundamental no comportamento
dos compostos organicos. Esse € um assunto de importancia em diversas areas da
ciéncia, como por exemplo: biologia de materiais, ciéncias farmacéutica e ambiental.
Além do mais, o conhecimento da solubilidade mostra-se essencial para previsdo do

destino ambiental de contaminantes e poluentes, processos de adsor¢cdo no solo e
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fatores de bioconcentracdo de agrotéxicos, dentre outros (MARTINS, LOPES e
ANDRADE.,2013).

Nesse contexto, a solubilidade da copaiba a todos os solventes testados, em
maior ou em menor grau € resultante da sua estrutura quimica complexa e rica. O 6leo
(presente em quase todas as partes da planta, inclusive nas raizes) é uma mistura de
terpenos de variados pesos moleculares. Os mais leves, liquidos a temperatura
ambiente, solubilizam os mais pesados, resinosos. No caso do Oleo-resina de
copaiba, os terpenos leves sdo sesquiterpenos, principalmente o cariofileno e seus
derivados e isbmeros, e 0s pesados sdo acidos di terpénicos de esqueletos labdano,
clerodano e caurano (LIMA et al., 2020).

Os principais constituintes quimicos desse 0leo resinoso sao descritos em
diversos trabalhos, nos quais varias técnicas foram empregadas para sua
identificacdo, desde as mais antigas, até as mais modernas, como a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE, ou HPLC, do inglés high performance liquid
cromatography), com colunas cromatograficas de fase estacionaria quiral. Assim, o
Oleo da copaibeira € basicamente uma mistura de sesquiterpenos e diterpenos, B-
cariofileno e acido copalico (copdlico e acetdxi-copalico), agatico, hardwickiico,
polialtico e o 6xido de cariofileno, os quais participam da composi¢do quimica de
guase todos os ja descritos, em maior ou menor grau, pois a quantidade desses
compostos de maneira isolada dependem da espécie, da regido, clima e solo onde é
encontrada a arvore. O certo é que, 0s constituintes sdo majoritariamente
considerados como acido graxos simplesmente e, dessa maneira, fica facil
compreender sua solubilidade em solventes orgéanicos, como por exemplo o
cloroférmio, visto que tem afinidades por particulas apolares, dai a boa dissolucéo do
PLA, o que o torna em posi¢cdo de destague na escolha para a producdo de mantas
eletrofiadas (LIMA et al.,2020; SAMPAIO., 2022). Inclusive, diversos estudos tém sido
realizados com polimeros para a obtencdo de fibras e um dos polimeros mais
escolhidos é o PLA, poliéster, biodegradavel em meios biol6gicos e majoritariamente
hidrofobico (ALMEIDA.,2021).

Portanto, a relacdo solubilidade EC em agua deve-se ao fato da riqueza de sua
molécula em compostos polares (do extrato), como acidos carboxilicos, acetéxi-
copdlico, agatico, hardwickiico, polialtico e o 6xido de cariofileno, além de compostos
nitrogenados, que permitem ligagcdes quimicas a molécula da agua, fator que justifica

a facilidade em adulteracdo desse produto, a fim de gerar maior lucro no coméercio.
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Acontecem adultera¢gdes do 6leo de copaiba com produtos de menor valor agregado,
com o objetivo de diluir o 6leo e aumentar quantidade. Estas adulteracdes ja eram
descritas desde o comeco do século em todos os lugares do mundo, onde o produto
era exportado, misturado com 6leo de madeira e 4gua. Atualmente, ainda € comum a
comercializagcdo do produto da copaibeira diluido com &gua. Essas adulteracdes
devem ainda ser somadas aquelas praticadas pelos laboratérios farmacéuticos, que
utilizam o6leos vegetais comestiveis como a soja e o milho para a diluicao “clandestina”
(MEDEIROS., 2019).

Ademais, o extrato utilizado é de caracteristica etandlica e o etanol, C2ZH50H,
€ um composto polar, muito solivel em agua, uma vez que as interacdes dipolo-dipolo
gue se estabelecem entre as moléculas de agua e as de etanol (ligacdes de
hidrogénio) sdo da mesma ordem de grandeza das atracdes entre as moléculas do
etanol, justificando o sucesso da solubilidade (MARTINS, LOPES e ANDRADE.,
2013).

A partir do exposto, entende-se que a escolha do solvente para a producéo das
membranas € uma etapa fundamental, pois a polaridade desta substancia determina
a condutividade, o que pode acelerar ou atrapalhar no processo de eletrofiagdo e
formacgéo das mantas (CASASOLA et al., 2014).

5.2 Mantas de PLA e PLAEC

Através do processo de eletrofiacdo, produziram-se mantas de PLA e PLA
associado a extrato de copaiba (PLAEC) em duas concentracdes diferentes (PLAEC
0,5% e PLAEC 1.0%), podendo-se observar nitidamente as similaridades de cores das

mantas PLAEC em relacdo a coloracdo do extrato de copaiba (Figura 8 A, B e C).
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Figura 8 — Mantas de PLA: pura (A) e associadas a EC, PLAEC 0,5% (B) e PLAEC 1% (C).

Fonte: Autoria propria.
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5.3 Teste de esterelizagao

Objetivando uma correta e confiavel utilizacado das mantas eletrofiadas no teste
de antibiograma, essas foram submetidas a um processo de esterilizagdo em UV e
semeio em agar sangue, a fim de avaliar possivel contaminacgéao.

O resultado deste processo foi positivo, no sentido de que as placas de agar
sangue contendo as mantas PLA controle, PLAEC 0,5% e PLAEC 1%, nos diferentes
tempos, TO (0’), T1 (30°), T2 (60’) e T3 (90’), ndo apresentaram crescimento

microbiano, indicando auséncia de contaminacdo externa.

Figura 9 — Prova de esterilizacdo das mantas produzidas

Fonte: Autoria pépri

Entende-se por esterilizacdo a eliminacdo total de todos os tipos de
microorganismos, incluindo bactérias, leveduras e virus. Pode ser realizada por
mecanismos fisicos e/ou quimicos que inativam todos as formas de vida microbiana.
Nessa conjuntura, a irradiacdo ultravioleta € classificada como um processo de
esterilizacdo de Scaffolds, e, igualmente usada para esterilizar superficies de
materiais e descontaminacao de ambientes (FRANCISCO., 2019)

Ainda de acordo com Francisco.,2019 o processo de esterilizacdo por luz

ultravioleta possui diversas vantagens: baixa temperaturas, processo rapido, de baixo
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custo, sem deixar residuos toxicos. Porém, se houver exagero na incidéncia de
radiacdo, podem acontecer alteracdes nas propriedades estruturais e bioquimicas do

material.

5.4 Caracterizagdo das Membranas

5.4.1 FTIR

Espectros FTIR foram obtidos a fim de se caracterizar os grupos quimicos dos
materiais formadores das membranas, conforme mostra a Figura 10. Para todas as
amostras foi possivel observar as bandas relativas as vibracdes dos grupos funcionais
do PLA, entre as quais podemos destacar: as bandas centradas em 2995 cm™ e 2922
cm? associados a vibracdes de CH2, a banda em 1758 cm referente a ligacdo C=0
e as bandas centradas em 1182 cm, 1128 cm™ e 1083 cm* associadas as vibracdes
do grupamento C-O-C (LOCILENTO., 2018).

A presenca de bandas centradas no intervalo préximo de 1300 a 1000 cm™?
sugerem grupo alquil/aril éster (nC-O) e, a presenca de uma banda de absorcdo em
1758 cm?! (nC=0) em conjunto com a anteriormente relatada (nC-0O), é indicativa da
funcéo éster. Dessa maneira, analisando-se essas duas bandas, é possivel sugerir
gue as mantas tém uma funcdo mista — éster e fenol (LOPES., 2020). Todas as
bandas foram atribuidas em acordo com a literatura (LOCILENTO, 2018; LOPES,
2020; de DEUS, 2021)
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Figura 10 — Espectros de FTIR das mantas eletrofiadas de PLA, PLAEC 0,5% e PLAEC 1 %
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Fonte: Autoria prépria.

Os espectros observados para as nanofibras contendo PLAEC foram
semelhantes ao obtido para o PLA puro, o que pode ser relacionado a sobreposicéo
das bandas ou a baixa concentracdo de copaiba associada (protocolo). O mesmo

comportamento foi observado nas nanofibras contendo copaiba a 0,5% e a 1%,
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demonstrando que o PLA incorporou de maneira bastante eficaz as duas diferentes
concentracfes do extrato etandlico e que se comporta como um veiculo positivo para

desempenho do extrato associado em questéo (LOCILENTO., 2018).

5.4.2 Angulo de Contato

A hidrofilicidade/molhabilidade é um aspecto importante nas aplicacdes
praticas de materiais desenvolvidos para uso na area biomédica. Baseado nisso, a
hidrofilicidade das membranas foi avaliada através da analise de angulo de contato
entre as membranas e a agua. Para LAW (2014), se o angulo de contato (8) é < 90° o
material é considerado hidrofilico, hidrofébico se 150° = 8 > 90° e superhidrofébico se
180° = 6 > 150°. Dessa maneira, quanto menor a molhabilidade, diz-se que o material
€ mais hidrofilico. Diversos estudos relatam correlagdo entre o aumento da
propriedade hidrofilica com uma reducao na formacéao de biofilme, acreditando-se que
o material hidrofilico interfere na fase inicial de adesdo microbiana baseada em
interacdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e interag6es de hidrogénio, onde,
se percebe que o aumento da hidrofilicidade do material, dificulta o processo de
deposicao microbiana (CAMPOS., 2022), o que corrobora com o presente trabalho.

A Tabela 1 apresenta os resultados de angulo de contato formados entre a
agua e as membranas. Conforme pode-se observar, os valores indicam
caracteristicas hidrofobicas tanto para as membranas contendo EC, quanto para a
membrana oura de PLA (valores de angulo = 150° = 8 > 90°). E, as membranas
associadas a EC apresentaram caracteristica mais hidrofébicas quando comparadas
a manta pura de PLA (elevacdo da molhabilidade de PLAEC). Os resultados
apresentam qualitativamente a diferenca expressiva entre o angulo de contato
formado sobre as mantas de PLA isolado e os angulos formados sobre os filmes
PLAEC (HOTT., et al, 2021), verificando- se, assim, diminui¢cdo do teor hidrofilico da
manta associada, o que a torna mais hidrofébica e, portanto, melhor absorvivel no

contexto (farmacoldgico) de absor¢cdo comparada a medicamentos.
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Tabela 1 — Valores dos angulos de contato entre a &gua e as membranas.

Amostra Angulo de contato médio
PLA 111+ 0,2
PLAEC 0,5% 115+ 0,6
PLAEC 1% 125+ 0,2

Nota: O erro corresponde ao desvio padréao calculado em triplicata

5.5 Analise microbioldgica

Para se entender os achados da avaliagdo do material eletrofiado em relacao
as atividades microbianas, € importante enfatizar que o 6leo resina, mesmo na forma
in natura, como é retirado do tronco da copaibeira, € amplamente usado na medicina
popular com indicacdes das mais variadas (MULLER et al., 2013). Dentre os diversos
estudos existentes sobre a copaiba, muitos ja demonstram evidéncias da sua
atividade bacteriana (ARAUJO., 2022).

De acordo com Yamaguchi e Garcia (2020), a potencialidade terapéutica da
planta esta diretamente relacionada a presenca de compostos fendlicos, flavonéides,
terpendides, diterpendides e sesquiterpendides em sua estrutura quimica, capazes de
neutralizar radicais livres, impedindo a propagacdo de processos oxidativos,
trabalhando assim como agente anti-inflamatorio na garantia da integridade da célula.
Talvez por isso, 0 extrato da copaibeira seja um dos extratos mais usados no mundo,
sobretudo no Brasil, onde a espécie tem vasta ocorréncia e pode ser encontrada a
venda até em feiras livres, ervanarios e lojas de produtos naturais, sendo, inclusive,
um produto com aprovacdo pela FDA (Food and Drug Administration), érgdo de
regulamentacéo de drogas e alimentos do governo americano (QUEMEL., 2021).

Neste trabalho, os extratos produzidos foram associados a solu¢éo de PLA em
duas concentracdes diferentes: 0,5 % e 1,0 %, para processo de eletrofiacéo e,
entdo,utilizacdo dos discos produzidos a partir desse material. Apds 0 semeio dos
pequenos discos em S aureus, S epidermidis, E. coli, E. faecalis e P. aeruginosa,
percebeu-se atividade inibitéria da atividade bacteriana em todos o0s casos e,
complementarmente, atividade antifingica, testada através da inoculacdo do disco
PLAEC em C. albicans, corroborando os resultados de diversos estudos ja publicados
acerca da sua atividade antibacteriana e antifungica (SANTANA., 2021).

Em ambas as concentracBes de EC, evidenciou-se atividade antimicrobiana



51

e antifingica, contra todos os micro-organismos testados. Os resultados referentes ao
PLAEC a 0,5 % e 1 % estdo apresentados na Tabela 2 , para as bactérias Gram
positivas, e na Tabela 3, para as Gram negativas e o fungo C.albicans. Conforme se
constata, o biomaterial PLAEC produziu halos de inibicdo do crescimento para os
micro-organismos de todas as placas. Fica, portanto, evidente a presenca de atividade
antimicrobiana e antifingica sobre as espécies testadas, podendo-se classifica-la,
ainda, em uma atividade intensa, de acordo com as medidas dos halos expostos nas

Tabelas 2 e 3, tal como sugeriram ALVES et al., 2000.

Tabela 2 — Perfil de sensibilidade do PLA controle, PLAEC 0,5% e PLAEC 1 %, pelo

método de antibiograma em bactérias Gram Positivas

S. aureus S. epidermidis E. faecalis
Teicoplanina 15 + 0,58 mm*** 20 + 0,58 mm*** 17 + 0,58 mm***
PLA controle 0 mm 0 mm 0 mm
PLAEC 0,5% 20 + 0,58 mm*** 17 + 0,58 mm*** 18 + 0,58 mm***
PLAEC 1% 22 + 1,15 mm** 21 + 0,58 mm*** 19 + 0 mm****

Valores expressos com média + e.p.m. **p < 0,001 e ****p < 0,0001 representam diferenca
estatistica em relagdo aos grupos Teicoplanina x PLA controle e Teicoplanina x PLAEC 0,5% e
1% (One-Way ANOVA, Graphpad Prism 8.0.1). Fonte: Autoria prépria.

Conforme se constata na Tabela 2, o biomaterial PLAEC produziu halos de
inibicdo do crescimento microbiano em todas as placas, demonstrando atividade
significativa da manta produzida com biomaterial associado ao extrato da copaibeira
frente as bactérias Gram positivas testadas, as quais sdo, S. aureus, S. epidermidis e
E. faecalis

O oleo-resina da espécie em questdo apresentou uma boa atividade
antibacteriana para bactérias Gram positivas e até mesmo para Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) com concentragdo inibitéria minima (CIM) de
62,5 a 125 pg/mL. Provavelmente tal resultado foi devido ao acido hardwickiico, um

dos principais compostos ativos do oleo-resina (SAMPAIO., 2022).
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Tabela 3 — Perfil de sensibilidade do PLA controle, PLAEC 0,5% e PLAEC 1 %, pelo método

de antibiograma em bactérias Gram (-) e Candida albicans

E. coli P. aeruginosa C. albicans
Amicacina 20 + 0,58 mm** 20 + 0,58 mm*** NT
PLA controle 0 mm 0 mm 0 mm
PLAEC 0,5% 15,33 + 0,88 mm** 10 + 0,58 mm** 17 + 0,58 mm***
PLAEC 1% 15,33 + 0,33 mm*** 14 + 0,58 mm** 21 + 0 mm***

Valores expressos com média + e.p.m. **p < 0,05 e ***p < 0,001 representa diferenca estatistica
em relacdo aos grupos Amicacina x PLA controle e Amicacina x PLAEC 0,5% e 1% (One-Way
ANOVA, Graphpad Prism 8.0.1). NT = ndo testado. Fonte: Autoria propria.

Conforme exposto na Tabela 3, o biomaterial PLAEC manifesta halos de
inibicdo do crescimento microbiano em todas as placas, demonstrando atividade
significativa da manta produzida com biomaterial associado ao extrato da copaibeira
frente as bactérias Gram negativas testadas, as quais séo, E. Coli, P. aeruginosa e o
fungo C. albicans.

Em estudos anteriores jafoirelatada a acdo do 6leo resina de copaiba isolado
sobre as espécies microbianas Staphilococous epidermidis, Stafilococus aureus,
Escherichia coli, Enterococus fecalis e Pseudomonas aeruginosa (DIPIERI, 2012;
BALLOTTIN, 2014; TORRES et al., 2017; SANTANA et al., 2020), tal como foi
visualizado e numericamente apresentado nas Tabelas 2 e 3.

A atividade evidenciada, muito provavelmente,baseia-se na presenca dos
constituintes sesquiterpénicos fendlicos identificados em sua composi¢édo quimica, 0s
guais também se mostraram capazes de inibir formacgéo de placa bacteriana em cées
testados no experimento, cujos halos de inibicdo apresentaram resultados
significativos e relevantes, conforme expdem as tabelas 2 e 3. (PIERI, 2012).

Em outro trabalho (BALLOTIN, 2014), é relatada a acao antimicrobiana do
biofilme, associado a outros compostos dotados de ac¢do antimicrobiana, onde foi
visualizada a eficacia contra C albicans, demonstrando uma resposta biocida sobre o
fungo, por meio de espectroscopia UV-VIS.

Nesse sentido, vai ficando cada vez mais sugestivo que 0S cOompostos
fendlicos sesquiterpénicos e diterpénicos (com suas porcentagens labdanicas e
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kauranicas), variantes de acordo com a espécie de copaiba, sdo 0s responsaveis
pelas caracteristicas ja citadas. Merecem destaques o0 halo de inibicdo contra P
aeruginosa (PFIFER, 2019; LEANDRO, 2021), que é uma bactéria Gram negativa
tipicamente hospitalar, causadora de seérios problemas de saude publica em
decorréncia do alto indice de infec¢des hospitalares em UTlIs e de dificil tratamento,
por se comportar como multirresistente (FIGUEREDO, 2021).

Em um outro trabalho realizado por Landim (2019), utilizando resina de
copaiba difusdo em disco, a efetividade contra E. coli foi superior a atividade contra
S. aureus. Mesmo com técnicas diferentes e medicbes em triplicata, neste
experimento, o halo produzido em E. coli também foi numericamente maior.

Os trabalhos de Barbosa (2015) e Brand et al, (2019) também corroboram
com este resultado, na medida em que, observando a inibi¢cdo in vitro de agentes da
mastite presentes no leite de bovinos, encontraram achados promissores com discos
de Oleo de copaiba em placas inoculadas com S aureus, E coli, E faecalis e P
aueruginosa. O mecanismo de a¢ado descrito envolve participacdo dos constituintes
guimicos do Oleo da copaiba, ja citados e expostos anteriormente, principalmente
substancias dos grupos dos sesquiterpenos, diterpenos e terpenoides que podem
variar na concentragdo, dependendo da regido e da florada da arvore. Os terpendides
podem transpor a membrana da bacteria, desestabilizando os gradientes de pH,
gerando consequencias que podem resultar na morte celular bacteriana
(BERTIPAGLIA., 2020).

Neste estudo foi demonstrada a eficacia dos biomateriais PLAEC a 0,5% e
PLAEC a 1,0%, frente a todas as bactérias e no fungo, testados neste trabalho.

Ainda ndo foram encontrados, na literatura, trabalhos publicados sobre a
associacdo de PLA e copaiba, através de eletrofiacdo, o que torna esse estudo
inovador e promissor em diversos aspectos.

Como ja foi enfatisado, a atividade antimicrobiana de produtos oriundos das
espécies de copaiba contra uma variedade de micro-organismos, Gram-positivos e
Gram-negativos, ja foi verificada. Os principais componentes do 6leo e o B-cariofileno
com agdo anti- inflamatoria, antibacteriana, antifingica e antiendémica, e o [3-
bisaboleno, com efeito analgésico e anti-inflamatorio (ARAUJO., 2022).Assim, ao
testar PLAEC, presume-se que aconteca alteracdo da permeabilidade e integridade
da membrana celular bacteriana. Entdo, acredita-se que o efeito antimicrobiano na

estrutura da parede celular bacteriana, desnatura e coagula proteinas, modificando a
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permeabilidade da membrana citoplasmatica para ions de hidrogénio e potassio,
interrompe 0s processos vitais da célula, como transporte de elétrons, translocagao
de proteinas, fosforilacdo e outras rea¢des que dependem de enzimas, resultando na
perda do controle quimiosmotico da célula afetada e culmina no resultado esperado,
gue é a morte bacteriana (SANTANA et al., 2020).

Almeida-Silva et al. (2020) demonstraram o elevado potencial de inibicdo da
copaibeira para crescimento sobre as trés bactérias patogénicas ja citadas
(Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa), das quais duas
delas sdo Gram-negativas e uma Gram-positiva, mostrando resultado concentragéo
dependente. O estudo explica que as Gram-positivas sdo menos suscetiveis do que
as Gram-negativas e atribui isso a diferenca nas paredes celulares, pois as bactérias
Gram-positivas apresentam multiplas camadas de peptidoglicano e muitas vezes
apresentam acidos teicoico ou acidos lipoteicdico que tém carga negativa e dificultam
penetracao.

Portanto novos estudos devem ser realizados para melhor caracterizar o
potencial antimicrobiano da manta eletrofiada de PLA com copaiba em concentracdes

diversas e testando outros micro-organismos.
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6 CONCLUSOES

A producéo de fibras de PLA, pela técnica de eletrofiagdo, com extrato de
copaiba incorporado (PLAEC), nas concentragfes de 0,5% e a 1%, € factivel.

O PLAEC comporta-se como um biomaterial de natureza hidrofobica, solavel
em agua e na maioria dos solventes organicos.

A associacdo do PLA a EC conserva as suas caracteristicas quimicas e
demonstra maior hidrofobicidade, caracteristica favoravel a produtos farmacéuticos.

A adicdo das mantas de PLAEC, nas concentra¢cdes de 0,5% e a 1%, em
placas contendo E. coli (enterobactéria Gram negativa); S. aureus e S. epidermidis
(bactérias Gram positivas), P. aeruginosa (bactéria Gram negativa nao fermentadora),
E. faecalis (bactéria Gram positiva e Candida albicans (fungo leveduriforme) inibe o
crescimento destes micro-organismos, tendo o PLAEC a 1,0%, uma acéo mais efetiva.

Diante dessas afirmacoes, € possivel dizer que:

e O extrato de copaiba incorporado ao PLA, nas concentracfes de 0,5% e
1,0% é eficaz na inibicdo do crescimento de enterobactérias.

« O extrato de copaiba incorporado ao PLA, nas concentracdes de 0,5% e
1,0% inibe do crescimento de Gram positivas.

« O extrato de copaiba incorporado ao PLA, nas concentracdes de 0,5% e
1,0% é eficaz na inibicdo do crescimento de fungos.

. O extrato de copaiba incorporado ao PLA, nas concentracdes de 0,5%
e 1,0% é eficaz na inibicAo de micro-organismos resistentes a amicacina e
teicoplamina.

Estudos adicionais sdo necessarios para melhor caracterizar a atividade
antimicrobiana do PLAEC, sobretudo, para determinar a concentracdo inibitéria
minima e testar o efeito na inibicdo de outras espécies microbianas, principalmente as

multirresistentes.
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