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RESUMO

As plantas medicinais sempre foram muito utilizadas como forma preventiva ou
curativa de doencas. Dentre elas, podemos citar o buriti, um fruto muito utilizado
na medicina popular para o tratamento de doencas dermatologicas, cicatrizacéo
de feridas e como agente antimicrobiano. Apds o surgimento da nanotecnologia,
o desenvolvimento de biomateriais que associam diferentes materiais, incluindo
plantas medicinais, vem crescendo muito. Dentre as técnicas de
nanoestruturacao utilizadas, a eletrofiacdo se destaca por produzir membranas
em escala nanométrica com propriedades interessantes para aplicacfes
biomédicas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi produzir, caracterizar
e avaliar a atividade antimicrobiana de membranas eletrofiadas formadas a partir
de poli(acido lactico) (PLA) e mesocarpo do buriti (Mauritia flexuosa) (MESOBU).
As membranas foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), por espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e medidas de angulo de contato. A avaliacao
antimicrobiana (in vitro) foi realizada utilizando patdégenos bacterianos
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Echerichia coli, bem como
fungo Candida albicans, mediante os métodos de difusdo em disco e teste de
microdiluicbes. Os dados obtidos foram analisados em programa estatistico
software Graphpad Prism, versdo 8.0.1, considerando nivel de significancia de
5% (p < 0,05). Imagens MEV demonstraram a formacao de fibras homogéneas,
organizadas aleatoriamente e sem presenca de defeitos. Os espectros FTIR
mostraram as principais bandas vibracionais para grupos quimicos formadores
do PLA, e medidas de hidrofilicidade mostram que as membranas formadas
apresentam caracteristicas hidrofobicas. No teste de difusdo em disco e de
microdiluicdo, a membrana de PLAMESOBU 1% apresentou atividade
antimicrobiana contra todos os microrganismos testados; ja a membrana de
PLAMESOBU 0,5% sO apresentou atividade antimicrobiana no teste de
microdiluicdo. Diante dos resultados observados, as membranas de

PLAMESOBU apresentaram um potencial promissor para uso como biomaterial.

Palavras-chave: Extrato de buriti. Atividade antimicrobiana. Eletrofiagdo. Poli

(acido lactico). Caracterizacdo. Polimeros.



ABSTRACT
Medicinal plants have always been widely used as a preventive or curative form
for diseases. Among them, we can mention buriti, a fruit widely used in folk
medicine for the treatment of dermatological diseases, wound healing and as an
antimicrobial agent. After the emergence of nanotechnology, the development of
biomaterials that associate different materials, including medicinal plants, has
been growing a lot. Among the nanostructuring techniques used, electrospinning
stands out for producing membranes at nanometer scales with interesting
properties for biomedical applications. In this context, the objective of this work
was to produce, characterize and evaluate the antimicrobial activity of
electrospun membranes formed from poly(lactic acid) (PLA) and buriti mesocarp
(Mauritia flexuosa) (MESOBU). The membranes were characterized by scanning
electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared absorption spectroscopy
(FTIR) and contact angle measurements. Antimicrobial evaluation (in vitro), was
performed using bacterial Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
and Echerichia coli, as well as Candida albicans fungus, using disk diffusion and
microdilution methods.The data obtained were analyzed in a statistical program
Graphpad Prism software, version 8.0.1, considering a significance level of 5%
(p < 0.05). SEM images demonstrated the formation of homogeneous fibers,
randomly organized and without the presence of defects. The FTIR spectra
showed the main vibrational bands for chemical groups forming PLA, and
hydrophilicity measurements show that the formed membranes have
hydrophobic characteristics. In the disk diffusion and microdilution test, the
PLAMESOBU 1% membrane showed antimicrobial activity against all tested
microorganisms; the PLAMESOBU 0.5% membrane only showed antimicrobial
activity in the microdilution test. In view of the observed results, PLAMESOBU

membranes showed a promising potential for use as a biomaterial.

Keywords: Buriti extract. Antimicrobial activity. Electrospinning. Poly (lactic

acid). Characterization. Polymer.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A presente pesquisa mostra a producéo, caracterizacao e avaliacdo da atividade
antimicrobiana de membranas eletrofiadas formadas por poli (acido lactico)
(PLA) e mesocarpo de buriti. Os resultados dos testes microbiologicos
mostraram que a associacao desses biomateriais apresenta atividade contra as
bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Echerichia coli,
bem como para o fungo Candida albicans, podendo assim, contribuir para

producdo de membranas utilizadas como biomateriais para curativos.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies vegetais pela populagédo para fins curativos e
preventivos € um habito pertencente a medicina antiga nas mais diversas
culturas e civilizagBes. Principalmente nos paises em desenvolvimento, este €
um costume que se estende aos dias atuais (MATTOS et al., 2018). O facil
acesso e o baixo custo podem ser considerados 0s principais motivos para o uso
de espécies vegetais, além da crenca de que os produtos naturais s&o menos
nocivos do que os medicamentos alopaticos (MENEZES FILHO, 2019 a, b).

Ressalta-se, porém, que o uso de fitoterapicos pela populacéo, as vezes,
é feito sem o total conhecimento da toxicidade e acao terapéutica. Desse modo,
a pratica irracional da fitoterapia pode acarretar a ineficacia do tratamento e risco
a saude de quem a pratica, considerando que cada espécie vegetal possui
particularidades na manipulacdo, cultivo e formas de administracao
(FONTENELE et al., 2013).

Dentre as plantas medicinais, destaca-se o buriti (Mauritia flexuosa),
popularmente conhecido como coqueiro buriti, uma palmeira da familia Palmae,
que habita ecossistemas alagados e umidos do Nordeste, Norte e Centro-Oeste
brasileiro (BATISTA et al., 2012). Considerado como um dos simbolos do
Cerrado, o buriti € usado para diferentes finalidades, sendo assim conhecido
como “arvore da vida”. Essa planta desempenha fundamental papel na
manutengao de nascentes e cursos d’agua (SAMPAIO; CARRAZZA, 2012).

Na medicina popular, o buriti é utilizado no tratamento de doencgas
dermatoldgicas, cicatrizacdo de feridas e como agente anti-inflamatério
(FREIRE, 2017). Segundo Sampaio (2017), o buriti é rico em lipideos, sendo
considerado uma grande fonte de energia, além de apresentar atividade
anticancerigena e antioxidante (SAMPAIO, 2017).

Ao longo dos anos, os polimeros derivados do petréleo vém sendo
utilizados, na confeccdo de embalagens plasticas, porém, por se tratar de
material ndo biodegradavel, produz grandes quantidades de residuos sélidos,
tornando-se prejudicial ao meio ambiente (ARENAS, 2012). Como opc¢ao de
substituicdo aos polimeros sintéticos, podemos citar os biopolimeros, tais como
0 amido e a celulose, que ultimamente vem sendo amplamente estudados

(MOHAN et al., 2018). Nesse contexto, 0 acido lactico surge como uma
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alternativa aos derivados do petrdleo, ja que este € produzido de forma natural
através do processo de fermentagdo de microrganismos e € matéria prima para
producdo do poli (&cido lactico) (PLA), um biopolimero biodegradavel
(TROVATTI et al., 2016).

A sintese de biomateriais poliméricos em escala nanométrica vem
ganhando muito destaque em funcédo de suas aplicabilidades em diferentes
areas, como na producado de filtros de agua, componentes de biossensores,
matrizes de nanocompositos e na industria farmacéutica (ZOU et al., 2012).
Nesta udltima, o PLA ganha grande destague como material empregado na
engenharia de tecidos e sistemas de liberagdo controlada de farmacos
(SANTORO et al., 2016; AIJAZ et al., 2013; BHAGWAN et al., 2019).

Dentre os métodos de producéo de fibras ultrafinas e nanofibras, pode-se
citar a eletrofiacdo, uma técnica que utiliza de forcas elétricas e eletrostaticas
para formar membranas nanométricas, através de solucdes poliméricas, como o
poliacido lactico (PLA), coldgeno e quitina e outros (KHAN, 2012;
NASROLLAHZADEH et al., 2019).

A partir da metodologia empregada na producdo de membranas
eletrofiadas de PLA e do potencial terapéutico atribuido ao buriti, aliado a
escassez de estudos que reportam tal tema, o presente estudo tem os objetivos
de preparacdo e de avaliagdo da atividade antimicrobiana, in vitro, de
membranas eletrofiadas do mesocarpo de buriti (Mauritia flexuosa) (MESOBU)
associado ao PLA. Espera-se, com esta pesquisa, que o desenvolvimento de
novas tecnologias baseadas na eletrofiagdo e na composicdo de membranas
bioldgicas possa ser empregado na melhoria da resposta diante de processos

infecciosos e inflamatorios de pacientes com feridas e queimaduras.
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2 OBJETIVOS

Produzir, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de membranas
eletrofiadas a partir da combinacdo do PLA e mesocarpo do buriti (Mauritia
flexuosa).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir membranas de PLA e PLAMESOBU através do método de
eletrofiacao;

Realizar a caracterizacdo morfolégica, estrutural e fisico-quimica das
membranas de PLA e PLAMESOBU,;

Avaliar o potencial antimicrobiano das membranas de PLA e
PLAMESOBU.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde os primérdios da humanidade, plantas medicinais tém sido um
recurso terapéutico muito utilizado no tratamento das mais variadas
enfermidades, recurso que tem se difundido de geracdes até os tempos atuais
(SILVA, 2016). Como ciéncia, a fitoterapia se define como o estudo da terapia
baseada no uso de plantas medicinais, cujo conhecimento de cura e prevencdes
de patologias originou-se da sabedoria empirica de povos e culturas antigas
(ARAUJO et al., 2016).

No Brasil, a fitoterapia se tornou parte integrante da Atencdo Basica a
partir de 2006, com a aprovacao da Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no sistema Unico de saude (SUS), o qual atende as
recomendac¢des da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para que 0s paises
criem politicas de incentivo ao uso de plantas medicinais (RODRIGUES;
SANTOS; DE SIMONI, 2011). A fitoterapia teve sua implementacéo a partir da
constatacdo de que a populacao atendida nas Unidades Bésicas de Saude fazia
uso de plantas medicinais simultaneamente ao uso de medicamentos alopaticos
(ARAUJO et al., 2015).

A OMS estima que 70% a 90% da populacdo nos paises em
desenvolvimento dependem da fitoterapia no atendimento na atencéo basica a
Saude (WHO, 2011). No Brasil, cerca de 82% da populacdo utiliza produtos
naturais no cuidado a saude, seja pelo conhecimento da medicina indigena,
quilombola, entre outros povos, seja pelo conhecimento empirico da medicina
popular ou nos sistemas oficiais de salde, orientadas pelos principios e diretrizes
do SUS (RODRIGUES; SANTOS; DE SIMONI, 2011).

Segundo Monteiro et al. (2015), cerca de 25% dos medicamentos atuais
sdo desenvolvidos através de produtos vegetais, validados por meio de
experimentos realizados em instituicbes de pesquisa. Sendo assim, inUmeras
sdo as plantas que apresentam metabdlitos secundarios, como taninos,
alcaloides, flavonoides, 6leos essenciais, considerados principios ativos, o0s

quais sdo responsaveis pelas mais variadas atividades farmacoldgicas, como
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atividade anti-inflamatoéria, antimicrobiana, cicatrizante, laxativa, antialérgica,
antioxidante, dentre outras (ALVES et al., 2009).

Desse modo, o estudo das atividades terapéuticas e toxicoldgicas das
plantas medicinais, aliado ao crescimento da industria farmacéutica, mostram-
se necessarios para a sintese de farmacos cada vez mais eficientes e seguros,
com menos efeitos adversos, considerando o fato de que, mesmo se tratando de
produtos naturais, o uso de forma irracional pode levar a efeitos nocivos a saude
tanto quanto os medicamentos industrializados (SHARMA; SARKAR, 2013).

3.1.1 Buriti (Mauritia flexuosa)

O interesse pela busca de produtos vegetais com atividades
farmacoldgicas vem aumentado a cada dia, devido as diversas propriedades
farmacéuticas que estdo atribuidas a compostos quimicos presentes nas
plantas, conhecidos como metabdlitos secundarios (SA FILHO et al., 2021).

Dentre esses metabdlitos, destacam-se 0s 0leos essenciais, presentes
em inumeras plantas conhecidas como oleaginosas, entre as quais cita-se o
buritizeiro, ou buriti do brejo (Figura 1 A), uma palmeira pertencente a familia
Palmae, de nome cientifico Mauritia flexuosa, muito comumente encontrada em
locais alagados como rios, brejos e igarapés (PESSOA, 2017).

O buritizeiro, também conhecido na linguagem tupi-guarani como “arvore
que da liquido” (MATOS et al., 2014), tem uma vasta distribuicdo no territério
brasileiro, encontrando-se nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
principalmente na regido Amazonica, além de estar presente em outros paises
da América do Sul como, Peru, Bolivia, Venezuela, Colémbia, Trinidad e Tobago,
Equador, Guiana e Suriname (SAMPAIO, 2012; BRASIL, 2015).

Considerando os aspectos morfologicos, o fruto do buriti divide-se em 3
camadas: a camada mais externa, chamada de epicarpo (Figura 1 B),
apresentando uma casca escamosa castanho-avermelhada; a camada
intermediéaria, o mesocarpo (Figura 1 C), também chamada de polpa ou massa,
de espessura delgada e cor amarelada ou alaranjada, aspecto carnoso e oleoso,
comprovadamente rico em carotenoides, vitaminas (principalmente vitamina A),
6leos insaturados, fibras e ferro (SAMPAIO; CARRAZZA, 2012; CANDIDO;
SILVA; AGOSTINI-COSTA., 2015; MILANEZ et al., 2018; CRUZ et al., 2020); e
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o endocarpo, uma camada esponjosa que envolve a semente, esta ultima de

aspecto esbranquicado e duro (Figura 1 D) (ROSSI et al., 2014).

Figura 1 — (A) Buritizeiro; (B) Buriti; (C) Mesocarpo (seta verde); (D) Endocarpo

(seta amarela) e semente (seta vermelha) da Mauritia flexuosa L; (E) Estrutura

guimica do B-caroteno

Fonte: Adaptado de Freire (2017).

O mesocarpo do buriti apresenta alto teor nutritivo, pois é rico em 6leo
essencial, vitamina E, B-caroteno (Figura 1 E) e &cidos graxos insaturados
(MARTINS et al., 2008). Na caracterizacdo do 6leo, Castro et al (2020) observou
a presenca de compostos fendlicos como: eugenol, catequina, acido vanilico,
acido siringico, &acido elagico, vanilina e a quercetina, responsaveis pela funcao
antioxidante (LEAO et al., 2019).

Na industria de cosméticos, o Oleo € usado na producéo de hidratantes,
sabonetes e cremes para pele, por apresentar fungcdes umectantes, emolientes,
emulsificantes e modificadoras de viscosidade, permitindo assim propriedades
rejuvenescedoras (KENDALL; NICOLAOU, 2013; FORERO-DORIA et al., 2016).
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Na medicina e na industria farmacéutica, o uso do o6leo do buriti tem se
intensificado cada vez mais, considerando as diversas propriedades
farmacol6gicas, como atividade cicatrizante, antioxidante, bactericida,
vermifuga, analgésica e antiplaquetaria, sendo que alguns estudos in vitro e in
vivo demonstraram o potencial do 6leo na aplicacdo para trombose e para o
tratamento do cancer (SAMPAIO, 2017; SOUZA; VIANA, 2018; SCHIASSI et al.,
2018; MILANEZ et al., 2018; CRUZ et al., 2020; NOBRE et al., 2018; NERI-
NUMA et al., 2018).

Além disso, sabe-se que o 6leo do buriti apresenta a¢cdes farmacologicas
importantes no processo de regeneracao tecidual, principalmente na formacéo e
deposicado das fibras colagenas sobre a cicatriz, estimulando a proliferacao
celular de tecidos em regeneracao de lesbes (PIANOVSKI et al., 2008; SANTOS
et al., 2009).

Em estudos realizados por Sampaio (2011), o éleo do buriti apresentou-
se bastante promissor na fabricacdo de medicamentos contra o veneno de cobra
e afeccdes respiratérias. Oliveira et al. (2020) mostram, em seus estudos, que 0
Oleo de buriti, em baixas concentragdes, promove inibicdo da atividade da a-
amilase, indicando assim um possivel efeito contra a diabetes.

Outra propriedade terapéutica atribuida aos 6éleos essenciais do buriti € a
capacidade de fotoprotecdo contra as radia¢des ultravioletas (UV), exatamente
por esses metabolitos exercerem funcdes de lubrificacdo e de regeneracdo do
tecido epitelial, frequentemente submetida a irradiacées solares, prevenindo
assim a acédo de radicais livres e o envelhecimento precoce (ZANATA et al.,
2010; MANSUR et al., 2020).

Mais recentemente, em estudos realizados por Costa et al. (2020)
observaram, que os compostos 13-cis-B-caroteno, 9-cis-B-caroteno e a-
caroteno, encontrados no 6leo do buriti, podem exercer interacdes favoraveis em
enzimas peptidases do virus SARS-COV-2, tornando esses compostos
bioativos, grandes promissores para o0 planejamento de novas drogas no
tratamento contra o Covid-19.

Diante do exposto € evidente que o uso do buriti como produto fitoterapico
tem sido visto com grandes perspectivas, no entanto € necessaria a realizacao
de mais estudos e pesquisas que comprovem a eficacia e a seguranca desse
produto (SOUZA; VIANA, 2018).
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3.2 MICROORGANISMOS PATOGENICOS

3.2.1 Staphylococcus aureus

Os S. aureus é uma bactéria comensal gram-positiva e patdégeno
humano oportunista, que coloniza aproximadamente 30% da populacdo adulta
saudavel, sendo encontrada principalmente no trato respiratorio, pele e mucosas
(JENUL; HORSWILL, 2019; KWIECINSKI; HORSWILL, 2020). Esse
microrganismo foi isolado e identificado pela primeira vez por Anton Rosenbach
em 1884 e se caracteriza por ser anaerébio facultativo que produz enterotoxinas,
nao formar esporos, possuir forma de coco e ser formador de biofilme
(ROSENBACH, 1884).

Esta bactéria possui uma parede celular composta por uma Unica
membrana lipidica, circundada por uma espessa camada de peptidoglicano e
acido lipoteicoico ancorado por diacilglicerol. O peptidoglicano consiste no
principal composto da parede celular estafilocécica, sendo composto por duas
subunidades polissacaridicas alternadas de N- acetilglucosamina e &cido N-
acetilmuramico, com ligacdes 1,4- (OLIVIEIRA; BORGES; SIMOES, 2018).

As cadeias de peptidoglicanos dao rigidez a parede celular,
determinando sua forma e protegendo-a da lise osmotica (SILVEIRA et al.,
2016). Outro constituinte da parede celular € um grupo de polimeros contendo
fosfato chamados &cidos teicoicos, que contribuem com 40% da massa da
parede celular e fornecem uma carga negativa para a superficie da célula
estafiloccica, desempenhando papel na aquisicdo e localizacdo de ions
metalicos (HARRIS et al., 2002).

Embora a colonizacdo normalmente ndo seja prejudicial ao hospedeiro,
0 S. aureus pode romper as defesas inatas e colonizar tecidos mais profundos,
ocasionando infec¢bes superficiais e invasivas (TONG et al., 2015).

Estudos indicam que esse patdgeno tem causado graves problemas de
saude, resultando em uma alta carga socioecondmica em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento (BALASUBRAMANIAN et al., 2017). E relatado ainda que
cerca de 20% das infecgBes do sitio cirargico sdo causadas por S. aureus, sendo
também um dos patdgenos que mais causam surtos de origem alimentar no
Brasil (ZHOU et al., 2018; DA SILVA; RODRIGUES; SILVA, 2020).
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Os problemas de salde causados por S. aureus podem variar de
infeccdes leves de pele e tecidos moles a sepse e pneumonia necrotizante grave.
E a principal causa de infec¢Bes da corrente sanguinea, endocardite, infeccbes
osteoarticulares, foliculite, abscessos cutaneos, fasciite necrosante, dentre
outras (TONG et al., 2015).

Em contraste a outros patdégenos bacterianos, que muitas vezes
dependem de apenas uma ou algumas toxinas para promover infeccées, o0 S.
aureus produz uma infinidade de toxinas, incluindo uma gama de fatores de
viruléncia, como fatores de evasdo imunoldgica e fatores proteicos e nao
proteicos permitindo a colonizagao do hospedeiro (OTTO, 2010).

As principais toxinas do S. aureus podem ser divididas em trés grupos
principais: as formadoras de poros, as esfoliativas e as superantigenos
(OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018). As toxinas formadoras de poros podem
ser divididas em quatro tipos: Hemolisina-a, Hemolisina-f, leucotoxinas e
modulinas sollveis em fenol. Essas toxinas estdo relacionadas a algumas
doencas, como a sindrome do choque toxico, a sindrome da pele escaldada
estafilococica, a pneumonia necrosante ou as infec¢cdes profundas da pele
(LOPEZ; SANCHEZ, 2018).

Os mecanismos da disseminac¢do sistémica do S. aureus a partir de
lesGes cutdneas ndo sao totalmente compreendidos, embora os principais
fatores de risco para infeccdo sejam idade (maior risco em bebés e idosos),
comorbidades (doengas cardiacas, diabetes, doenca renal, infec¢do por HIV),
presenca de dispositivos médicos, uso de drogas intravenosas e baixo nivel
socioeconémico (ASGEIRSSON; THALME; WEILAND, 2018).

Sabe-se que a bactéria pode iniciar infeccdes em locais cirdrgicos ou
dispositivos médicos implantados, incluindo valvulas cardiacas, cateteres e
implantes ortopédicos (TONG et al.,, 2015). Durante a bacteremia, o
microrganismo circula no sangue, podendo semear em diversos 0rgaos vitais,
resultando assim em infec¢des disseminadas. Perante essa caracteristica de a
bactéria persistir em uma ampla variedade de nichos de hospedeiros, desde a
pele a dispositivos abioticos, torna-se dificil erradica-la, resultando em infecgdes
recorrentes (SCHERR et al., 2014; MONTGOMERY; DAVID; DAUM, 2015).

Atualmente, a capacidade desse microrganismo de desenvolver

resisténcia a antibiéticos € notdria, e essa resisténcia € geralmente adquirida por
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transferéncia horizontal de genes, embora mutacéo e selecdo também ocorram
(DA SILVA; RODRIGUES; SILVA, 2020).

As infecgOes causadas por cepas resistentes sdo comuns em ondas
epidémicas por um ou mais clones. Nesses casos, 0 S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) tem destaque, estando historicamente associada ao aumento
da mortalidade, morbidade e permanéncia hospitalar, em comparagdo com
aguelas causadas por S. aureus sensivel a meticilina (CHAMBERS; DELEO,
2009).

3.2.2 Escherichia coli

A E. coli foi isolada e descrita pela primeira vez por Theodor Escherich,
em 1885 (ESCHERICH, 1988; ADEOLU et al.,, 2016). Pertence a classe
Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales e familia Enterobacteriaceae,
essas bactérias sdo anaerObias facultativas, habitando o trato intestinal de
humanos, sendo uma das primeiras bactérias a colonizar neonatos (TENAILLON
et al., 2010; LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013).

Por ocupar diversos habitats e ser uma bactéria de vida livre, sofre
mudancas bruscas nas condicbes ambientais, tendo que enfrentar condicbes
desfavoraveis de pH, temperatura, osmolaridade e indisponibilidade de
nutrientes. Dessa forma, para adaptar a essa diversidade de situacoes, a E. coli
mantém rigido controle sobre a expressao de genes, respondendo rapidamente
as mudancas no ambiente externo (DE OLIVEIRA AVILA et al., 2016).

Dado seu papel no intestino de neonatos, visto que sdo capazes de
produzir vitamina K e de conferir resisténcia a colonizacao, a E. coli associada a
humanos pode, por definicdo, ser considerada mutualista, embora muitos
estudos referem-se a espécie como comensal (BLOUNT, 2015; MARTINSON,
2020). A alta capacidade adaptativa da bactéria permite que a mesma sobreviva
por longos periodos sem crescimento em uma variedade de nichos como solo,
agua, alimentos e sedimentos (LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013).

Embora a maioria ndo cause enfermidades, algumas cepas dessa
espécie sdo patogénicas e podem causar doencas intestinais ou extra-
intestinais, que estdo relacionadas a uma variedade de genes de viruléncia

adquiridos pela transferéncia horizontal de plasmideos, ilhas de patogenicidade,
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transposons e bacteriéfagos (SANTOS et al., 2020; JOHNSON; RUSSO, 2005).
E importante destacar que as comensais raramente causam doenca, exceto em
hospedeiros imunocomprometidos ou onde as barreiras gastrointestinais
normais sao rompidas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Por outro lado, as
E. coli patogénicas sdo responsaveis por surtos de diarreia infantil, cistite,
pielonefrite, meningite, dentre outras (ZHANG et al., 2015).

Dados sugerem que oito patotipos de E. coli causam doenca em
humanos, incluindo seis patotipos intestinais e dois patétipos que causam
infecgbes extra-intestinais. Os seis patotipos intestinais incluem E. coli
enteropatogénica, E. coli enterohemorragica, E. coli enterotoxigénica, E. coli
enteroagregativa, E. coli enteroinvasiva e E. coli difusamente aderente. Dentre
as extra-intestinais, destacam-se E. coli uropatogénica e E. coli associada a
meningite (LIU et al., 2020).

E importante destacar que a E. coli, tem sido relacionada a resisténcia a
beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLS), que afeta grande parte dos
antimicrobianos beta-lactamicos de uso clinico, o que dificulta o tratamento de
infec¢des causadas por essas enterobactérias (MENEGOL et al., 2012)

Vale ressaltar que os agentes beta-lactamicos estdo entre os antibioticos
mais frequentemente prescritos no mundo e a resisténcia bacteriana a esses
antibioticos se da principalmente pela disseminacéo de plasmideos-codificados
de ESBLs (RODRIGUES; MESQUITA, 2016).

3.2.3 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa € um organismo gram-negativo, geralmente encontrado
em diferentes superficies, como plantas, solo, ambientes aquaticos e
dispositivos médicos (MIELKO et al., 2019). Essa bactéria tem formato de bastéo
e possui aproximadamente de 0,5-1 um de diametro e de 1,5-5 um de
comprimento. Possui um flagelo que lhe confere mobilidade necesséria, tem a
capacidade de crescer em ambientes anaerdbios e em temperaturas variando
de 20°C a 43°C (PAZ-ZARZA et al., 2019). As cepas de P. aeruginosa possuem
genomas grandes, tendo em vista sua capacidade de produzir varios metabdlitos
e polimeros secundarios, bem como sua capacidade de usar varias fontes de
carbono (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).
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Em circunstancias particulares, a P. aeruginosa pode ser um
microrganismo patogénico, causando doencas graves em humanos, como
infeccbes nosocomiais e fatais em individuos imunocomprometidos, como
pacientes com cancer, de pos-cirurgia, com queimaduras graves ou infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (BASSETTI et al., 2018).

A P. aeruginosa coloniza frequentemente catéteres, nebulizadores e
umidificadores, sendo um dos patégenos causadores de pneumonia associada
a ventilacdo mecanica, meningoencefalite e sepse (REMOLD et al., 2011). E um
dos organismos mais isolados do trato respiratério de pacientes com fibrose
cistica, cuja ocorréncia da doenca aumenta com a idade e pode chegar a 80%
em adultos. Estudos demonstram que essa infeccdo acarreta aumento de
hospitalizacédo, além de alteracdes irreversiveis do sistema respiratério, como a
insuficiéncia respiratoria crénica (BEHRENDS et al., 2013).

Devido ao amplo papel dessa bactéria de causar vérias infec¢des e
aumentar a resisténcia aos antibidticos, recentemente a falha do tratamento
tornou-se um grande problema global, visto que a P. aeruginosa tem mostrado
alta resisténcia intrinseca a uma variedade de antibidticos, incluindo beta-
lactamicos, fluoroquinolonas e aminoglicosideos, o0 que resulta em taxas
significativas de morbidade e mortalidade. Com isso, em 2017, foi reconhecida
como uma das bactérias com maior risco de vida e listada como patégeno
prioritario para Pesquisa e Desenvolvimento de novos antibidticos pela
Organizacdo Mundial de Saude, visto que 0s agentes antimicrobianos comuns
exibem eficacia limitada (WHO, 2017).

Os principais mecanismos dessas resisténcias sdo a baixa
permeabilidade antibiética da membrana externa, AmpC codificado
cromossomicamente e efluxo de mdltiplas drogas. Além dessa resisténcia
intrinseca, a P. aeruginosa possui diferentes mecanismos de transferéncia
horizontal de genes e resisténcia induzida por mutacdo (BREIDENSTEIN; DE LA
FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011).

Outra importante caracteristica do género Pseudomonas é a formacao
de biofilme, que as protegem dos estresses ambientais circundantes, impedem
a fagocitose e, portanto, conferem uma boa capacidade de colonizacdo e
persisténcia em longo prazo (MORADALI; GHODS; REHM, 2017). Essa

capacidade se da por comunicagdes celulares eficazes dentro das comunidades
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microbianas de P. aeruginosa, conhecidas como quorum sensing. Sendo assim,
biofilmes altamente estruturados s&o formados e comumente identificados em
pacientes com infec¢gbes, como infeccdo pulmonar cronica, infecgao crénica de
ferida e rinossinusite cronica (ROMLING; BALSALOBRE, 2012).

Vale destacar que a existéncia de espécies de P. aeruginosa com
resisténcia aos carbapenémicos vem preocupando a saude publica no mundo,
pois tais medicamentos s&o referéncias no tratamento de infecgdes causadas
por esses patdgenos (NORDMANN; POIREL, 2019).

E importante, portanto, diagnosticar infecgdes por P. aeruginosa em um
estagio inicial antes do desenvolvimento do biofilme, o que poderia aumentar a
suscetibilidade aos tratamentos antimicrobianos. No entanto o aumento da
incidéncia de infec¢cBes agudas e persistentes em todo o mundo também destaca
a necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas como uma alternativa

aos antibioticos tradicionais, com o objetivo de erradicar essa bactéria.

3.2.4 Candida albicans

A C. albicans € um fungo diploide e polimorfico que forma micélios em
ambientes mutdveis no hospedeiro, adaptando-se a uma variedade de
ambientes microecolégicos, e, assim sendo, leveduras, hifas e pseudo-hifas
diferem quanto a morfologia celular, funcdo e condicbes de crescimento
(MATOS; CRUZ, 2019). As leveduras sédo redondas ou ovais, unicelulares e
podem ser toxicas ou permanecer de forma simbiética no sangue e cavidade
oral, pele e vagina (ANDES et al., 2012).

As células pseudo-hifais variam amplamente em largura e comprimento,
de modo que, em um extremo, se parecem com hifas e, no outro, se assemelham
a botdes alongados de células de levedura (SUDBERY, 2001). Tém formas
elipticas e multicelulares longas, que podem ser induzidas em pH 6,0, 35°C e
em meio de nitrogénio solido limitado (SOLL; STASI; BEDELL, 1978). As hifas
tém formas tubulares multicelulares, que podem ser induzidas por uma
temperatura de 37°C, N-acetil glucosamina, hipdxia, hipercapnia e pH alcalino,
desenvolvendo-se a partir de uma levedura ndo germinada (CHEN et al., 2020).

A C. albicans é um colonizador comum das mucosas de humanos,

estando presente em 75% da populagéo e, em individuos saudaveis, € membro
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da microbiota nativa, colonizando de forma assintomatica o trato gastrointestinal,
trato reprodutivo, boca e pele (ACHKAR; FRIES, 2010; KUMAMOTO, 2011).
Entretanto esse fungo pode causar infeccbes se a microbiota local for
perturbada, as barreiras do tecido forem enfraquecidas ou as defesas
imunologicas forem comprometidas. Dados sugerem que essa espécie é uma
das principais causas de infec¢coes hospitalares, representando cerca de 15%
dos casos de sepse adquiridos em hospitais (NOBILE; JOHNSON, 2015).

Estimativas sugerem que mais de um quarto da populacdo mundial tem
uma infeccao fangica da pele, que 75% das mulheres sofrem pelo menos um
episédio de candidiase vulvovaginal durante a vida e que mais de um milh&o de
pessoas morre a cada ano de uma infeccao fungica invasiva (D'ENFERT et al.,
2021). As taxas de mortalidade de infec¢Bes fangicas sistémicas séo altas,
chegando a 50% em muitos casos (KOHLER; CASADEVALL; PERFECT, 2015).

As infeccBes por C. albicans variam de infec¢des superficiais da mucosa
e derme a infec¢cBes disseminadas da corrente sanguinea. Geralmente as
infeccbes graves ocorrem com mais frequéncia em individuos
imunocomprometidos, como pacientes com AIDS, pacientes em quimioterapia e
pacientes em terapias imunossupressoras e pacientes em uso de dispositivos
médicos (QUEIROZ-FERNANDES, 2021; KULLBERG; AM, 2002). Vale ressaltar
que perturbacdes causadas por mudancas no pH, alteracBes nutricionais,
mudanc¢as nos niveis de oxigénio, uso de antibidticos, doencas ou terapia
imunossupressora sao os fatores que podem promover a maior proliferacéo de
C. albicans, levando a sintomas graves (LOHSE et al., 2018).

As infec¢des sistémicas fatais por C. albicans surgem quando o fungo
entra na corrente sanguinea, 0 que ocorre em presencga de um cateter venoso,
dialise, tratamento com antibiéticos, permanéncia prolongada em unidades de
terapia intensiva (UTI), cirurgia de grande porte e nutricao parenteral (D'ENFERT
et al., 2021). Uma vez no sangue, a C. albicans pode se disseminar para quase
todos os 6rgéos, como rins, figado e baco (ALVES et al., 2020).

Uma caracteristica desse fungo é a capacidade de formar biofilmes
altamente estruturados, contendo células em forma de levedura, células pseudo-
hifais e células hifais rodeadas por uma matriz extracelular (FOX; NOBILE,
2012). Além de formar biofilmes em dispositivos médicos implantados, como

cateteres, marca-passos, Vvalvulas cardiacas, proteses de articulacdo e
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dentaduras, os biofilmes de C. albicans também se formam nas superficies do
hospedeiro, incluindo superficies mucosas, pele e outros érgaos (RAMAGE;
MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006). Esses biofilmes funcionam como
reservatorios de células resistentes a medicamentos que podem se desprender,
multiplicar-se e semear infec¢gdes da corrente sanguinea (LOHSE et al., 2018).

Estudos sinalizam que a plasticidade da forma micelial € um fator
determinante da resisténcia aos medicamentos e também uma forma importante
durante a fase de infeccdo (THOMSON et al., 2015). A transformacédo de C.
albicans de levedura para hifa pode ajuda-los a escapar da fagocitose dos
macréfagos, aumentando a probabilidade de invadir os tecidos do hospedeiro e
causar maiores danos (CHEN et al., 2020). Existem ainda alguns fatores de
viruléncia inerentes as células de Candida spp. que lhes conferem a capacidade
de produzir doencas, como adesividade, alteracfes fenotipicas e morfoldgicas,
gue resultam no sucesso do processo infeccioso (DE ROSSI et al., 2011).

Dos fatores envolvidos na transi¢cado da forma comensal para patogénica,
destacam-se a protecdo contra lise osmoética e liberacdo de proteases que
facilitam a C. albicans atravessar o epitélio do hospedeiro e formar hifas
aumentando o poder nutricional e adesao tecidual (CULTLER, 1991). Dessa
forma, o processo inicial de viruléncia consiste na sua adeséo as células do
hospedeiro, mediada por proteinas da superficie do patégeno, como Agglutinin-
Like Sequence (ALS), que codificam oito dessas proteinas. No processo de
invasdo ao hospedeiro, a C. albicans induz as células epiteliais a realizarem

internalizacao celular por intermédio dos blastoconidios (DE ROSSI et al., 2011).

3.3 POLIMEROS

Apos o fisico Richard Feynman proferir uma palestra intitulada “Ha muito
espaco la embaixo”, no Instituto de Tecnologia da Califérnia em 1959, o interesse
pela nanotecnologia tornando-se imprescindivel no desenvolvimento de novos
materiais (CADIOLI; SALLA, 2006). Segundo Medeiros et al (2006) a
nanotecnologia € definida como um conjunto de acdes de pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo que sdo obtidas gracas a especiais propriedades

da matéria organizada a partir de estruturas de dimensdes nanométricas.
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Dentre esses materiais, citam-se os polimeros, que sdo macromoléculas
formadas pela repeticdo de pequenas unidades de baixo peso molecular
chamadas de monémeros (SILVA; RABELO, 2017). Estes apresentam elevado
peso molecular, formado por fortes interacdes intra e intermoleculares, o que
Ihes dao vantagens sobre outros materiais, como resisténcia, durabilidade,
facilidade de sintese, isolantes térmicos, além da possibilidade de reciclagem
(MANO; MENDES, 2015).

Os polimeros podem ter origem sintética ou natural, sendo considerados
sintéticos aqueles que derivam do petréleo e naturais ou biopolimeros, aqueles
que ocorrem na natureza (MANO; MENDES, 2015). Nos ultimos anos, o
interesse das industrias pelos polimeros, tem aumentado consideravelmente
devido a vasta aplicabilidade e versatilidade desses materiais. Como exemplo,
pode-se citar as embalagens plasticas usadas nas areas alimenticia, limpeza,
cosmética e farmacéutica (SIMAN FILHO; SANFELICE, 2018).

Entretanto o uso constante desses materiais e o descarte inadequado tém
causado sérios danos ao meio ambiente, por se tratar de materiais que
apresentam longo tempo de degradacéo, acumulando-se facilmente em ruas e
fontes hidricas, provocando total desequilibrio ao ecossistema (ONISZCZUK et
al., 2015; SIMAN FILHO; SANFELICE, 2018).

Nesses termos, a sintese e o0 uso de biopolimeros surgem como
alternativas para substituir boa parte dos polimeros sintéticos, como o0s
biotermoplasticos, plasticos ecoldgicos, composto por polimeros naturais,
facilmente degradados e que contribuem para a diminuicdo da poluicdo
ambiental (MOHAN et al., 2018).

3.3.1 Biopolimeros

Segundo Silvestrini (2020), os biopolimeros podem ser definidos como um
tipo de polimero sintetizado a partir de fontes naturais, como amido, celulose,
quitina e outros. Esses biopolimeros, tais como os derivados de polissacarideos,
proteinas e acidos nucleicos, podem ser facilmente biodegradados pela acéo
fermentativa de fungos e bactérias, sendo reduzidos a compostos de baixa

massa molecular, sem causar danos a natureza (SILVA; RABELO, 2017).
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Diante disso, as pesquisas sobre os biopolimeros tém tomado grande
proporcdo, visto que suas propriedades, principalmente a facil degradacéo,
apresentam vantagens sobre os polimeros derivados do petréleo, o que contribui
para a reducao do impacto ambiental (BRITO et al., 2011).

Na medicina, os biopolimeros tém sido bastante utilizados em
procedimentos de regeneracao tecidual e em sistemas de liberacdo lenta de
farmacos (TROVATTI et al., 2016). Dentre os biopolimeros com grande potencial
esta a fibrina, cuja atividade selante credencia seu uso em diversas cirurgias,
como cirurgia de reconstrucéo tecidual, plasticas e procedimentos odontoldgicos
(GOGULANATHAN, 2015; BARROS et al., 2016; FERREIRA et al, 2017).

Um dos biopolimeros mais abundantes na natureza € a celulose
bacteriana, que tem propriedades que lhe permitem serem usadas em curativos
para ferimentos (FU et al.,, 2013; SHAH et al., 2013; LIN et al., 2013) e em
sistema de liberacdo controlada de farmacos (ABEER et al., 2014).

Por apresentar baixa toxicidade, baixo custo e uma boa
biodegradabilidade, a pectina tem sido muito aproveitada em sistemas de
liberacdo lenta de farmacos no tratamento de doencas digestivas (MORRIS et
al., 2010). Além disso, a pectina apresenta propriedades anticancerigena e anti-
inflamatodria, o que a torna bastante promissora na aplicacdo terapéutica do
cancer (CHEN et al., 2006; SALMAN et al., 2008; DUTTA; SAHU, 2012).

De forma semelhante a pectina, o amido apresenta propriedades fisico-
quimicas que lhe permitem ser bastante explorado pelas indUstrias cosmética,
alimenticia e, principalmente, farmacéutica, nas ultimas décadas (LI et al., 2016).
Modificagbes em sua estrutura quimica tém permitido melhor resposta na
liberacdo controlada de farmacos, conforme pode ser comprovado pelos
experimentos realizados por Recife (2013) e Cardoso (2014), em que avaliaram
a taxa de liberacao do diclofenaco de sédio e hidrogel de goma gelana associada
ao amido.

Outro biopolimero muito comum é a quitosana, um polissacarideo
derivado da quitina encontrado principalmente nos crustaceos (RAO;
BHARATHI; AKILA, 2014). Dentre suas atividades farmacolégicas citam-se acao
antitumoral, hemostatica e hipocolesterolémica (DAMIAN, 2009). Atualmente, a
sintese de biofilmes a base de quitosana é empregada no tratamento de
gueimaduras (TROVATTI et al., 2016).
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3.3.1.1 Poli (acido lactico) (PLA)

A procura por novos materiais que possibilitem a confeccao de curativos,
que acelerem a cicatrizacdo e melhorem a eficacia do tratamento de pacientes
com feridas e queimaduras é, sem duvidas, um dos grandes objetivos dos
centros de pesquisa de nanotecnologias e biomateriais (DWIVEDI et al., 2016).

Segundo a Sociedade Europeia de Biomateriais, esses materiais devem
interagir com o organismo, possibilitando o tratamento ou a reposicao de tecidos
ou, ainda, potencializar as funcdes corporais, podendo ser metais, ceramicas,
polimeros ou compasitos (O’'BRIEN, 2011).

Os biomateriais sdo muito utilizados nas diversas areas da medicina, a
exemplo da engenharia de tecidos “scaffolds” (KOWALSKI et al., 2018; CHOI et
al., 2020). Entre esses biomateriais encontra-se o poli (acido lactico) (PLA)
(Figura 2), um poliéster sintético, semicristalino, muito utilizado em embalagens
plasticas para alimentos e produzido a partir do acido latico por meio de trés
diferentes reacdes quimicas: a policondensacdo, polimerizacdo direta ou
polimerizacdo por abertura de anel (AVINC; KHODDAMI, 2010; BRITO et al.,
2011; ROY; RHIM 2020).

Figura 2 — Estrutura quimica do Poli (acido lactico) (PLA)
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Fonte: Autoria propria.
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A sintese do PLA apresenta vantagem diante de outros polimeros, visto
que se trata de um material que pode ser originado de fontes naturais, portanto

gasta menos energia e, Visto isso, pode ser produzido em larga escala (VINK;
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DAVIES, 2015; FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016). Aliado a esse fator,
apresenta excelentes propriedades mecanicas e biolégicas, 0 que o torna
preferencial para substituir os polimeros mais nocivos ao ambiente
(RODRIGUES, 2012; SANTORO et al., 2016).

Com isso, o interesse da industria farmacéutica no desenvolvimento de
material a base de PLA ganhou importante destaque (NARANCIC et al., 2020;
CHOI et al., 2020). A baixa toxicidade de seus derivados, sua boa resisténcia
térmica, boa elasticidade, biocompatibilidade, biorreabsorbilidade e seu baixo
custo tornam esse material util no sistema de difusdo de farmacos, curativos,
implantes e procedimentos cirdrgicos (PAWAR et al., 2014; LI; KNETSCH, 2018;
DIOMEDE et al., 2018).

Diomede et al. (2018) demonstraram que o PLA complexado com células-
tronco mesenquimais gengivais humanas potencializaram a atividade das
células osteogénicas em ossos de cranio de ratos, sendo promissor como
implantes no tratamento de traumas e lesdes cranianas.

Estudos realizados por Locilento (2018), avaliaram a capacidade de
membranas eletrofiadas de PLA associada a Aloe vera e poli 6xido etileno, com
ou sem incorporacdo de extrato de semente de uva, como material para
curativos. Os resultados obtidos demostraram que as membranas de PLA/ poli
oxido etileno apresentaram viabilidade do crescimento de fibroblastos humanos,
favorecendo a proliferacdo celular, sendo potencialmente atil na aplicacao de
curativos.

Outro estudo relevante foi realizado por Proenca (2020), o qual usou o
PLA como biocompdsito associado a O6leo essencial de melaleuca,
demosntrando que o biocompdsito reduziu, significativamente, as células de E.
coli e S. aureus, tendo papel importante na difusdo controlada do agente
antimicrobiano.

Corroborando com os estudos de Proenca (2020), Chagas (2021) avaliou
a capacidade antimicrobiana de membranas eletrofiadas de PLA, borracha
natural e curcumina, um excelente agente antimicrobiano e antioxidante, sendo
observada a eficiéncia dessas membranas contra o S. aureus, além de proteger
a curcumina da atividade fotodegradavel (CHAGAS, 2021).

Contudo, embora o uso do PLA venha sendo cada vez mais explorado

pelas industrias farmacéuticas, sua fragilidade e sua baixa estabilidade térmica
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sdo consideradas desvantagens quando usado individualmente (JANDAS;
MOHANTY; NAYAK, 2013).

Sendo assim, novos estudos usam blendas de PLA associado a outros
polimeros como estratégia para melhorar as propriedades do PLA, visando,
assim, a abranger cada vez mais o0 uso desse biomaterial (NASHCHEKINA et
al., 2020; SHAKOURI; NAZOCKDAST; GHARI, 2020).

3.4 ELETROFIACAO

Desde a década de 40, ja se tem conhecimento sobre a técnica de
eletrofiacdo (electrospinning), no entanto somente a partir da década de 90 é
gue o interesse pela sintese de materiais eletrofiados ganhou maior repercussao
(UYAR et al., 2009). Atualmente, a eletrofiagdo € uma das técnicas mais
utilizadas em experimentos de nanobiotecnologia, de modo que, a partir de uma
solucéo polimérica e forcas mecanicas e eletrostéticas, sintetizam-se nanofibras,
empregadas nas mais diversas areas da industria farmacéutica (KHAN, 2012;
SCHNEIDER, 2017).

A excelente versatilidade dessa técnica, aliada ao baixo custo, facil
manuseio e compreensdo do processo, proporcionam-lhe grande vantagem na
confeccdo das nanofibras, em comparacédo a outras técnicas (MIGUEL et al.,
2018; WEN et al., 2017; MERCANTE et al., 2017). Entretanto algumas variaveis
influenciam diretamente na producdo das membranas durante a eletrofiacao,
como, por exemplo, peso molecular do polimero, temperatura e umidade do
ambiente, viscosidade, a relacdo de concentracdo polimero e solvente, tenséo
elétrica aplicada na solucdo, a saida da solu¢cdo da seringa, condutividade
elétrica e distancia entre a extremidade da agulha até a placa coletora (HUANG
et al., 2003; LI; XIA, 2004; CHENG et al., 2018).

Segundo Cheng et al. (2018), a variacdo de parametros do processo de
eletrofiagdo possibilita sintetizar nanofibras com diferencas morfologicas e
estruturais, permitindo propriedades diversas, apresentadas pelas membranas
assimétricas (DONG et al., 2020; MOUSAVI et al., 2020).

O processo de eletrofiacdo € realizado através de um sistema
experimental, composto por uma seringa com agulha, que funciona como uma

bomba injetora da solugéo polimérica; por uma fonte de alta tenséo, composta
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por dois eletrodos, um de carga negativa e outro de carga positiva, onde um é
fixado na ponta da agulha e o outro na placa coletora de metal, para que gere
um campo elétrico, permitindo o gotejamento da solug&o polimérica e a formagéo
do cone de Taylor; e, por ultimo, uma placa metéalica, chamada de coletor, onde
as nanofibras serdo depositadas até formarem a membrana assimétrica
(SCHIFFMAN; SCHAUER, 2008; BHARDWAJ; KUNDU, 2010; NONATO, 2017,
CORREA, 2019; ANTUNES, 2019) (Figura 3).

Figura 3— Aparato experimental da eletrofiagéo
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Fonte: Adaptada de Antunes (2019).

De acordo com Miguel et al. (2018), as nanofibras eletrofiadas
apresentam grande potencial de aplicacdo na area médica, uma vez que formam
membranas que sdo empregadas na reconstrucdo tecidual e regeneracéo
muscular, 6ssea, cartilaginosa e epitelial, e ainda como veiculo para liberacédo
de farmacos, como antibiéticos (GUNDAY et al., 2020; SEPAHI et al., 2021).

Em estudos realizados por Nonato (2017), nanofibras formadas pelo
composito ZnO (o0xido de zinco) e PLA produzidas por meio do processo de
eletrofiacdo demonstraram atividade antibacteriana para S. aureus, reduzindo
em dez vezes o numero de coldnias em comparacéo ao PLA puro.

Outro estudo, realizado por Scheidt (2018), que avaliou a atividade de

membranas eletrofiadas com o biopolimero quitosana, poli 6xido de etileno e
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sulfato de neomicina, demonstrou a acao antibacteriana apresentando uma
liberacdo rapida da neomicina, sendo que, em apenas 2 horas, boa parte do
farmaco ja tinha sido liberado da membrana. Sendo assim, as membranas
eletrofiadas se credenciam a serem potencialmente usadas como um biomaterial
na cicatrizacao de feridas.

Dessa forma, o crescimento do interesse nos estudos da técnica de
eletrofiacdo permite a producéo de diferentes tipos de materiais que possam ser
utilizados como curativos no tratamento de feridas (GILOTRA et al., 2018;
SELVARAJ et al., 2018). Entretanto ainda se faz necesséria a realizagdo de
novos estudos visando a avaliacdo do uso de diferentes composicbes
poliméricas, para que o processo de cicatrizagcdo possa ser melhorado
(LOCILENTO, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO PO DE MESOCARPO DE BURITI (Mauritia flexuosa)

As amostras dos frutos de buriti (Mauritia flexuosa) foram coletadas no
municipio de Agua Branca - PI (latitude 5° 54’S; longitude 42°38'W), em abril de
2019, e levadas ao Laboratério do Instituto Federal do Piaui (IFPI). Realizou-se
uma exsicata e depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade
Federal do Piaui (UFPI). Os frutos foram selecionados considerando a
maturidade e a presenca de fungos ou qualquer outra causa que prejudicasse
sua sanidade. Posteriormente foram lavados em agua com hipoclorito de sodio
comercial, para a devida higienizacdo. Em seguida, realizou-se a despolpa e a
separacao das partes do fruto, obtendo-se a polpa, casca e o endocarpo, para
depois serem liofilizadas. O mesocarpo do buriti (MESOBU) foi congelado em
um ultrafreezer, na temperatura de -70 °C, e em seguida levado ao liofilizador
modelo L101 (Liotop, Sdo Carlos, Brasil). A liofilizacgdo do MESOBU obedeceu
aos parametros utilizados por Freire (2017): temperatura de -40 °C, pressao a
vacuo abaixo de 500 mmHg e velocidade de liofilizacdo de 1 m/h (unidade de
vazao), por 72 h. Apés isso, processou-se 0 MESOBU em moinho de rotor tipo
ciclone (TE-651/2-TECNAL) até obter um p6 homogéneo (12,7mm) (Figura 4)

Figura 4 — Esquematizacdo da obtencdo do p6 do MESOBU
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Fonte: Autoria propria
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4.2 TESTE DE SOLUBILIDADE DO MESOBU EM DIFERENTES SOLVENTES

Para realizacao do teste de solubilidade, primeiramente pesou-se 0,1 g do
po liofilizado de MESOBU, em balanca analitica, e colocou-se em 6 microtubos,
separadamente. Em seguida, adicionou-se 1 mL dos seguintes solventes: agua
(H20), cloroférmio (CHCI3), dimetilformamida (DMF), alcool absoluto (ALC),
acido acético (AC) e solucao hidroalcoolica 70% (HA 70), em seus respectivos

microtubos, a fim de observar a solubilidade e dispersdo do MESOBU (Figura 5).

Figura 5 — Esquematizacdo do teste de solubilidade
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Fonte: Autoria propria
4.3 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE PLA E PLAMESOBU 0,5% e 1%

ApOs a avaliacdo da solubilidade do MESOBU, preparou-se a solugéo de
PLA. Pesou-se 1 g de PLA em um frasco ambar e acrescentou-se em seguida 7
mL de cloroférmio. A solucdo resultante foi deixada a temperatura ambiente e
sob agitacdo magnética constante durante 20 min. Apds esse tempo, 3 mL de
DMF foram adicionados e a solucdo resultante foi deixada em agitacdo
magnética por mais 1 hora, até completa solubilizacdo. Em seguida prepararam-
se as solucbes de 0,5% e 1% de PLAMESOBU, respectivamente. Pesou-se
novamente 1 g de PLA, colocando em dois frascos ambar e acrescentando 7 mL
de cloroférmio em cada frasco, deixando-os a temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética constante durante 20 min. Em seguida, pesaram-se 0,5 g e
1 g do p¢ liofilizado do MESOBU, colocando-os em seus respectivos frascos. Em
seguida, acrescentaram-se 3 mL de DMF em cada frasco, deixando-os em

agitacdo magnética por mais 1 hora (Figura 6).
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Figura 6 — Esquematizacéo da preparacao das solucdes de PLA, PLAMESOBU
0,5% e 1%
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Fonte: Autoria prépria

4.4 PRODUCAO DAS MEMBRANAS DE PLA E PLAMESOBU 0,5 % E 1 % VIA
PROCESSO DE ELETROFIACAO

Os parametros de eletrofiacdo foram baseados na otimizacdo
desenvolvida por Salles et al. (2017). A eletrofiacdo de cada membrana foi
conduzida durante 1 h - 1,5 h, com uma tensé&o positiva no intervalo de 15 a 15,6
kV, volume de 300 pL de cada solugdo em uma seringa de insulina (5 mm de

didmetro) e uma distancia da agulha-coletor de 10 cm (Figura 7).

Figura 7 — Sistema de Eletrofiagdo com montagem da seringa na vertical (fluxo

por gravidade), nos parametros de Salles et al., 2017

Fonte: Autoria propria.
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O processo experimental foi realizado de modo vertical, sendo a
velocidade do fluxo de solugéo resultado da acéo da gravidade sobre a mesma.
As membranas foram coletadas em folhas de aluminio e armazenadas em

dessecador por 24 horas.

4.5 TESTE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As membranas de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%, foram caracterizadas
por MEV utilizando equipamento VeGa 3 Tescan em tenséo de aceleracao 10,0
kV, distancia de 14,85 mm e magnitude de 1000, 5000 e 10000 X.

4.6 TESTE DE ANGULOS DE CONTATO

A molhabilidade das membranas de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%, foi
analisada utilizando-se o goniémetro da marca KSV instruments modelo CAM
200. Para identificar os angulos de contato entre a 4gua e as membranas, estas
foram acopladas em uma placa (lamina de microscopio) e posicionadas
centralmente a seringa. Depois de inserida a gota sobre a superficie da
membrana, capturou-se as imagens e os angulos (formados entre a amostra e a
gota de &gua). As medidas foram feitas em triplicata e os valores calculados
através da média + desvio padrdo de 10 medicbes na mesma gota, obtidas

automaticamente pelo software.

4.7 TESTE DE ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FTIR)

Para identificar as estruturas quimicas dos componentes das membranas
de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%, utilizou-se a espectroscopia FTIR. As
analises foram realizadas em equipamento da marca Thermo Nicolet Nexus 470
com transformada de Fourier usando o modo de reflectancia atenuada (ATR).
Os espectros foram coletados na faixa de 4000-500 cm™ com um total de 100

varreduras e resolucéo de 2 cm™.

4.8 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DAS MEMBRANAS
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4.8.1 Esterilizacao dos filmes

As membranas foram mantidas em uma capela de fluxo laminar com UV
e poténcia de 15 W nos tempos de 0, 30, 60 e 90 min (Figura 8). Em seguida,
foram cortadas em pedacos de 4 cm? e colocadas em placas de petri com meio
de cultura &gar sangue (Figura 9). Apés incubacao por 24 h em estufa a 35 °C +

2 °C, avaliou-se o crescimento microbiano.

Figura 8 — (A) Corte das membranas de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%; (B)

Processo de esterilizagéo na capela de fluxo laminar com luz ultravioleta

Fonte: Autoria propria.

Figura 9 — Membranas de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1% em agar sangue

Fonte: Aﬁtoria propria.
Nota: (A) mostra o corte da membrana de PLA na placa de Petri em meio agar sangue; (B) mostra
as placas de Petri com meio agar sangue nos tempos TO (0’), T1 (30’), T2 (60°) e T4 (90°),
contendo o corte de membranas PLAMESOBU 0,5% e 1% que foram levadas a estufa.
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4.8.2 Teste de atividade antimicrobiana

O ensaio foi realizado no setor de microbiologia do Laboratério Central de
Saude Publica “Dr. Costa Alvarenga” (LACEN-PI). Esse ensaio foi baseado no
protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Para
realizagdo do antibiograma, foram usados discos das membranas eletrofiadas
de PLA, PLAMESOBU 0,5% e 1% com diametro de 6 mm, cortados com o auxilio
de um perfurador de papel (Figura 10), submetido a esterilizacdo por radiacéo
ultravioleta (UV) por 90 min, e discos de antibioticos padrfes (controle positivo),
amicacina para bactérias Gram (-) e teicoplanina para Gram (+). Os
microrganismos utilizados no teste foram cepas bacterianas Gram (+) (S. aureus
— ATCC 25923) e Gram (-) (E. coli — ATCC 25922 e P. aeruginosa — ATCC
27953) e Fungos (C. albicans — ATCC 76645).

Os microorganismos foram previamente cultivados em agar sangue e
agar Macconkey. Em seguida, com auxilio de uma alca de inoculacao estéril e
descartavel, as colénias foram pincadas e diluidas em solucéo salina estéril até
atingir o grau de turbidez de 0,5 na escala de McFarland (cercade 1 a 2 x 108
CFU/mL). Depois, as solucdes foram semeadas em placas 150 x 15 mm de agar

Mueller Hinton com o auxilio de swabs estéreis.

Figura 10 — Discos de 6mm da membrana de PLAMESOBU 1%
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Fonte: Autoria propria.
Nota: (A) O circulo vermelho mostra os discos de 6mm das membranas PLAMESOBU 1%; (B)

mostra o perfurador utilizado para formar os discos.
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Apoés o semeio, foram colocados os discos de PLA, PLAMESOBU 0,5%
1% nas placas contendo S. aureus, E. coli, P. aruginosa e C. albicans. Como
controle positivo, colocou-se amicacina nas placas com bactérias Gram (-) e
teicoplanina nas placas com bactérias Gram (+). Nao foi usado controle positivo
para fungos. Posteriormente, as placas foram colocadas em estufa a 35 °C + 2
°C por 24 horas, para avaliacdo da sensibilidade dos microrganismos ante os
discos utilizados. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.8.3 Teste de microdiluicdo em placa

Para realizacdo do teste de microdiluicho em placas, primeiramente,
preparou-se as suspensodes contendo S. aureus — ATCC 25923, E. coli— ATCC
25922, P. aeruginosa — ATCC 27953 e Fungos C. albicans — ATCC 76645. Estes
microrganismos foram cultivados em meio de cultura agar sangue e agar
Macconkey. Em seguida, com auxilio de uma alga de inoculacdo estéril e
descartavel, as colénias foram pincadas e diluidas em BHI estéril até atingir o
grau de turbidez de 0,5 na escala de McFarland (cerca de 1 a 2 x 108 CFU/mL)
e deixados em estufa a 35 °C = 2 °C por 24 horas. ApGs as etapas acima, as
membranas PLA, PLAMESOBU 0,5% e 1%, foram levadas a capela de fluxo
laminar e submetidas a esterilizacdo por radiacdo UV por um periodo de 90
minutos, para somente depois serem cortadas em aproximadamente 16 cm?.

Apos o corte das membranas (Figura 11 A), as mesmas foram colocadas,
em seus respectivos tubos de ensaio que ja continham 2 mL de meio de cultura
BHI (brain heart infusion) agar (Figura 11 B). Desta forma, obteve-se 3 solugdes,
PLA BHI, PLAMESOBU 0,5% BHI e PLAMESOBU 1% BHI. Os tubos contendo
as solucdes foram frequentemente agitados e deixados a temperatura ambiente
por 20 minutos. Em seguida, transferiu-se 100uL das solucdes para os poc¢os da

placa, obedecendo a sequéncia descrita na Tabela 1 e mostrada na Figura 12.
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Figura 11 — Membranas de PLA, PLAMESOBU 0,5% e 1% em meio BHI

sdink

Fonte: Autoria propria.

Nota: A) mostra o corte de 16 cm? da membrana de PLAMESOBU 1%; B) mostra as membranas

de PLA, PLAMESOBU 0,5% e 1% sendo solubilizadas em meio BHI.

Tabela 1 — Disposicao das suspensfes de microrganismos e solucdes de PLA
BHI, PLAMESOBU 0,5% e 1% BHI na placa de microdiluicdo

COLUNA A COLUNA B COLUNAC COLUNAD
100uL PLA BHI  100uL PLABHI  100uL PLA BHI  100uL PLA BHI
LINHA 1 +100pL +100pL +100pL +100pL
E. coli C. albicans P. aeruginosa S. aureus
100pL 100uL 100pL 100pL
LINHA2 PLAMESOBU PLAMESOBU PLAMESOBU PLAMESOBU
0,5% BHI 0,5% BHI 0,5% BHI 0,5% BHI
+ 100uL + 100uL + 100uL + 100uL
E. coli C. albicans P. aeruginosa S. aureus
100uL 100uL 100uL 100uL
LINHA3 PLAMESOBU PLAMESOBU PLAMESOBU PLAMESOBU
1% BHI 1% BHI + 100uL 1% BHI + 100uL 1% BHI + 100uL
+ 100uL E. coli C. albicans P. aeruginosa S. aureus

Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 — Placa de microdiluicdo, contendo suspensdes de microrganismos e

solugdes de PLA BHI, PLAMESOBU 0,5% e 1% BHI em triplicata
COLUNA A COLUNAB COLUNAC COLUNAD

Fonte: Autoria propria.
Nota: Na linha 1 coluna A mostra a suspenséo de E. coli e solu¢do de PLA em triplicata. Na linha
1 coluna B mostra a suspenséo de C. albicans e solu¢éo de PLA em triplicata. Na linha 1 coluna
C mostra a suspenséo de P. aeruginosa e solugdo de PLA em triplicata. Na linha 1 coluna D
mostra a suspenséo de S. aureus e solucdo de PLA em triplicata; Na linha 2 coluna A mostra a
suspenséo de E. coli e solucdo de PLAMESOBU 0,5% em triplicata. Na linha 2 coluna B mostra
a suspensdo de C. albicans e solu¢cao de PLAMESOBU 0,5% em triplicata. Na linha 2 coluna C
mostra a suspenséo de P. aeruginosa e solugdo de PLAMESOBU 0,5% em triplicata. Na linha 2
coluna D mostra a suspenséo de S. aureus e solucdo de PLAMESOBU 0,5% em triplicata; Na
linha 3 coluna A mostra a suspenséo de E. coli e solugdo de PLAMESOBU 1% em triplicata. Na
linha 3 coluna B mostra a suspensao de C. albicans e solu¢cdo de PLAMESOBU 1% em triplicata.
Na linha 3 coluna C mostra a suspensao de P. aeruginosa e solu¢cdo de PLAMESOBU 1% em
triplicata. Na linha 3 coluna D mostra a suspenséo de S. aureus e solu¢do de PLAMESOBU 1%

em triplicata.

Apbs a transferéncia das solugdes para a placa, a mesma foi levada até
o aparelho de leitura de densidade Optica em um comprimento de onda de
450nm, para posteriormente avaliar a turbidez das solucbes antes e apls 24
horas de incubacdo. Em seguida, a placa foi levada para estufa a 35 °C + 2 °C

por 24 horas.
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4.9 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram avaliados com a ajuda do software Graphpad Prism,
versdo 8.0.1, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados
encontrados foram expressos como média + desvio padrdo e submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e pés teste (Newman Keuls), sendo apresentados

em tabelas e figuras, para melhor compreenséo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DOS ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS E CARACTERIZACAO DAS
MEMBRANAS

5.1.1 Anélise da solubilidade do MESOBU

No teste de solubilidade do MESOBU, observou-se que todas as solugdes
apresentaram decantacédo, seja ela parcial ou total, sendo a solu¢do aquosa a
Gnica a apresentar decantacdo total. Entretanto, em CHClz e DMF, o po

apresentou maior solubilidade, como mostra na Figura 13 (setas vermelhas).

Fonte: Autoria propria.
Nota: As setas vermelhas mostram o MESOBU dispersos nos solventes cloroférmio e DMF,
respectivamente. Pode perceber-se que nos tubos com CHCL3 e DMF a menor formacgéo de

sedimento em relacdo aos outros tubos.

A maior solubilidade do MESOBU em cloroférmio pode ser justificada pela
composicdo quimica do 6leo de buriti. Sabe-se que este apresenta expressivas
guantidades de carotenoides, vitamina E, acidos graxos insaturados, como o
acido oléico e linoleico, compostos insoliveis em agua, mas facilmente

solubilizados por solventes organicos, como o cloroférmio (PESSOA, 2017).
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Em estudos realizados por Oliveira (2019), o cloroférmio foi usado como
solvente para extrair B-caroteno do 6leo de buriti, demonstrando assim boa
capacidade extrativa. Tal caracteristica € de suma relevancia para a producao
das membranas, visto que o PLA apresenta boa dissolucdo em solventes
clorados, como o cloroférmio (CASASOLA et al., 2014).

Nesse caso, a escolha do solvente para a produgdo das membranas é
uma etapa fundamental, pois a polaridade da substancia determina a
condutividade elétrica da solucdo polimérica, interferindo diretamente na
extracdo do 6leo e no processo de eletrofiacdo das mantas (TIR; DUTTA;
BADJAH-HADJ-AHMED, 2012; AU et al., 2012; NGUYEN; CHUNG, 2011).

5.1.2 Analise macroscoOpica das membranas

As membranas foram produzidas através da técnica de eletrofiacdo com
a velocidade de fluxo de injecdo da solucéo regulada pela for¢ca da gravidade
(Figura 14).

Figura 14 — (A) Membranas eletrofiadas de PLA; (B) PLAMESOBU 0,5%; (C)
PLAMESOBU 1%
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Fonte: Autoria prépria.

Na avaliacdo macroscopica das membranas sintetizadas, verificou-se a
producdo de grande volume de manta que apresentaram-se compactas e
rigidas, variando tdo somente na coloracdo. A membrana de PLA apresentou
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uma coloracdo bem esbranquicada, enquanto as de PLAMESOBU 0,5% e
PLAMESOBU 1% apresentaram coloragdo amarronzada, sendo a PLAMESOBU
1% com uma tonalidade mais intensa que a PLAMESOBU 0,5%. Tais variagdes
de coloracdes, permite concluir que tal fato acontece devido a incorporacéao do
Oleo essencial do buriti nas membranas, tendo a PLAMESOBU 1% uma maior
concentragdo de 6leos essenciais (Figura 14 C).

Para Yuan et al (2016) o PLA possui diversas aplicacdes na area da saude
que aliado a técnica de eletrofiacdo favorece a incorporacdo de nanoparticulas
em fibras poliméricas (HU; CUI, 2012). Tal fato sugere que as membranas
contendo o MESOBU podem ser promissoras como formas farmacéuticas

utilizadas em sistemas de liberacao controlada de farmacos.

5.1.3 Analise da microscopia eletronica de varredura das membranas

Para as avaliagcdes morfoldgicas e estruturais das fibras das membranas,

as micrografias foram realizadas pelo MEV, conforme visto na Figura 15.

Figura 15 — (A) Membranas de PLAMESOBU 0,5%; (B) Membranas de
PLAMESOBU 1%, eletrofiadas e suas respectivas micrografias obtidas via

microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

100 um

Fonte: Autoria propria.
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Sabe-se que a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) € técnica
bastante utilizada em pesquisas cientificas, pois permite a observacdo e a
caracterizacao de diferentes tipos de materiais, a partir da emisséo e interacao
de feixes de elétrons sobre uma amostra, sendo possivel caracteriza-los do
ponto de vista morfologico e estrutural.

Sendo assim, ao avaliar-se as micrografias das membranas, estas
apresentaram-se uniformes e cilindricas, homogéneas, desalinhadas e livres de
defeitos, como beads ou poros, indicando uma boa dispersédo do 6leo do buriti
pela matriz polimérica, evidenciando assim, que o processo de obtencdo das
nanofibras foi adequado. Para Finotti (2017), o PLA possui caracteristicas
desejaveis, como boa performance mecéanica, processabilidade e estabilidade
térmica, o que justifica a boa homogeneizacdo das membranas.

Vale ressaltar que materiais fibrosos nanoestruturados podem ser
utilizados na engenharia biomédica como carreadores de farmacos e como
matriz para crescimento de tecidos. Sendo assim, destaca-se o grande potencial
do PLAMESOBU visto as suas dimensfes na nanoescala, as quais se

assemelham muito as dimensdes da matriz extracelular.

5.1.4 Analise do angulo de contato das membranas

Para realizacdo das medidas de angulo de contato, utilizou-se como
solvente dgua ultrapura (milii-Q). As amostras foram submetidas a dez medicdes
do angulo formado entre a gota e a superficie da membrana, em um total de 3
gotas por amostra. Os valores estdo apresentados na Tabela 2 com as médias
e desvios padroes.

Tabela 2 — Valores dos angulos de contato entre a 4gua e a superficie das
membranas de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%

MEMBRANAS ANGULO DE CONTATO MEDIO
PLA 111°+0,2
PLA + MESOBU 0,5% 116°+0,9
PLA + MESOBU 1% 115°+0,4

Fonte: Autoria propria.

Nota: Valores expressos com média + desvio padrdo em ftriplicata.
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Ao avaliar-se os valores contidos na Tabela 2, pode-se observar que o
PLA apresentou valores do angulo mais baixos que o PLAMESOBU 0,5% e 1%,
demonstrando que as membranas contendo o 6leo de buriti promoveu um leve
aumento do angulo em comparacédo a membrana sem o 0Oleo.

Sabe-se que o0 angulo de contato € um importante método para avaliar a
hidrofilicidade e hidrofobicidade das membranas bioldégicas. Os materiais
hidrofébicos mostram um angulo de contato superior a 90 ° uma vez que 0
contato entre a gota de agua e a superficie é baixo, enquanto que materiais
hidrofilicos apresentam angulo de contato menor do que 90 °, levando a um
espalhamento de agua em toda a superficie (SANTOS, 2016). Sendo assim, 0s
resultados obtidos dos valores médios dos angulos de contato entre a gota de
agua e a superficie das mantas, demostram um carater hidrofébico das mesmas.

Considerando que para absorcdo de farmacos por barreiras biolégicas,
estes devem apresentar uma boa lipossolubilidade, ou seja, devem ter carater
apolar, as membranas contendo PLA e 6leo de buriti contém caracteristicas
fisico-quimicas que possibilitam seu uso em formas farmacéuticas de liberacéo

controlada de farmacos e curativos de feridas e queimaduras.

5.1.5 Anélise de FTIR das membranas

A FTIR é uma técnica importante na caracterizacdo de grupos quimicos
amplamente utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e
transformacdes organicas e na engenharia biomédica (LOPES; FASCIO, 2004).

Sendo assim, a analise de FTIR objetivou caracterizar as bandas
vibracionais referentes aos grupos quimicos presentes nas membranas,

comparando a valores de espectro dispostos em literatura, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de espectros de compostos quimicos na regido do FTIR

Espectro Grupo quimico Funcao organica
3050 cm™ — 2840 cm™? C-H Alifaticos e alcanos
1820 cm™* — 1630 cm™? C=0 Ester
1300 cm™ - 1000 cm™? CcC-0 Acidos carboxilicos

Fonte: Autoria propria.
Nota: Valores retirados de LOPES e FASCIO, 2004.
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A observacao dos espectros na regidao do infravermelho das membranas
de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1% estao apresentadas na Figura 16.

Figura 165: (A) Espectros de FTIR para membranas formadas por
PLAMESOBU 1%; (B) PLAMESOBU 0,5%; (C) PLA
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Fonte: Autoria propria.
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Ao avaliar os espectros na regido do infravermelho das membranas de
PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%, nota-se que ndo ha diferenca em relacéo a
disposicéo das bandas. Comparando os espectros aos valores de referéncia
contidos na Tabela 3, tem-se que, as bandas centradas em 2995 cm™ e 2922
cm?® estdo associadas as vibracdes de C -H, apresentando maior intensidade
para PLAMESOBU 1% em relacdo as outras membranas, atribuida aos grupos
alifaticos e alcanos; j& a banda centrada em 1758 cm™ estd associada as
vibracfes de C = O, atribuida ao grupo éter; enquanto que as bandas centradas
em 1182 cm?, 1128 cm™ e 1083 cm* estédo associadas as vibracdes de C - O,
atribuida aos &cidos carboxilicos.

Trabalho realizado por Pacheco et al. (2022), avaliou 0s espectros na
regido do infravermelho das mantas formadas por quitosana, quitosana/glicerol
30% e quitosana/glicerol 30%/curcuma 1,5% e como resultado ndo se observou
bandas tipicas da curcumina. Tal fato pode justifica-se pela baixa concentracéo
da curcumina na membrana. Esse resultado corrobora com os obtidos neste
trabalho, em que o ndo aparecimento de bandas peculiares do 6leo do buriti,

pode ser devido a baixa concentracao ou a sobreposicdo das bandas.

5.2 ANALISE DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

5.2.1 Andlise do controle de esterilidade das membranas

Para utilizacdo das membranas no teste de atividade antimicrobiana,
essas foram submetidas a um processo de esterilizacdo em UV e semeio em
agar sangue, a fim de avaliar possivel contaminacéo.

Como resultado deste processo de controle de esterilidade, as placas de
agar sangue, incubadas em estufa a 35 °C £ 2 °C por 24h, contendo as
membranas PLA, PLA/MESOBU 0,5% e PLA/MESOBU 1%, nos diferentes
tempos de exposicdo ao UV, TO (0’), T1 (30’), T2 (60’) e T3 (90’), ndo
apresentaram crescimento microbiano, indicando auséncia de contaminacao
externa e permitindo o uso das membranas no ensaio de avaliacado

antimicrobiana (Figura 17).
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Figura 17 — Membranas de PLAMESOBU 0,5% e 1% em meio agar sangue,

apos 24 horas de incubacdo em estufa a 35°C + 2 °C
= = = |

Fonte: Autoria propria.
Nota: As setas amarelas indicam as membranas de PLAMESOBU 1% e as setas azuis indicam
as membranas de PLAMESOBU 0,5%, respectivamente nos tempos TO, T1, T2 e T3, apés 24

horas de incubacéo na estufa a 35 °C + 2 °C.

Varios processos podem ser utilizados na esterilizacdo de membranas
poliméricas, dentre eles a radiagcdo UV é uma técnica bastante empregada.
(MARRECO et al., 2004).

Estudos realizados por Fischbach et al. (2001) demonstraram que a
radiacdo UV por um periodo de 2 horas foi eficaz na esterilizacdo de um
copolimero contendo poli (acido lactico). Entretanto, o tempo de exposicdo a
radiacdo UV deve ser controlado, pois esse processo pode levar a alteragdes
nas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
bioreabsorbilidade dos scaffolds (FRANCISCO, 2019).

5.2.2 Analise da atividade antimicrobiana das membranas em disco

de difusdo

A Tabela 4 apresenta os resultados dos testes microbioldgicos utilizando

o método de difusdo em disco. O protocolo experimental foi reproduzido em
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triplicata, e os dados do diametro dos halos foram consolidados pela média e +
desvio padréo e nivel de significancia de p < 0,05 %. Os resultados mostraram
que os antibioticos amicacina e teicoplanina foram eficazes diante dos germes
testados. Para a amicacina, a sensibilidade foi de 21 mm e 20 mm para
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, respectivamente. Enquanto isso, a

teicoplanina apresentou sensibilidade de 20 mm para S. aureus.

Tabela 4 — Perfil de sensibilidade do PLA, PLAMESOBU 1%, pelo método de

difusdo em disco

P. aeruginosa E. coli S. aureus C. albicans
Amicacina 21 + 0,58 mm*** 20 + 0,58 mm*** NT NT
Teicoplanina NT NT 20 + 0,58 mm*** NT
PLA 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
PLAMESOBU 0,5% 0mm 0 mm 0 mm 0 mm

PLAMESOBU 1% 16 + 1,0 mm** 15+ 0,58 mm** 15 + 0,58 mm** 14 + 0,58 mm**

Fonte: Autoria propria.
Nota: Valores expressos com média + desvio padrdo. **p < 0,01 e ***p < 0,001 representa
diferenca estatistica em rela¢@o aos grupos Amicacina, Teicoplanina e PLAMESOBU 1% x PLA
(One-Way ANOVA - Newman Keuls, Graphpad Prism 8.0.1). NT, nédo testado.

Segundo a CLSI, para considerar atividade antimicrobiana a amicacina 30
Mg e teicoplanina 30 ug, o halo formado deve apresentar um valor maior que 17
mm e 14 mm, respectivamente, o que valida os controles positivos nesse
experimento. Nao houve aplicacdo do controle positivo para C. albicans.

Muitos trabalhos relacionam o 6leo do buriti a atividades antimicrobianas,
podendo este ser associado a diferentes matrizes poliméricas para potencializar
e/ou viabilizar essa atividade (FERREIRA et al., 2020). Tal fato ocorre porque os
biopolimeros, como o PLA, apresentam a capacidade de veicular compostos
bioativos, como antioxidantes, agentes antimicrobianos e antifingicos, o que
torna essa associagcdo promissora para o desenvolvimento de curativos
(MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2018; DIOMEDE et al., 2018).

Conforme mostra a Figura 18, ao avaliar a atividade antimicrobiana das
membranas de PLA e PLAMESOBU 0,5% e 1%, observou-se a formacao de halo
caracteristico de sensibilidade para os microrganismos S. aureus (15 mm), E.

coli (15 mm), P. aeruginosa (16 mm), e C. albicans (14 mm), obtendo-se resposta
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antimicrobiana com diferenca estatistica significativa p < 0,001 para P.
aeruginosa e p < 0,01 para os demais microrganismos, quando comparados ao
PLA e sem diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo a teicoplanina e
amicacina.

Figura 18 — Teste de difusdo em disco do PLAMESOBU 1% para avaliacao da

atividade antimicrobiana.

Fonte: Autoria propria.

Nota: (A) Seta vermelha mostra o halo em volta do disco de PLAMESOBU 1% e a seta amarela
mostra a auséncia de halo envolta do disco de PLA em semeio de S. aureus; (B) Seta vermelha
mostra o halo em volta do disco de PLAMESOBU 1% e a seta amarela mostra a auséncia de
halo envolta do disco de PLA em semeio de E. coli; (C) Seta vermelha mostra o halo em volta do
disco de PLAMESOBU 1% e a seta amarela mostra a auséncia de halo envolta do disco de PLA
em semeio de P. aeruginosa; (D) As seta vermelhas mostram o halo em volta do disco de
PLAMESOBU 1% em semeio de C. albicans.

Experimentos realizados por Ferreira et al. (2020) avaliaram a atividade
antimicrobiana do 6leo do buriti de forma isolada e complexado a quitosana em
forma de gel. Como resultados, o 6leo isolado ndo apresentou atividade
antimicrobiana mediante a S. aureus e Klebsiella pneumonia, diferentemente de
guando associado a quitosana, indicando que o gel quitosana-buriti possui um
conjunto de propriedades que melhora sua acéo antibacteriana, antioxidante e
cicatrizante, sugerindo ainda que este material pode ser utilizado para tratar

lesdes teciduais.
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A avaliacdo da atividade antimicrobiana do o6leo de Buriti bruto e
nanoencapsulado, realizado por Costa et al (2020), demostrou-se eficiente
contra P. aeruginosa, K. pneumoniae e S. aureus, sendo que o0 Oleo
nanoencapsulado, apresentou-se mais eficaz, atestando que 0 processo
tecnolégico empregado forneceu uma maior atividade ao 6leo.

Estudos de Ledo et al (2019) avaliaram atividade antibacteriana a partir
de nanoemulsdes de 6leo de Buriti interesterificado e néo interesterificado, onde
tais formulac6es apresentaram respostas semelhantes contra a bactéria E. coli;
caracterizando o 0leo como bacteriostatico.

Silva et al. (2018) também avaliou a atividade antimicrobiana do extrato
do buriti em bactérias Gram negativas e positivas e, como resultado, obteve
reducdo consideravel do numero de células de S. aureus e Salmonella
Typhimurium na formagé&o de biofilmes.

Segundo Oliveira et al. (2007) e Batista et al. (2012), os 6leos de plantas
medicinais geralmente sdo mais efetivos contra bactérias Gram (+), devido a
algumas propriedades da parede celular e também a sua composicéo fitoquimica
rica em composto fendlicos, metabolitos secundarios com boa atividade
antibacteriana (KOOLEN et al.,, 2013; NOSTRO et al., 2017). Consoante as
pesquisas de Burt (2004), a membrana externa das bactérias Gram (-)
proporciona uma certa defesa contra os compostos ativos de 6leos essenciais.

Além da atividade antimicrobiana direta, atribuida ao 6leo de buriti, Pereira
et al (2018), analisaram a modulacéo contra cepas bacterianas resistentes aos
antimicrobianos tradicionais. Por acao sinérgica do 6leo com os antimicrobianos,
gentamicina e amicacina, observou-se a potencializacao da atividade contra S.
aureus, reduzindo a CIM a 40,00% e 60,55%, respectivamente.

Embora a maioria dos trabalhos presentes na literatura indiguem que o
Oleo de buriti seja mais eficaz contra as bactérias Gram (+), alguns estudos
também citam atividades contra as Gram (-), justificadas pelo fato de que os
acidos graxos presentes no o6leo do buriti agem como detergentes,
desorganizando a membrana celular das bactérias, levando a atividade
microbicida (BURT, 2004; CRUZ et al., 2020).
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5.2.3 Analise da microdiluicdo em placas das membranas

A Concentracdo inibitéria minima é um teste de sensibilidade de
antimicrobianos considerada “padrao ouro” para determinar a susceptibilidade
de microrganismos (ANDREWS, 2001).

O crescimento microbiano foi avaliado pela turbidez e pela coloragéo das
solugdes contendo os microrganismos. A turbidez foi verificada através da leitura
das densidades Opticas das solucdes, antes e apos 24 horas de incubacéo
(Tabela 5).

Tabela 5 — Valores de densidade Optica das suspensdes de microrganismos e
membranas PLA, PLAMESOBU 0,5% e 1% antes e ap6s 24h de incubacao
ANTES DA INCUBACAO

E. coli C. albicans P. aeruginosa S. aureus

PLA 1,38+0,01 0,44+0,01 1,45 +0,27 0,35+ 0,00

PLAMESOBU 0,5% 162+0,01 0,45+0,00 1,25+0,10 0,37 £ 0,01

PLAMESOBU 1% 1,55+0,00 0,48 +0,00 1,19+0,03 0,39 + 0,00
APOS 24h DE INCUBACAO

E. coli C. albicans  P. aeruginosa S. aureus

PLA 1,86 +0,03 0,98 £ 0,03 1,83+ 0,09 1,93 + 0,05

PLAMESOBU 0,5%  1,84+0,06 0,51+0,01 1,04 + 0,03 0,37 £0,00

PLAMESOBU 1% 1,62+0,06 0,51+0,01 0,98 + 0,04 0,39 £ 0,00
DIFERENCA EM % APOS 24h DE INCUBACAO

E. coli C. albicans  P. aeruginosa S. aureus
PLA 34% 111% 38% 139%
PLAMESOBU 0,5% 14% 12% -17% 1%
PLAMESOBU 1% 5% 6% -18% 1%

Fonte: Autoria propria.

Nota: Valores em triplicata foram expressos com média + desvio padrao.

A Tabela 5 mostra os valores de densidade 6ptica das solugcdes contendo
0S microrganismos e as solugbes das membranas PLA, PLAMESOBU 0,5% e
1% antes e apos 24h de incubacdo. Ao comparar as densidades das solu¢des
no intervalo antes e apds 24 h de incubacéo, percebeu-se que os valores para

PLA indicaram aumento da turbidez em 34% para E. coli, 111% para C. albicans,
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38% para P. aeruginosa e 139% para S. aureus, demonstrando o crescimento
microbiano nos pogos da placa. Em relagdo as densidades das membranas de
MESOBU 0,5% e 1%, pode-se dizer que a variagao foi baixa o que implica dizer
gue o crescimento microbiano foi muito pouco ou até mesmo reduzido como no
caso da P. aeruginosa o que implica em menor turbidez das solugbes e sugere
atividade microbiana das membranas.

Outro critério de avaliacdo do teste de microdiluicdo em placas utilizado
nesse estudo foi a verificagdo da coloracdo das solugdes. Para isso,
acrescentou-se 30 pL do corante resazurina (cor azul) em todos 0s pocos
contendo as solugdes. Para interpretacdo dos resultados, considerou-se a
coloracdo résea como indicativo de crescimento microbiano e a coloragéo azul

para inibicdo de crescimento microbiano (Figura 19).

Figura 19 — Teste de microdiluicdo em placas com uso do corante resazurina
como critério para avaliacao de crescimento microbiano
COLUNA A COLUNA B COLUNA C COLUNA D

LINHA 1
PLA

LINHA 2 {
PLAMESOBU 0,5%

LINHA 3
PLAMESOBU 1%

LINHA 4
RESAZURINA

Fonte: Autoria propria.
Nota: As linhas 1, 2 e 3 mostram as solu¢des de BHI e membranas de PLA, PLAMESOBU 0,5%

e PLAMESOBU 1% e a linha 4 mostra o corante resazurina nos pogos da placa estéril, em

triplicata. As colunas A, B, C e D, mostram a disposicdo das suspensfes dos respectivos
microorganismos E. coli, C. albicans, P. aeruginosa e S. aureus em contato com as respectivas

solugdes das membranas.

A Figura 19 mostra a variacdo de cor para o teste de microdiluicdo em
placas. Percebe-se que as solucbes de PLA, apresenta a cor résea para E. coli
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e S. aureus mais intensa. Entretanto, comparando com a cor padrdo da
resazurina, as solucbes de PLA para P. aeruginosa e C. albicans, também
apresenta uma tendéncia para cor résea, indicando crescimento bacteriano.

Dentre os quatro microrganismos avaliados, a E. coli, nas membranas de
PLAMESOBU 0,5% e 1% demonstraram maior semelhanca de cor em relacao
ao PLA, indicando menor inibicdo do crescimento microbiano. Avaliando a cor
das solucdes das membranas de PLAMESOBU 0,5% e 1% em relacdo a S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans, observou-se que ambas as solugdes
mostraram uma tonalidade de azul o que sugere inibicdo microbiana.

Estudos realizados por Batista et al. (2012) demonstraram que o 6leo de
buriti, no ensaio de microdiluicdes, também apresentou atividade antimicrobiana
contra S. aureus e nao contra E. coli, o que corrobora os resultados obtidos
neste estudo.

Outro trabalho que também corrobora com os resultados obtidos neste
estudo, foi realizado por Silveira et al. (2005), onde o mesmo avaliou a atividade
do extrato de buriti hexanico e com acetato de etila através do teste de
microdiluicdo em placas. Estes demonstraram um alto poder inibitorio para P.
aeruginosa e S. aureus, mas nao foram capazes de inibir significativamente a
cepa de E. coli.

Soares (2014) também avaliou o potencial antimicrobiano do 6leo de
buriti, contra diferentes cepas. Este apresentou excelente atividade
antimicrobiana contra os microrganismos e, principalmente, contra os gram-
positivos, tal como S. aureus. O CIM encontrado para o S. aureus foi 0 menor
dentre todos os patégenos avaliados, sendo assim 0 microrganismo que
apresentou maior sensibilidade a acéo do 6leo de buriti.

Diante de tudo o que foi exposto, € possivel observar que os resultados
encontrados estdo de acordo com o que é descrito na literatura e que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de buriti € bastante proeminente.

Entretanto, estudos adicionais sdo necessérios, visando o aumento da
concentracdo, ampliagdo da superficie de contato, associa¢cdo com biopolimeros
que levam aos sinergismos, entre outros. Embora o desenvolvimento de
biomaterial que associe as propriedades do Oleo de buriti inseridas na
composicdo da membrana polimérica sejam bastante promissores, para fins de

atividade clinica, estudos adicionais precisam ainda ser conduzidos a fim de
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determinar parametros como a MIC e a nédo toxicidade dos materiais aqui
desenvolvidos. Assim, experimentos microbiologicos adicionais e testes em

cultura de células sdo desejaveis.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados, conclui-se que:

e 0 MESOBU apresentou boa solubilidade em cloroférmio e DMF, que foi
importante para a formacdo da solucdo polimérica e producdo das
nanofibras/membranas;

e houve producdo de grande volume de manta/membrana que
apresentaram-se compactas com variagdo na cor das mesmas, sendo a
PLAMESOBU 1% indicando maior presenca do o6leo de buriti.

e a MEV das membranas demonstraram formacao de fibras uniformes e
cilindricas, homogéneas, desalinhadas e livres de defeitos, indicando uma boa
dispersdo do 6leo do buriti na matriz polimérica, evidenciando a eficiéncia do
método de eletrofiacéo.

e 0 angulo de contato demonstrou um carater hidrofébico das
membranas, sugerindo um possivel potencial das membranas como formas
farmacéuticas para liberagdo controlada de farmacos, visto que para melhor
absorcdo em membranas bioldgicas, a lipossolubilidade € uma propriedade
necessaria.

e a espectroscopia na regido do infravermelho apresentou bandas
caracteristicas do PLA, ndo apresentando bandas especificas do 6leo de buiriti.

e a membrana PLAMESOBU 1 %, apresentou atividade antimicrobiana
para S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans, quando avaliada pelo método
de difusdo em disco;

e as membranas PLAMESOBU 0,5 % e 1% apresentaram atividade
antimicrobiana para S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans, e ndo apresentou
atividade significativa para E. coli quando avaliada pelo método de microdiluicao
em placas com uso da resazurina;

e as membranas eletrofiadas do PLA e 0leo do buriti mostraram
propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas, as quais apresentam potencial
promissor para utilizagdo como materiais curativos para feridas. No entanto, s&o
necessarios mais testes que possam embasar melhor o uso desse

nanocompaosito na area clinica.
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