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RESUMO

A producdo de biomembranas como biocurativos, tem sido objeto de interesse da industria
farmacéutica por conta dos seus efeitos cicatrizantes e antissépticos, principalmente no
tratamento de feridas crénicas que apresentam grande impacto socioeconémico. O uso de
produtos naturais incorporados nas biomembranas, ultimamente vem sendo investigado pelo
potencial biologico e pela possibilidade de liberagdo lenta. Nosso grupo de pesquisa tem
estudado Chenopodium ambrosioides e o extrato padronizado de prépolis de Apis melifera (EPP-
AF®) no tratamento de inflamagdes e feridas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi produzir,
caracterizar e testar atividades antimicrobiana e cicatrizante in vitro biomembranas incorporadas
com extrato de folhas de C. ambrosioides (Mastruz) associado ou ndo ao EPP-AF® para
potencial uso como biocurativo. Para tanto, os métodos empregados foram categorizados em
testes in vitro de atividade biolégica (teste de citotoxicidade dos extratos; testes de antissepsia e
de cicatrizagcdo das biomembranas) e analises fisico-quimicas (caracterizagdo macroscépicas
das biomembranas; espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR);
analise térmica por termogravimetria (TG)). Foram obtidos biocurativos com biomembranas de
celulose bacteriana incorporadas ao: extrato de C. ambrosioides (0,05 mg/mL) - G1 ao ; EPP-
AF® (0,024 mg/mL) G2 — ao e ao extrato de C. ambrosioides associado ao EPP-AF® (0,074
mg/mL) - G3. O biocurativo G1 ndo apresentou atividade antibacteriana, enquanto o biocurativo
G2 e G3 apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus ATCC 25923; Nos ensaios de
cicatrizagao in vitro, os fibroblastos apresentaram melhor adesédo a biomembrana G1, do que a
biomembrana G2; Os Ensaios de citotoxicidade por MTT foram realizados em fibroblastos,
considerando os extratos de C. ambrosioides, EPP-AF® e suas associagdes, sendo entdo, a
proliferagéo celular observada nas concentragdes entre 7 e 1000 pg/mL. Os dados permitem
concluir que os biocurativos compostos de biomembranas com extratos de mastruz e EPP-AF®,
possuem potencial para integrar a terceira geragéo de biocurativos em amplo desenvolvimento,
uma vez que, essa associagcdo favoreceu os seus principais efeitos terapéuticos, como
cicatrizante e antibacteriano em um alvo comum, ou seja, € um biomaterial de alta
compatibilidade biolégica, com aspectos de reprodutibilidade aliado aos custos de
biofuncionalidade, pois estes critérios constituem na maior preocupacéo no processo produtivo
do setor industrial, e especialmente, nos produtos voltados para a saude.

Palavras-Chaves: Biomembrana de celulose bacteriana; Antibacteriano; Cicatrizagdo; Mastruz;
EPP-AF®



ABSTRACT

The production of biomembranes as biodressings has been the object of interest of the
pharmaceutical industry due to their healing and antiseptic effects, mainly in the treatment of
chronic wounds that have a great socioeconomic impact. The use of natural products incorporated
into biomembranes has lately been investigated for their biological potential and the possibility of
slow release. Our research group has studied Chenopodium ambrosioides and the standardized
extract of Apis mellifera propolis (EPP-AF®) in the treatment of inflammation and wounds. Thus,
the aim of this work was to produce, characterize and test in vitro antimicrobial and wound healing
activities biomembranes incorporated with C. ambrosioides (Mastruz) leaf extract associated or
not with EPP-AF® for potential use as a biodressing. For this purpose, the methods employed
were categorized into in vitro tests of biological activity (cytotoxicity test of extracts; antisepsis
and healing tests of biomembranes) and physicochemical analyzes (macroscopic
characterization of biomembranes; infrared spectroscopy by Fourier transform ( FT-IR); thermal
analysis by thermogravimetry (TG)). Biodressings were obtained with bacterial cellulose
biomembranes incorporated into: C. ambrosioides extract (0.05 mg/mL) - G1 ao ; EPP-AF®
(0.024 mg/mL) G2 — with and to the extract of C. ambrosioides associated with EPP-AF® (0.074
mg/mL) - G3. Biodressing G1 did not show antibacterial activity, while biodressing G2 and G3
showed antibacterial activity against S. aureus ATCC 25923; In in vitro healing assays, fibroblasts
showed better adhesion to G1 biomembrane than to G2 biomembrane; The MTT cytotoxicity
assays were carried out in fibroblasts, considering the extracts of C. ambrosioides, EPP-AF® and
their associations, being then, the cellular proliferation observed in the concentrations between 7
and 1000 pg/mL. The data allow us to conclude that the biobandages composed of
biomembranes with mastruz extracts and EPP-AF®, have the potential to integrate the third
generation of biobandages in wide development, since this association favored their main
therapeutic effects, such as healing and antibacterial on a common target, that is, it is a
biomaterial of high biological compatibility, with aspects of reproducibility combined with
biofunctionality costs, as these criteria constitute the greatest concern in the production process
of the industrial sector, and especially in products aimed at health.

Keywords: Bacterial cellulose biomembrane; Antibacterial; Healing; Mastruz; EPP-AF®
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1.INTRODUGAO

As feridas sado responsaveis por relevantes indices de morbimortalidade
e constituem um grave problema de saude (OLIVEIRA et al, 2016; GALVAO et
al, 2017), pois quando nao recebem tratamento adequado aumentam as
chances de complicagbes para o paciente, causando sofrimento fisico e
emocional, que estdo relacionados a inumeros fatores, como por exemplo, a
resposta bioldgica do individuo frente a reparagao tecidual e os custos
financeiros envolvidos (GALVAO et al, 2017; BLAIR et al, 2020).

No segmento de reparagao e regeneragao tecidual, o uso de biomateriais
para cicatrizacao de feridas tem recebido interesse crescente nos ultimos anos
(BARBOSA et al, 2016); (CORDEIRO et al, 2019; DINIZ et al, 2020). As
pesquisas sobre novos produtos voltados a cicatrizacdo de feridas sao
crescentes, especialmente, em relagdo ao uso de biomateriais (NAYAK et al.,
2017). Os avangos da tecnologia abriram possibilidades de tratamento, no
entanto, os desafios ainda sdo muitos, devido ao aumento da expectativa de vida
da populagéo, e o aumento de pessoas susceptiveis a desenvolver feridas de
dificil cicatrizagao por conta da diabetes e obesidade (LIN et al. 2017).

Os biomateriais tém sido amplamente utilizados na fabricagdo de varios
sistemas de liberagao controlada de drogas (GUPTA et al, 2017; RAMASAMY et
al, 2017; RAMASAMY et al, 2020). Para a administragcado na pele, o sistema de
liberagao do farmaco deve ser adesivo para maximizar o contato com a epiderme
e oferecer uma liberagdo prolongada do farmaco durante um determinado
intervalo na area da lesdo (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2017; SOUTO et al,
2017). Os biopolimeros naturais como a, quitosana; o colageno; o acido
hialurénico e a biocelulose, tém sido amplamente utilizados sozinhos ou em
combinagdo com outros produtos, com vantagens comprovadas na otimizagao
do processo de cicatrizagdo de feridas (CHANTRE et al, 2019; PANG et al,
2020).

O mercado global de biomateriais esta projetado para atingir 47,5 bilhdes
de dolares até 2025, e um dos setores que mais sera impulsionado € o segmento
de desenvolvimento de novos produtos para a cicatrizagdo de feridas
(MARKETANDMARKET,2022). Diante dessa perspectiva, tem sido crescente o
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aumento do uso de medidas terapéuticas alternativas para regeneragcao e
cicatrizacao de feridas, especialmente, por meio do uso de produtos naturais e
biomateriais (KUZMANOV; KOSANAM; DIAMANDIS, 2013).

Sabe-se que, alguns produtos naturais possuem propriedades
emolientes, adstringentes antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes
capazes de melhorar o processo de cicatrizagdo de feridas (MOGOSANU;
GRUMEZESCU, 2014).

Os produtos oriundos da biodiversidade, cada vez mais tem despertado o
interesse mundial e o Brasil estd em uma posi¢cao de destaque, uma vez que,
possui uma vasta variedade de espécimes animais e vegetais espalhados nos
ecossistemas e biomas brasileiros, sendo inclusive detentor de uma rica tradigao
no uso de plantas medicinais (GADELHA et al., 2015; FERREIRA et al., 2016).

Dentre os espécimes vegetais, Chenopodium ambrosioides L. (Syn.
Dysphania ambrosioides), cujo um dos nomes vernaculares € mastruz,
apresenta propriedades farmacoldgicas diversas, especialmente, em aplicagdes
no campo da cicatrizagdo (MARINS et al, 2011; (PENHA et al, 2017); (PINHEIRO
NETO et al, 2017; (GODINHO, 2019).

Se tratando da biodiversidade animal temos as abelhas, que produzem
uma resina de grande importancia nas aplicagdes terapéuticas, a prépolis. O
Brasil com sua vasta extensao territorial possui diferentes tipos de prépolis,
sendo as propriedades e a composi¢gdo quimica de cada tipo relacionada com
as caracteristicas fito-geograficas da regiao onde é coletada, a exemplo da fonte
vegetal e das condi¢des climaticas, (BANKOVA et, al, 1996; ZEGGIO et al.,
2013).

As técnicas de incorporagdo de extratos vegetais e de propolis aos
biopolimeros tém sido utilizadas com o propdsito de potencializar o efeito
regenerativo e antimicrobiano desses biomateriais, considerando a terapéutica
de feridas. Pinheiro Neto et al, (2017) formularam uma composi¢ao farmacéutica,
a partir de um biomaterial em gel incorporado com extrato de mastruz com o
objetivo de utilizar como enxerto ésseo cicatrizante em coelhos com a tibia
fraturada. Barud et al (2013), por sua vez, fizeram um bioproduto composto por
membrana de celulose bacteriana e propolis com efeito cicatrizante e

antimicrobiano em de modelo experimental com Rattus norvegicus Holtzman.
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O potencial destas biomembranas de celulose esta voltado na capacidade
de se comportar como uma barreira fisioldgica, porosa, isolante quanto ao
contato de microrganismos, a agao € antioxidante e regeneradora (BASMAJI,
2016). Essas caracteristicas sdo responsaveis pelo diferencial curativo, quando
comparado a curativos usuais.

Este produto € biodegradavel, biocompativel, nao téxico, e néo
alergénico. A microporosidade reduz a perda de agua, preserva a umidade
adequada, permite a oxigenagao de areas danificadas e cria um ambiente ideal
para granulagao e epitelizacdo. Com isso, forma uma barreira que impede
contaminacgao bacteriana e redug¢ao da dor local porque a terminagao nervosa €
isolada, favorecendo a cicatrizacdo e sua aplicagao proporciona uma pele
temporaria para o tratamento de queimaduras e ferimentos de dificil cicatrizagcao
(BASMAJI et al, 2011; MUALLA et al, 2016),

A motivacao deste trabalho foi norteada pela problematica das feridas, e
teve por objetivo obter um biocurativo como agente cicatrizante e antibacteriano
composto por celulose bacteriana, extrato de mastruz e extrato de propolis com
possiveis aplicagbes em feridas. Visamos assim, contribuir para o

desenvolvimento de novas terapéuticas no ambito da cicatrizacéo de feridas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Chenopodium ambrosioides: Mastruz

Chenopodium ambrosioides € uma espécie vegetal muito utilizada e
conhecida popularmente como mastruz, menstrugo ou Erva de Santa Maria,
nativa da América Central e do Sul, oriunda, provavelmente, do México. A
espécie vegetal possui crescimento espontdneo em regides de clima tropical,
subtropical, especialmente, na América e Africa, e temperado. Ela pode também
ser encontrada desde o Mediterraneo até a Europa Central (KISMANN,
1991;SENNA, 2010). No Brasil, a distribuicdo geografica da espécie C.
ambrosioides é extensa e possui abrangéncia em todo o territério nacional
(SiBBr, 2022).

De acordo com a hierarquia taxondmica de C. ambrosioides no SiBBr, a
espécie é uma angioesperma que pertence a familia Amaranthaceae, (Figura
1).

FIGURA 1: Hierarquia taxonémica de C. ambrosioides
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Sendo assim, dentre suas caracteristicas podemos dizer que se
apresenta como uma erva perene ou anual, que atinge até 1 m de altura, em
média, sendo bastante ramificada. As folhas sdo alongadas, alternas, pecioladas
e possuem tamanhos diversos (Figura 2). As folhas menores ficam localizadas
na parte superior da planta e as folhas maiores na parte inferior. As flores sao
pequenas, verdes, dispostas em espigas axilares densas. Produz numerosas
sementes esféricas, pretas e ricas em o6leo. Tem odor forte, desagradavel e
caracteristico (COSTA et al, 2006).

FIGURA 2: Partes aéreas de C. ambrosioides (Mastruz)

Fonte: Rocha, 2021

O Ministério da Saude (MS) em 2009 publicou uma Relagéo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Saude (RENISUS),
considerando o seu largo uso no Brasil, e os varios estudos acerca de suas
propriedades terapéuticas. C. ambrosioides foi uma das 71 espécies escolhidas
pelo MS, ocupando a 172 posigao da lista. O RENISUS foi criado pelo MS com a
finalidade de orientar novos estudos e pesquisas que possibilitem na elaboracéo
de fitoterapicos para uso da populagdo, com seguranga e eficacia para o
tratamento de determinadas doencas (MS, 2022).

Essa espécie vegetal, em virtude das suas propriedades terapéuticas, é
reportada em uma vasta literatura cientifica, onde sdo comprovadas suas
diversas aplicacdes como alternativa de tratamentos, tanto na medicina humana,

quanto na veterinaria. Ela produz diversos metabdlitos secundarios responsaveis
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por suas atividades farmacoldgicas, tais como compostos fendlicos, catequinas,
esterdides, flavondides, taninos, triterpendides e O6leo essencial, sendo
considerados o0s principios ativos responsaveis por suas propriedades
terapéuticas (MARINS et al, 2011); (RODRIGUES et al, 2021).

Nos estudos relacionados a leishmanioses, especificamente, no
tratamento de feridas e ulceras leishmaniéticas podemos citar Pinheiro et al,
(2008) que utilizaram o extrato hidroalcdolico como tratamento da leishmaniose
e observaram o controle dos mecanismos regulatérios da disseminagcao de
Leishmania amazonenses, mas também o efeito leishmanicida. Reis et al, (2012)
avaliaram o potencial leishmanicida sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis com quatro fragdes do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
ambrosioides. Da mesma forma, Godinho (2019) mostrou a eficacia no
tratamento de ulceras leishmaniéticas pelo do uso topico com a pomada de C.

ambrosioides.

Nessa linha ainda de pesquisas associadas ao efeito cicatrizante
destacam-se também os trabalhos de Nascimento (2013) que formulou uma
pomada com o extrato hidroalcéolico de folhas de C. ambrosioides para o
tratamento de feridas e de Pinheiro Neto et al, (2017) que obtiveram um
biomaterial de C. ambrosioides destinado na aplicagdo de fratura 6ssea em
coelhos apresentando ser biocompativel por induzir neoformagao éssea mais

precoce.

Considerando a atividade imunomoduladora do extrato de C.
ambrosioides, Nascimento et al, (2006) demonstraram efeito inibidor do
crescimento tumoral em dois sistemas experimentais, por Inibicdo do tumor
ascitico e solido de Ehrlich. Essa inibigao foi observada com base no tratamento
com o extrato de C. ambrosioides administrado 48 horas antes ou apods a
implantacdo do tumor de Ehrlich na pata ou cavidade peritoneal de
camundongos, onde reduziu o crescimento tumoral através da ativacado de
macrdéfagos, células estas que séo cruciais em inibir o crescimento de neoplasias
e microrganismos, principalmente, por meio da produgdo de metabdlitos do
oxigénio (H20:2), nitrogénio (NO) e citocinas (NASCIMENTO et al,1998);
(NASCIMENTO et al, 2002).
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Cruz et al, (2007) observaram que uma baixa dose do extrato das folhas
de C. ambrosioides induziu a ativagdo de macrofagos e aumentou o
recrutamento e a proliferagcédo celular em 6rgaos linfoides secundarios. Calado
et al (2015) demonstraram que o tratamento oral com extrato de C. ambrosioides,
além do efeito imunomodulador induziu efeitos anti-inflamatério (anti-artrite) e o
antinociceptivo, com inibicdo da inflamagao sinovial, modulagao da proliferacao
de linfécitos acompanhada da diminui¢gdo da dor. Finalmente, Rios et al, (2017)
demonstraram que o tratamento profilatico com C. ambrosioides reduziu a
inflamacéao sistémica associada a sepse. Tal fato, foi relacionado a um efeito

modulador na resposta imune com ativagao de fagdcitos no local da infecgéo.

Vale ressaltar os estudos de Cysne et al, (2016) que relataram a
capacidade antimalarica do extrato de C. ambrosioides e de Rodrigues et al,
(2019) demonstraram a atividade anti-esquistossomotica do extrato e a sua
capacidade em modular a resposta imune a favor do hospedeiro vertebrado,
regulando o processo inflamatério granulomatoso ocasionado pela

esquistossomose.

2.2 Prépolis de Apis melifera

A prépolis € um produto das abelhas com ferrao e sem ferrao, as abelhas

africanizadas da espécie Apis melifera sédo as mais comuns no Brasil (Figura 3).

FIGURA 3: Abelha Apis melifera

Fonte: Google imagens, 2022

Esse produto natural das abelhas é formado por uma mistura complexa

de compostos quimicos coletados em plantas e associados as secrecdes
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salivares, cera e polen (CASTALDO et al, 2002). O uso medicinal da prépolis &
relatado desde o antigo Egito, onde o0s povos egipcios realizavam o
embalsamento dos corpos e o tratamento de feridas, na atualidade, tem sido
destacada com base em preparacdes farmacéuticas variadas, como por
exemplo, pomadas, géis, cremes e dentre outras, desta forma contribuindo com
a economia e melhoria da qualidade de vida (CASTALDO et al, 2002); (PARK,
2002).

O interesse da comunidade cientifica por essa matéria-prima, tem relagao
com suas inumeras propriedades biolégicas, como por exemplo, antibacteriana,
antifungica, antioxidante, imunomoduladora, antitumoral (SFORCIN et al, 2017).
De acordo com Ferreira et al, (1996) a prépolis € composta por 50% a 60% de
resinas vegetais; 30% a 40% de cera; 8 a 10% de dleos essenciais; e 5% de
polen aproximadamente, o que reflete na sua composicao quimica a presenca
de compostos fendlicos (flavondides e acidos fendlicos) minerais e vitaminas,
por exemplo.

A composi¢ao quimica da prépolis tem relacdo com o tipo de florada e
com a técnica de extragao empregada. Nesse sentido, a flora da regido e a época
da colheita sdo fundamentais para compor seus constituintes quimicos, além do
grau de "africanizagdo" da espécie da abelha. Somente no caso do Brasil séo
descritas propriedades biolégicas e composi¢gao quimica distintas para diferentes
amostras coletadas em diferentes partes do pais, essa variagdo ocorre em
virtude da grande biodiversidade brasileira (PEREIRA et. al, 2002).

A coloracgao da propolis € dependente de sua procedéncia, podendo variar
de um marrom escuro até ao marrom avermelhado. Possui um odor
caracteristico que pode variar de uma amostra para outra, apesar de algumas
amostras de prépolis nao possuir nenhum odor. O ponto de fusao é variavel entre
60-70°C, podendo atingir em alguns casos, até 100°C. Em 15°C a prépolis € uma
substancia dura, tornando-se maleavel a partir de 30°C (Figura 4). Alguns
solventes, tais como: éter, etanol, acetona, tolueno e tricloroetileno, permitem a
dissolugdo de muitos constituintes da propolis (LIBERATO, 2016).

Segundo Zeggio (2016), conhecer as fontes botanicas contribui para a
identificacdo das caracteristicas tipicas da prépolis de determinada origem
geografica, como sua composi¢cdo quimica e atividades biolégicas esperadas,

servindo de parametro para padronizagao quimica da propolis. Em sua pesquisa
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apresenta dois exemplos de sucesso de caracterizacdo da propolis brasileira,
baseado em extensas investigagdes cientificas e conhecimento da fonte
botanica: a propolis vermelha e a verde

De acordo com Sforcin (2017), a propolis “vermelha” é originada de uma
vegetagdo encontrada sobretudo nos manguezais dos estados da Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, a chamada Dalbergia ecastophyllum e
popularmente denominada por “marmeleiro da praia”. Enquanto que, a propolis
“verde”, muito encontrada em S&o Paulo e Minas Gerais, sendo considerada a
mais conhecida no Brasil, tem sua principal fonte vegetal Baccharis
dracunculifolia (alecrim-do-campo). Portanto, trata-se da prépolis brasileira com
maior procura pelo mercado internacional para produgao de medicamentos.

A propolis € usada pelas abelhas para fechar pequenas frestas existentes
nas colmeias com o objetivo, principalmente, de proteger a colénia contra a
invasao de outros insetos, com isso, € possivel regular a temperatura interna e
isolar compartimentos nao utilizados. Além disso, também é usada pelas abelhas
como higienizador dos favos e paredes internas do ninho e para envolver
pequenos animais mortos ou partes deles que sejam muito grandes para as
abelhas levarem para fora da colmeia. As propriedades antibacterianas e
antifungicas da propolis protegem a colénia de doengas, reduz os riscos de
infeccao das larvas e de crescimento bacteriano em tecidos em decomposicao
de animais mortos (KRELL, 1996).

Nesse sentido, muitos sdo os trabalhos cientificos que evidenciam o
campo de aplicagcdo da propolis e o desenvolvimento de pesquisas nas ultimas
décadas tem comprovado que a prépolis brasileira possui propriedades
terapéuticas com mais de 300 componentes diferentes identificados, que
apresentam atividades biolégicas como por exemplo, antimicrobianas,
antiinflamatérias, antifungicas, cicatrizante, antioxidante e até mesmo antivirética
(FISCHER et al, 2010; NUNES, 2019).

2.2.1 Extrato Padronizado de Prépolis de Apis melifera: o (EPP-AF®)
Varios sao os tipos de propolis produzidas pelo Brasil, Berretta et al,

(2012) padronizaram um extrato de propolis de Apis melifera e sua composi¢cao

quimica e propriedades bioldgicas foram determinadas juntamente com sua
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reprodutibilidade lote a lote, o que propiciou o desenvolvimento de um produto
denominado Extrato Padronizado de Proépolis de Apis melifera. O EPP-AF®
(Figura 4) é produzido pela empresa Apis Flora LTDA e sua composigado quimica
e propriedades biologicas foram determinadas juntamente com sua
reprodutibilidade lote a lote (BERRETTA et al, 2012).

O nosso grupo foi um dos primeiros a demonstrar que o EPP-AF®
apresenta acado anti-inflamatéria local e sistémica resultante de uma acéao
imunomoduladora (MACHADO et al, 2012). Marquiafavel et al,(2015) formularam
um sistema de encapsulamento e as condigdes de spray-drying para a obtencao
de um extrato de EPP-AF® com alto teor de flavondides e com a atividade
antibacteriana. Braga (2017), por sua vez, mostrou que o EPP-AF® tem efeito
anti-inflamatorio sistémico em candidemia, enquanto que, Assis et al, 2022
demonstraram efeito antibiofime do EPP-AF® em acdo contra os
microrganismos  Porphyromonas  gingivalis, Fusobacterium  nucleatum,
Parvimonas micra, Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermédia, dos
quais sao frequentemente associados como agentes etiolégicos de infecgdes
endoddnticas, periodontais e da cavidade oral.

Também foi observado efeito imunomodulador do EPP-AF® por Silveira
et al, (2022) quando pacientes com Doenga Renal Cronica em hemodialise
convencional, apresentaram aumento significativo de citocinas pro-inflamatdrias,
especialmente, naqueles com glomerulopatias primarias. Parro et al, (2022)
mostraram que o EPP-AF® pode auxiliar no controle da estomatite. Em relagao
a cicatrizagao de feridas também houve resultados significativos (BARUD et al,
2013; OLIVEIRA et al, 2019).

FIGURA 4: EPP-AF®

Fonte: Rocha, 2021
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2.3 Biomateriais: uso de biomembranas em feridas e como antimicrobiano

O uso dos biomateriais para o fechamento de feridas ndo é recente, por
volta de 4000 anos, no Egito antigo, os egipcios faziam uso de fios de linho e na
Idade Média na Europa, eram realizadas suturas confeccionadas com intestino
de gato (PATEL; GOHIL, 2012).

A comunidade meédica no final do século XIX e inicio do século XX,
comegou a investigar o modo de reagdo dos biomateriais implantados no corpo
através da observagdo em animais, e a partir disso, percebeu-se que o
organismo nao tolerava a entrada desses materiais sem causar reagdes. Mas
apos a Segunda Guerra Mundial, essa visao foi alterada, pois foi possivel realizar
estudos e observagdes com ex-combatentes feridos (RATNER, 2013).

A evolugao quanto as aplicagdes médicas dos biomateriais percorreram
trés geragcdes. A primeira geragcdo considerava o0s biomateriais com
propriedades especificas para a sua utilizagdo clinica, eram vistos como
bioinertes, ou seja, o interesse era apenas a obtencdo de materiais com
compatibilidade biolégica capaz de substituir um tecido danificado e fornecer
suporte mecanico, com minima resposta biolégica do paciente; a segunda
geragcdo procurou aumentar o tempo de vida do implante, levando em
consideracao a interacdo com o hospedeiro, através de materiais bioativos
capazes de desencadear uma reagao controlada nos tecidos; terceira geragao
tem sido explorado o conceito de biomimética, ou seja, busca-se os materiais
que participam ativamente do aspecto biolégico através da regeneragéao tecidual
com estimulacao em nivel celular (RATNER et al, 2013).

Os biomateriais sado compostos por polimeros, estes incluem

macromoléculas formadas por unidades de repeticdo da cadeia polimérica, ou
seja, os meros que originam extensas cadeias a partir de reagbes de
polimerizagao e sao interligados através de ligagbes covalentes, também podem
ser chamados de biomateriais poliméricos ou biopolimeros, porém, formados por
macromoléculas organicas (BENATTI, 2017).
Nesse contexto, os biomateriais podem ser classificados de acordo com a sua
origem podendo ser naturais ou sintéticos, dentre os biomateriais naturais
podemos citar como exemplo, o colageno, a quitosana, e a celulose bacterina
(HELMUS et al, 2008); (PIRES et al, 2015).
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Existem cinco propriedades em um biomaterial elencadas com o objetivo
de apresentar as condigdes ideais, no qual deve ser levada em consideragao no
processo de desenvolvimento: Biocompatibilidade (1); Biofuncionalidade (2);
Propriedades mecanicas (3); Resisténcia a corroséo (4); Ser esterilizavel (5). (1)
A Dbiocompatibilidade refere-se na propriedade de um material ser
biologicamente compativel, consequentemente, ndo produzir uma resposta
toxica ou imunoldgica nos tecidos. (2) A biofuncionalidade esta associada a
descricdo do comportamento do material implantado no organismo, onde tem
intima relagao com as caracteristicas do proprio biomaterial; (3) As propriedades
mecanicas que incluem o limite de elasticidade, ductilidade, tenacidade a fratura
e as resisténcias mecanicas, como a tragao, a compressao, a flexao, fadiga, a
torcao, e ao cisalhamento; (4) A resisténcia a corroséo, pois como ha o contato
entre o biomaterial com o ambiente fisiologico € essencial que seja resistente ao
meio em que se encontra, do contrario os produtos de degradagao poderao
causar uma reagao ou até mesmo desencadear um processo patolégico; (5) Ser
esterilizavel, importante que ocorra a destruicdo completa de todas as formas de
vida microbiana, seja por meio de temperatura, produtos quimicos, radiagéo e/ou
plasma (LIMA, 2006).

Os biomateriais de origem natural sdo advindos de fontes renovaveis
como plantas, animais, bactérias e algas (GOMES et al, 2013). Estes
biomateriais possuem grande aceitagcdo por apresentarem propriedades
semelhantes a dos tecidos biolégicos, composigdes variadas, baixa toxicidade e
indugao de sinais bioldgicos para o crescimento celular (SEWELL-LOFTIN et al,
2011).

As biomembranas sao formadas por diferentes tipos de biomateriais.
Podem ser constituidas por polimeros naturais, como o latex de borracha natural,
alginato, pectina, quitosana e celulose. O grande interesse em relagao ao uso
dessas membranas bioldgicas esta relacionado a facilidade de acesso, obtengao
de maneira sustentavel e geragcdo de produtos com maior biocompatibilidade
(KHAN et al, 2015; GRIFFITI et al, 2000). Assim, as biomembranas, tem sido
usadas em varias aplicagdes médicas, como no tratamento de ulceras crénicas,
das feridas na pele, como sistema de liberacdo lenta e sustentada, na

regeneragao 6ssea, para restabelecer a angiogénese e ainda, como agentes
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anti-inflamatérios, antimicrobianos e antifungicos (FRADE et al, 2004; WHITE et
al, 2014).

A celulose € a macromolécula organica mais abundante na natureza e
esta entre os principais componentes da parede celular das plantas e de algumas
bactérias. A celulose bacteriana ou biocelulose é produzida extracelularmente
por certos microrganismos, a partir da fermentacdo oxidativa, é um
polissacarideo linear ndo ramificado que consiste em [(3-1,4-
glucopiranoseunidades (KAJWADE et al, 2015).

Bactérias dos géneros, Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes,
Azotobacter, Zooglea e Sarcina ventriculi (WHITE et al, 2014), bem como,
Salmonella typhimurium e Escherichia coli sdo capazes de produzir celulose, sob
certas condi¢cdes, (ABBADE et al, 2004). No entanto, Komagataeibacter
rhaeticus, também conhecida como Acetobacter xylinum, e Gluconacetobacter
xylinus, sao os microrganismos de escolha na produgao da biocelulose para fins
comerciais, devido ao elevado rendimento que apresentam. Adicionalmente,
esse tipo de celulose possui boa capacidade de assimilar diferentes agucares
(ZOGAJ et al, 2001).

A celulose bacteriana é produzida por microrganismos cultivados em meio
de cultura rico em carboidratos e quando comparada a celulose vegetal,
apresenta inumeras vantagens, como por exemplo, fisicamente mais resistente
e com grau de pureza maior por ser livre de lignina e da hemicelulose, pode ser
moldada durante o cultivo em estruturas tridimensionais, além de apresentar alta
porosidade, capacidade de absorgcdo, nivel aumentado de cristalinidade e
biocompatibilidade. Essas caracteristicas fazem do material um insumo
interessante para aplicagdo nas areas de medicina, farmacia, cosmética, nas
industrias alimenticia, téxtil e de eletrénicos (ZOGAJ et al, 2001; ABOL-FOTOUH
et al, 2020).

A celulose bacteriana (CB) é obtida pela biosintese da bactéria
Gluconacetobacter xylinus em um meio de cultura que contenha fontes de
carbono e nitrogénio. Esta bactéria é considerada atualmente como a unica
espécie capaz de produzir celulose em escala industrial. A CB possui formula
molecular idéntica a celulose das plantas (CP), no entanto é obtida pura
quimicamente (livre de lignina, hemicelulose e pectina). Além disto, apresenta

uma estrutura de nanofios de celulose (“nanoceluloses”) que geram um sistema
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3-D com excelentes propriedades mecanicas. As diferentes possibilidades de
modificagdo quimica e processamento assim como todos aspectos positivos
ligados a sua produgdo (auto-sustentavel) e utilizagado (material biocompativel e
biodegradavel) (BARUD, 2012).

As biomembranas de celulose bacteriana (BCM) sdo biodegradaveis,
atoxicas, nao alergénicas, e, consequentemente, biocompativeis (Figura 5). A
suas microporosidades reduzem a perda de agua, preservando a umidade
adequada, permitindo a oxigenagdo das areas danificadas e criando um
ambiente ideal para granulacéo e epitelizagdo. As BCM formam uma barreira
gue impede contaminacgao bacteriana ao mesmo tempo que reduzem a dor local,
porque as terminagdes nervosas na area da lesao sao isoladas, favorecendo a
cicatrizacdo (MUALLA et al, 2016). Tais propriedades sado responsaveis pelo
diferencial de um curativo e sua aplicagédo funciona como uma pele temporaria
para o tratamento de queimaduras e ferimentos de dificil cicatrizagdo (BASMAJI
et al, 2011).

FIGURA 5: Membrana de celulose bacteriana aplicada como curativo na pele

Fonte: Google imagens, 2022

O potencial da celulose bacteriana na produgcado de biomembranas deve-
se a capacidade que esse produto apresenta de se comportar como barreira
fisiologica, porosa, mas ao mesmo tempo isolante, com acédo antioxidante e
regeneradora, além de proteger de infecgbes (BASMAJI, 2016). Apresentam
ainda inumeras caracteristicas que a diferem da celulose vegetal, tais como alta
cristalinidade e forga de tensao, elasticidade, durabilidade, elevada capacidade
de absorgdo e retencdo de agua. Além disso, a celulose é um polimero

biodegradavel e biocompativel, ndo téxico e nao alergénico (BARUD, 2012).
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As feridas constituem um sério problema de saude publica e, trazem
impacto ao individuo e a sociedade devido a interferéncia nos aspectos
biopsicossociais de seu portador e aos elevados custos aos servicos de saude
causados pelo tratamento. Um dos fatores relacionados a complexidade das
feridas é a infecgdo microbiana, tratamento antimicrobiano e, ndo obstante, a
resisténcia bacteriana (SANTOS, et al, 2018).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos ocorre em todo o mundo, em
niveis extremamente elevados que sem agao urgente, existe a possibilidade de
uma era futura as infegbes comuns e pequenas lesbes serdo considerados
mortais (WHO, 2021).

Lesbes infectadas, principalmente, as feridas cronicas desafiam,
constantemente, os profissionais e a Rede Publica de Saude no intuito de
identificar os microrganismos e desenvolver um plano para conter ou prevenir
possiveis infecgcoes e complicagdes, como as amputagoes. Essas lesdes contém
algumas bactérias que sé&o capazes de dificultar o processo de cicatrizagao,
onde a classe das Gram-positivas € representada em maior ocorréncia pela
Staphylococcus aureus e Streptococcus sp, as Gram-negativas pelos bacilos da
familia Enterobacteriaceae, por exemplo, a Escherichia coli (BARUD et al, 2013;
ROCHA et al, 2022).

Além de ser um desafio, o tratamento dos diferentes tipos de feridas, os
custos gerados sdo frequentemente elevados para os sistemas de saude. No
Brasil, o custo médio do internamento de pacientes queimados foi em torno de
R$68 milhdes/ano (SAAVEDRA et al, 2019). Nos EUA, o custo total para a
gestdo da ulcera diabética nos EUA foi em torno de 4 bilhdes de ddlares
(RAGHAV et al, 2018).

A diabetes esta associada ao aumento das taxas de hospitalizagdes e,
consequentemente, em uma maior utilizacdo dos servigos de saude. Em
seguida, a incidéncia de doengas cardiovasculares e as amputagbes nao
traumaticas de membros inferiores, constituem uma carga representativa nos
proximos anos para o0s sistemas de saude de todos os paises,
independentemente do seu desenvolvimento econdémico, porém, obviamente
que a carga sera maior nos paises em desenvolvimento, uma vez que a maioria
enfrenta desafios diarios no controle de doengas infecciosas, gerando um caos

aos sistema de saude (Sociedade Brasileira de diabetes/ Diretrizes 2019-2020).
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Nesse cenario, a busca por novas terapéuticas vem sendo cada vez mais
urgentes. O uso de biomembranas bioativas aplicadas em lesdes cutaneas tem
sido incentivado, pois estimulam e melhoram a reparacdo tecidual o que
proporciona qualidade e conforto para os pacientes (CAMPELO et al, 2021).

Dentre as substancias naturais que sao utilizadas em conjunto as
membranas, faz-se o destaque para a propolis e o mastruz que ambos possuem
literatura cientifica de grande relevancia, especialmente, como agente
antimicrobiano e cicatrizante (BERRETA et al, 2012; BARUD et al, 2013; SILVA
et al 2017; MARTINOTTI et al, 2019; GONZALEZ-MASIS et al, 2020; OLCZYK
et al, 2020; NASCIMENTO, 2013; MEDEIROS, 2016; RIOS et al, 2017;
PINHEIRO NETO et al, 2017; GODINHO, 2019, REGIS et al, 2020; RODRIGUES
et al, 2021).

O mercado global dos curativos para a pele foi de aproximadamente de
20,4 bilhdes de dolares em 2021, representando um segmento crucial da
industria de tratamento de feridas (HOMAEIGOAR; BACCACCINI, 2020). Para
que os biomateriais possam ser aplicados na area médica é necessario o
cumprimento de alguns requisitos, tais como: baixa toxicidade; facilidade de
processamento; tempo de vida utii adequado para o local de aplicagao;
biocompatibilidade; no caso dos biomateriais biodegradaveis, os subprodutos de
sua degradacao nao devem ser téxicos; eficacia e possibilidade de esterilizagao;
nao devem ser carcinogénicos (JAHNO, 2005); (KUCHARCZYK, 2013); (CHEN,
LIANG; THOUAS, 2013).

As propriedades fisico-quimicas dos biomateriais sdo fundamentais para
as respostas frente aos processos de adesado, proliferacdo e diferenciagcao
celular (HUTMACHER et al, 2007). Nesse sentido, as técnicas de
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e a analise
térmica por Termogravimetria (TG), tem sido amplamente utilizadas para esse
tipo de caracterizagao (BARUD et al, 2016).

A FTIR é uma técnica de espectroscopia vibracional que tem sido usada
ha mais de dez anos na identificagcdo de substancias desconhecidas. O teste
fornece informagdes sobre os modos de vibragdo molecular, que por sua vez
dependem da estrutura da molécula. As vibragbes moleculares envolvem
energias que correspondem a energias de fotons infravermelhos. Na

espectroscopia molecular, tais fétons podem ser absorvidos pela molécula que
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esta sendo objeto de estudo, excitando modos de vibragdo da molécula,
resultando, dessa interacao entre fotons e molécula, espectros de absorg¢ao na
regido do infravermelho. Assim, pode-se investigar a geometria e as forgas de
interacao entre os atomos que constituem a molécula, pois seus espectros
dependem desses fatores (ADT et al, 2006).

E importante mencionar que a radiagdo infravermelho ndo possui energia
suficiente para provocar transi¢des eletronicas, por esse motivo, apresenta como
fundamento a teoria corpuscular, a radiagao eletromagnética que provoca as
vibragbes € quantizada, envolvendo fotons de energia especifica, ou seja,
pacotes de energia. (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009), entretanto, a sua
absorcao ocorre em frequéncias especificas para cada grupo funcional, devido
ao arranjo caracteristico de atomos e ligagdes presentes na molécula
(SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2013). As absor¢des de grupos funcionais
quimicos variam em uma larga faixa porque as bandas provém de interagdes
complexas com moléculas, as bandas de absorgdo correspondem
majoritariamente aa um unico modo vibracional. Além disso, algumas bandas de
absorcdo permanecem razoavelmente fixas no espectro como, por exemplo, as
provenientes dos modos de deformagdo axial de C-H, O-H e C=0,
independentemente de possiveis interagées. A posicado exata da banda de
absorcdo e as mudancas nos contornos das bandas revelam detalhes
importantes da estrutura da molécula (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
1994).

A Termogravimetria (TG) como técnica de analise térmica, em que a
amostra é colocada em uma termobalanca e verifica-se a variagao da massa de
uma amostra em fungdo da temperatura em relacdo ao tempo IONASHIRO
(2004). Esse tipo de analise € uma técnica analitica na qual é capaz de avaliar
as propriedades térmicas e estrutura dos materiais (FARIA et al, 2002).

Destarte, uma terapéutica adotada de forma adequada, através de
membranas bioativas, pode contribuir para uma qualidade de vida mais digna
aos pacientes e uma reducgdo significativa aos diversos servigos de saude
(CAMPELDO et al, 2021).

2.4 Modelos in vitro de experimentagao
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Historicamente os animais foram alvos de estudos relacionados a saude,
ha registros desse modelo de experimento na Grécia Antiga, com o grego
Alcmaeon (500 a.C.), Aristételes (384- -322 a.C.), o francés René Descartes
(1596-1650), Louis Pasteur (1822-1895), entre outros. A dualidade entre
questdes éticas e 0 uso de animais, sempre esteve em discussao, até mesmo
na Grécia Antiga através de Pitagoras (570- -495 a.C.), primeiro defensor dos
animais que se tem registro. Por outro lado, os avangos que os testes
proporcionavam também eram indiscutiveis, ajudando a salvar milhares de
pessoas a cada nova descoberta (ANDRADE, 2021).

O modelo animal atualmente é aplicado em diversas categorias de
pesquisa cientifica, onde assume uma ampla importancia no aperfeicoamento e
compreensdao acerca do mecanismo fisiopatolégico das doencas, ensaios
terapéuticos de novos farmacos e estudos de marcadores biologicos. Apesar dos
beneficios proporcionados a partir dos resultados dessas experimentagoes, as
discussbes sobre a utilizagdo ou ndo dos animais na pesquisa cientifica tem
aumentado cada vez mais e por esse motivo, os pesquisadores Russel e Burch
em 1959 instituiram o principio dos 3Rs- Replacement (Substituicdo), Reduction
(Reducgéo) e Refinement (Refinamento) intitulados de Principios Humanitarios da
Experimentacdo Animal. Desde entdo, tais principios impulsionaram as
pesquisas no meio cientifico para modelos alternativos, como por exemplo, os
meétodos alternativos in vitro, que se baseiam no cultivo em laboratério de
tecidos, 6rgaos ou células, ou seja, fora do organismo animal (AMON et al,
2021).

A substituicdo (Replacement), sugere aos pesquisadores sempre que
possivel estudos em animais vertebrados vivos, por invertebrados, embrides de
vertebrados ou microrganismos; 6rgéo, tecidos e células isolados de animais ou
humanos; técnicas in vitro; utilizacdo de sistemas fisico-quimicos mimetizantes
de fungdes bioldgicas; simuladores de sistemas fisiolégicos através de
computadores. A redugao (Reduction), indica aos pesquisadores o uso de banco
de dados, qualidade sanitaria aos animais, de modo a reduzir a dispersdo nos
resultados e, consequentemente, a reducédo de animais utilizados; planificar as
experiéncias, de modo a compartilhar os mesmos animais. O refinamento

(Refinement), sugere a constante reavaliagdo de protocolos experimentais com
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objetivo de aliviar ou prevenir a dor e o estresse sempre que for possivel (Figura

6).

FIGURA 6: Russell
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Fonte: Rocha, 2022. Com base em https://ceua.ufes.br/principio-dos-3-rs

O Regulamento Agéncia Europeia de Produtos Quimicos (REACH) exige
que sejam geradas novas informagdes sobre propriedades perigosas, evitando,
sempre que possivel, testes desnecessarios em animais. Para isso, relacionou
os chamados requisitos de informagao padrao que correspondem nos métodos

alternativos para o uso aos testes em animais (Figura 7).

FIGURA 7: Relagao entre os requisitos de informacao padréo (IRs) e possiveis

alternativas ao teste em animais
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Fonte: Adaptado, ECHA, 2016
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Os métodos alternativos, in vitro, estdo sendo continuamente
desenvolvidos e, consequentemente, os requisitos de informacgédo padrdo do
REACH estdo sendo adaptados. Um teste in vitro (latim: em vidro) é realizado
em um ambiente laboratorial controlado, com a utilizagdo de um tubo de ensaio
ou placas especificas para o cultivo de células um organismo vivo, por exemplo.
Em contraste, um teste realizado in vivo (latim: no vivo) é aquele que usa um
organismo vivo, no caso, um animal vertebrado. Os resultados obtidos a partir
de métodos in vitro adequados podem indicar a presenga de determinada
propriedade ou podem ser importantes para a compreensdo do modo de agao
da substancia (ECHA, 2016).

Neste contexto, "adequado” significa suficientemente bem desenvolvido
de acordo com os critérios de desenvolvimento de teste acordados
internacionalmente (por exemplo, os critérios de pré-validagdo do Centro
Europeu para a Validagao de Métodos Alternativos (ECVAM). A validagao é o
processo pelo qual a confiabilidade e a relevancia de um procedimento sao
estabelecidas para um propdsito especifico. Através da promogédo de métodos
alternativos, varios meétodos de teste in vitro passaram por validagao
internacional e foram aceitos para uso regulatério. Sendo assim, quando um
teste in vitro é usado como uma adaptacgéao referente a um determinado teste in
vivo considerado padrdo, e se mesmo os resultados desse teste in vitro
indicarem a auséncia de uma propriedade intrinseca, o teste padrao ainda pode
precisar ser realizado para confirmar a auséncia da propriedade. As excegdes
incluem os testes in vitro para os quais podem ser aceitos resultados negativos,
quando usados como parte de uma abordagem integrada. Por exemplo, quando
os testes in vitro ja sao aceitos como requisitos de informacao padrao (por
exemplo, para parametros de corroséao/irritacdo da pele e lesbes oculares
graves/irritagdo ocular) ou sédo etapas essenciais em uma estratégia de teste
integrada padrao (por exemplo, no caso de mutagenicidade) (ECHA, 2016).

No Brasil tem a Rede Nacional de Métodos Alternativos ao Uso de
Animais (RENAMA) criada desde 2012 que foi uma resposta do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes (MCTI) aos anseios da sociedade, da academia
e da industria no sentido de diminuir e substituir o uso de animais em pesquisas

e no setor industrial. A RENAMA considera tendéncia mundial que o uso de
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animais seja diminuido ou substituido por métodos alternativos (RENAMA,
2021).

Muitas sao as questdes que envolve os testes realizados em animais, por
exemplo, na Europa esses testes para fins cosméticos ja sao proibidos. Apesar
de alguns outros locais ainda utilizar desse recurso, por outro lado, existem
diversas reivindicagdes da populagdo para encerrar essas agbes e varios
clientes ndo compram mais produtos de marcas que realizam esses
experimentos, pois esse publico € preocupado com um uso consciente dos
produtos, empresas como a Natura e a Boticario ndo realizam mais testes em
animas e sim fazem uso de tecnologias in vitro para o desenvolvimento dos seus
produtos (TALKSCIENCE, 2021; BARROTE; VASCONCELOS, 2021).

Por esse motivo, pesquisas por novas abordagens terapéuticas vém
ganhando forga, pois sdo essenciais aos tratamentos da problematica de feridas,
que apresentam cicatrizagdo tardia, sendo elas caracterizadas como agudas ou
crdnicas, uma vez que estao comumente associadas a doengas como isquemia,
estase venosa, ulceras por pressao e diabetes mellitus (MENGONI et al, 2017).

Para os estudos de cicatrizacdo de feridas, o ensaio “in vitro” tem sido
utilizado e fundamenta-se na observagdo de uma cultura de células, um “risco”
é feito (chamado scratch) em uma monocamada de células confluentes, as
células na borda préxima ao “risco” irao proliferar e se mover em diregcdo a
abertura fechando progressivamente até que a monocamada celular seja
retomada. Esta técnica “in vitro” imita em certa medida a migracgao e proliferagcao
de células “in vivo” e tornou-se uma ferramenta facil e bem desenvolvida para
estudar o comportamento de diferentes linhagens celulares, como por exemplo
a partir de fibroblastos (POLIOT et al, 2000; LIANG et al, 2007).

Os queratindcitos e os fibroblastos representam os principais constituintes
celulares da pele (epiderme e derme). Na epiderme os queratindcitos
correspondem cerca de 80%, onde sao responsaveis pela formagao do epitélio
estratificado pavimentoso e produtores da queratina, que confere o papel de
protecdo. Em contrapartida, na derme estdo os fibroblastos, células com
aspectos morfologicos estrelado com prolongamentos citoplasmaticos e
desempenham como principal fungdo a sintese de colageno, elastina, acido
hialurénico, também sintetiza fatores de crescimento para a diferenciacdo e

proliferacdo celular, sendo uma célula chave no processo cicatricial da pele
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(CLARK et al, 2007). Além disso, esta envolvido com a produgdo de laminina e
na influéncia dos queratinécitos na formagcdo da membrana basal
(GOLUBTSOVA et al, 2016).

Os fibroblastos sao células mesenquimais diversas que participam da
homeostase tecidual e produz matriz extracelular (MEC), criando nichos de
sinalizagdo por meio de sinais biofisicos e bioquimicos, pois criam e mantém a
um conjunto de tecidos conjuntivos ricos MEC para suportar fungdes essenciais
dos orgéos, como por exemplo, resisténcia as lesdes contundentes e cortantes,
além disso, sdo capazes de realizar a secregao regulada de mediadores tais
como, citocinas, fatores de crescimento e metabdlitos (PLIKUS et al, 2021).

Por conta da sua versatilidade, essas células sao amplamente
selecionadas nos ensaios in vitro (HETTLER et al, 2013; URCIUOLO et al, 2022)

Nesse contexto, muito tem sido investigado acerca do uso de produtos
naturais que sao destinados ao tratamento de feridas e voltados para
potencializar a cicatrizagdo. Tal situagdo é ultimamente mais impulsionada por
causa do aumento mundial de pacientes diagnosticados com feridas crénicas,
sendo entédo cruciais o desenvolvimento de novas terapéuticas (GWAK; SOHN,
2017; CORREA et al, 2017).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v Analisar a acdo cicatrizante de biomembranas incorporadas com o

extrato de Chenopodium ambrosioides associado EPP-AF®

3.2 Objetivos Especificos

v Caracterizar as biomembranas de mastruz, EPP-AF® e mastruz
associado ao EPP-AF®

v Avaliar a citotoxicidade do extrato de mastruz associado ou néo ao EPP-
AF®;

v Investigar o efeito antibacteriano das biomembranas de mastruz, EPP-
AF® e mastruz associado a propolis EPP-AF®;

v Avaliar o efeito cicatrizante in vitro da biomembrana incorporada com o

extrato de mastruz associado ou ndo ao EPP-AF®;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta da matéria-prima e preparacao dos extratos de Chenopodium
ambrosioides (Mastruz) e EPP-AF®

As partes aéreas de C. ambrosioides; foram coletadas no Bairro Alto do
Farol, no municipio de Raposa, Maranho, Brasil (2°27'34,6"S, 44-08'47,5" W).
A espécie vegetal foi identificada pelo Dr. Eduardo Almeida, curador do Herbario
do Maranh&o da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), onde esta
depositada a exsicata (n° 9349).

Para a preparacao do extrato, primeiramente, as folhas foram limpas,
secas e trituradas, obtendo-se 250 g de matéria-prima. Este material foi
submetido a um exaustivo processo de percolagao em solugcao hidroalcéolica
70% e misturado a cada 8h, por 24h, para obtenc&o do hidromédulo 1: 5 (p / p).
Posteriormente, o extrato hidroalcéolico bruto foi filtrado quatro vezes,
concentrado sob pressao reduzida e liofilizado para obter o extrato seco (NEIVA
et al, 2014). O processo de liofilizagdo € necessario, pois minimiza a
contaminagao ou degradacao do material, garantindo a retirada de toda a agua
antes da analise fitoquimica (O'FAGAIN; COLLITON, 2017).

A propolis utilizada neste trabalho foi o Extrato Padronizado de Prépolis
(EPP-AF®) (massa mole) disponibilizada gentiimente pela empresa Apis Flora
Indl. Coml. Ltda. A coleta e o processamento do material foram realizados, a
partir de criterioso estudo da matéria-prima proveniente de diferentes regides Sul
e Sudeste do Brasil e a padronizagao resultante desse estudo, conforme Berreta
et al, (2012).

A formulagao do extrato de prépolis foi realizada no Laboratério P&D da
Apis Flora, em Ribeirdo Preto-SP. Para a preparagao do extrato, previamente,
fez-se o teste de solubilidade, dos quais foram utilizados o 6leo de ricino,
propilenoglicol e polietilenoglicol (PEG 400) com o objetivo de melhor solubilizar
o EPP-AF®, para posterior associagao ao extrato de mastruz. O melhor solvente
para a massa mole de EPP-AF® foi o polietilenoglicol (PEG 400) a 37° C, por 2
horas.

4.1 Producgao e analises fisico-quimicas das biomembranas
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Os procedimentos relacionados a produgdo da membrana de celulose
bacteriana e as analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de
Biopolimeros e Biomateriais da Universidade de Araraquara — BIOPOLMAT,

situado na cidade de Araraquara em Sao Paulo, conforme a figura 8.

FIGURA 8: Fluxograma dos procedimentos de producdo e analises fisico-
quimicas das membranas de celulose bacteriana
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Fonte: Rocha, 2022

As membranas de celulose bacteriana foram produzidas utilizando a
espécie Komagataeibacter rhaeticus (Figura 9), conforme descrito por Barud et
al, (2013).

FIGURA 9: Processo de elaboracéo da biocelulose por K. rhaeticus.
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de 10 mL do meio inoculado + meio HS estéril; 52 Incubagao por 3 dias estufa 28 C B.O.D
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A Figura 10, mostra o cultivo das bactérias, em meios de cultura estatica,
e no meio de cultura Hestrin e Schramm (HS) liquido. As culturas foram
mantidas, sem agitacdo, por 10 dias, a 28 °C, em Erlenmeyer contendo o meio
estéril composto de: glicose 50 g/L, extrato de levedura 4 g/L, fosfato dissédico
anidro 2 g/L, sulfato de magnésio drenado com heptano 0,8 g/L e etanol 20 g/L.
Apos esse periodo as peliculas de biocelulose foram obtidas e em seguida foram
purificadas por imersao em solucdo de NaOH 2% para a remocéao das bactérias.
As biomembranas foram lavadas 6 vezes em agua, para neutralizagao do pH, e

depois imersas em etanol 70% por 24 horas.

FIGURA 10: Processo de elaboracéo da biocelulose por K. rhaeticus, etapa de
incubacgao — cultura estatica

Para a caracterizagdo das biomembranas foram identificadas as
caracteristicas macroscopicas e fisico-quimicas. As caracteristicas
organolépticas, de acordo com Anvisa (2004), também foram realizadas.

Os ensaios fisico-quimicos empregados foram: Espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e andlise térmica por
termogravimetria (TG). Os espectros de FT-IR foram obtidos com um
espectrometro Bruker, modelo VERTEX 70. As amostras foram fixadas
diretamente na Espectroscopia para 64 varreduras consecutivas de 400 — 4000
cm-1 e coleta de dados. Os espectros obtidos foram plotados em grafico para
avaliar os picos de cada componente do material. Para os ensaios
termogravimétricos (TGAs) foram realizados utilizando um equipamento SDT
Q600 da TA Instruments, as amostras foram aquecidas a uma taxa constante de
10 °C min—-1 de 29 °C a 610 °C, sob um fluxo de nitrogénio de 100 mmL, min-1.
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dados foram analisados e plotados em graficos para avaliagéo dos estagios de

perda de massa, além da eliminagdo de componentes naturais.

4.2Formulacdes dos extratos para incorporagcao nas biomembranas

As etapas de formulagcdes dos extratos foram realizadas no Laboratério
P&D da Apis Flora.

Com o propdsito de caracterizar trés tipos de biocurativos com os efeitos
anti-inflamatérios, cicatrizantes e antimicrobianos, cada BMC foi incorporada,
considerando 3 tipos de extratos: extrato de mastruz (MT); extrato de propolis
(P); extrato de mastruz associado a prépolis (MT+ P).

Para a incorporagao nas biomembranas de celulose, uma solugdo mae na
concentracao de 11% foi preparada e a partir disso as concentragcdes do extratos
foram padronizados. Sendo assim, as concentragdes para o extrato de mastruz
(5%); para o extrato de propolis (2,4%) e para o extrato de mastruz associado a
propolis (7,4%).

As concentragbes utilizadas nessas formulagbes basearam-se em
resultados anteriores de pesquisas realizadas com os extratos de mastruz e
propolis. Para tanto, a formulacdo do extrato de mastruz utilizou doses
semelhantes ao descrito por Pinheiro Neto et al, (2017) enquanto que, a
formulagao do extrato de propolis teve como referéncia os estudos de Barud et
al, (2013).

4.3Incorporacgao dos extratos na biomembrana

As biomembranas de celulose bacteriana passaram por tratamento em luz
ultravioleta, durante 1h para posterior incorporagédo dos extratos. A incorporagao
dos extratos nas biomembranas, resultou em 5 grupos, conforme detalhado na
Tabela 1).
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Tabela 1: Identificagdo dos grupos de biocurativos

Grupos Tipos de Biocurativos
G1 Biomembrana de celulose bacteriana + MASTRUZ (0,05 mg/mL)
G2 Biomembrana de celulose bacteriana + PROPOLIS (0,024 mg/mL)
G3 Biomembrana de celulose bacteriana + MASTRUZ + PROPOLIS (0,074 mg/mL)
G4 Biomembrana de celulose bacteriana
G5 Biomembrana de celulose bacteriana + PEG 400

Todo o procedimento foi realizado em ambiente estéril, em fluxo laminar.
Cada biomembrana possui 1,5 cm?, antes das incorporagdes foram esterilizadas
em luz U.V por 30 minutos e depois colocadas em placa de Petri 90 x15 mm
(Figura 11), para proceder a incorporagao dos extratos. As membranas foram
adicionadas de 1 mL de cada formulacio do extrato, de acordo com descrigao
dos grupos, na tabela 3. Apds a realizagcdo das incorporagdes dos extratos,
esses biocurativos foram esterilizados por 1h a partir da aplicagao de luz U.V em
fluxo laminar.

A absorcdo do extrato pela biomembrana foi realizada por estimulo
mecanico, por meio de movimentos circulares com auxilio de uma ponteira de
100 uL, durante 3 minutos. Em seguida, as placas de Petri foram vedadas e
incubadas a 28°C, durante 24 horas (BARUD et al., 2013).

FIGURA 11: Incorporagao dos extratos nas biomembranas

Legenda: A= Biomembrana de celulose bacteriana + PROPOLIS; B= Biomembrana de celulose
bacteriana + MASTRUZ; C = Biomembrana de celulose bacteriana + MASTRUZ + PROPOLIS
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4.4 Testes in vitro

4.5.1 Teste de citotoxicidade dos extratos de C. ambrosioides e EPP-AF®

A linhagem de fibroblastos GM 07492A foi utilizada para a realizagao do
teste de viabilidade celular e do modelo in vitro de cicatrizagdo, uma vez que, os
fibroblastos constituem importantes indicadores aos mecanismos de cicatrizagao
in vitro. O ensaio foi realizado conforme descrito por Mosmann (1983) e Liang
(2007).

A citotoxicidade foi analisada por meio do método colorimétrico de MTT
(3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) de acordo, com o
método de Mosmann (1983). Esse teste avalia a viabilidade da célula a partir da
reducdo do sal tetrazdlio (coloragdo amarela) para formazan (coloragao azul
escuro), baseando-se na atividade da enzima succinato desidrogenase, atuantes
apenas em organismos viaveis as quais possuem mitocéndrias vivas.

Para a realizagdo dos testes foram utilizados fibroblastos de pulmao
humano-GM 07492A foram cultivados em meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM, GIBCO®) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO®) e
gentamicina (40ug/mL). As células foram incubadas em estufa de CO2 5%, a
37°C, por 48 horas, Ao final da_incubacgao foi feito o calculo de ajuste celular para
1x;10* células /pogo para o plagueamento na placa de 96 pogos. As células
foram incubadas em estufa de CO2 5%, a 37°C. Apds 24 horas, a confluéncia de
90% e aderéncia foram avaliadas com auxilio de microscépio invertido com
aumento de 20X.

Tratamentos com os extratos (Mastruz, EPP-AF® e Associagdes) e
Espelhos (apenas os extratos) foram adicionados as placas de microtitulagdo as
concentragdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 pg/mL. Foram
utilizados como Controles DMSO 20%; meio de cultura DMEM e PEG 400 em
DMEM Apds 24 horas os sobrenadantes foram retirados e os pogos adicionados
10 uL de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) 5
mg/mL em PBS (Sigma-Aldrich-EUA,), e as placas foram incubadas em CO2 5%,
a 37 °C, por 3 horas. Ao final do periodo de incubagéao, os sobrenadantes foram
descartados e cada um dos pocos adicionado 100 uL de alcool etilico. As leituras

foram realizadas a 570nm.
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Foram utilizados trés experimentos independentes (repeticbes) em
duplicatas para avaliar citotoxicidade dos extratos de mastruz, EPP-AF® e suas
associagdes, quanto a dosagem e ao tempo de exposi¢cdo. Os resultados de
absorbancia foram convertidos em viabilidade celular, utilizando a equacao
descrita a sequir.

% CV = (TA médio / CG médio) * 100

* CV = viabilidade celular; TA = absorbancia testada; CG = grupo controle

4.5.2 Teste de atividade antibacteriana das biomembranas

O teste antibacteriano teve como critério duas espécies bacterianas,
frequentemente, associadas as infec¢des de feridas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e E.coli ATCC 25923.

O método de difusdo em disco foi empregado neste estudo, com algumas
modificacdes, que correspondeu na introdu¢do das biomembranas incorporadas
com os extratos (biocurativos) ao invés dos discos (FIGURA 12). As suspensdes
bacterianas foram preparadas em solugao salina estéril 0,85%, com turbidez
equivalente a um padrdo de 0,5 McFarland (aproximadamente 108 UFC mL). O
teste foi realizado conforme descrito por National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2003.

FIGURA 12: Desenho experimental do teste antibacteriano
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legenda: 1 — biomembrana com extrato de propolis; 2 — biomembrana com extrato de mastruz;
3 — biomembrana com extrato de mastruz + prépolis; 4 — biomembrana com PEG 400; 5 -
biomembrana
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Nos ensaios foram utilizadas biomembranas de celulose incorporadas
com os extratos de mastruz e propolis em diferentes concentragdes. Sendo
assim, as biomembranas foram categorizadas nos 5 grupos descritos na Tabela
3.

Para a medigao dos halos, o protocolo foi realizado de acordo com Barud
et al, (2013). As placas foram incubadas a 35 °C, em intervalos de 24, 48 e 72
horas, quando, os didmetros das zonas de inibicado foram medidos, com auxilio
de um paquimetro (ZAAS ®).

4.5.3 Teste de atividade cicatrizante in vitro

Para andlise da atividade cicatrizante in vitro das biomembranas foi usado
O ensaio do scratch assay, conforme descrito por Liang et al, (2007). Os
fibroblastos-GM de pulmdo humano foram cultivados em garrafas estéreis de
poliestireno, com meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich) contendo 10% de SFB.
Em seguida, foram realizadas as subculturas utilizando-se a solugéo de tripsina-
EDTA para desprender as células aderidas. As células foram transferidas para
uma placa de 6 pogos e mantidas em estufa de CO2, a 37°C, até a formacgao da
confluéncia de 90% com concentragdes celulares 5X10° células/mL em cada
poco. Entdo, o sobrenadante foi desprezado e foi realizado um risco em linha
reta na regido mediana da placa, com a ponta da pipeta de 100uL Axigen®,
promovendo a formagao de uma “ferida”.

Os debris foram lavados com solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS). Entao, os fibroblastos foram tratados com as biomembranas, conforme
0s grupos listados na tabela 3, para avaliagdo do crescimento celular por cima
do risco, como mostra a Figura 13. Todos os testes foram realizados em

triplicatas.

FIGURA 13: Desenho de placa do teste in vitro “Wound Healing” com células
linhagem GM - Fibroblastos apds a realizagao do risco (“ferida”), considerando
a aplicagdo das biomembranas.
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Legenda: G1 (Grupo 1 = Mastruz); G2 (Grupo 2 = Proépolis); G3 (Grupo 3 = Mastruz + Propolis);
G4 (Grupo 4 = polietilenoglicol); G5 (Grupo 5 = Celulose); G6 MC = Meio + Célula).

Para observagao dos resultados foram feitas imagens com microscopio
invertido. Essas fotos foram feitas nos tempos de 0 e 24 horas apods a inclusao
dos tratamentos que tem como objetivo comparar a diferenga da distancia entre
as bordas nos intervalos determinados.

A migracao celular foi medida com o software Image J. O percentual de
migragao de feridas foi calculado com base na redugdo da area do risco e os
dados foram expressos com médias e desvio padrao apos a aplicagao da formula
(HADDADI; TAMRI;JOONI, 2019).

% = (area do arranhao Oh — area do arranhao 24h) x 100

Area do arranh@o 0 h

3.6 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi determinada usando a estatistica descritiva e
apresentacao dos resultados como média e desvio padrao. Para as diferengas
entre os grupos foi utilizado o ANOVA, sendo consideradas estatisticamente
significantes quando p <0,05. Toda a analise foi realizada com auxilio do
software GraphPad Prism.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagado das biomembranas

A figura 14 apresenta as caracteristicas macroscopicas das
biomembranas de celulose bacteriana sem a incorporagao dos extratos, ou seja,
correspondem nas biomembranas de celulose bacteriana que foram obtidas para
receber, posteriormente, os extratos de mastruz a 5%, prépolis a 2,4 % e suas
associacoes referente a concentragcao de 7,4%. Sendo assim, apresenta-se de
forma circular com a equivaléncia de 1,5 cm?, na cor branca, aspecto opaco e

umido.

FIGURA 14: Biomembranas de celulose bacteriana (K.rhaeticus) prontas para a
incorporagao com os extratos.

A partir disso, as membranas de celulose bacteriana foram incorporadas
com os extratos e, com isso, obteve-se o0s bioprodutos também chamados de
biocurativos (Figura 15), onde suas caracteristicas macroscopicas estao

descritas na tabela 4.
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FIGURA 15: Biocurativos de celulose bacteriana incorporados com extrato de
mastruz e APP-AF®

B C D

Legenda: A — biocurativo de mastruz e propolis; B — biocurativo de mastruz; C - biocurativo de
propolis; D — biocurativo controle (celulose bacteriana com veiculo PEG 400).

Tabela 2: Caracterizagcdo macroscopica dos biocurativos

BIOCURATIVOS Cor Aspecto Umidade Oleosidade Facilidade
de se
desprender
do suporte
A verde translucido ausente presente Intensa
brilhante
B verde claro translucido ausente presente Intensa
C amarelo claro  translucido ausente presente Intensa
D branco translucido ausente presente Intensa

BIOCURATIVOS Uniformidade Presenca Presencga Aparéncia Flexibilidade

de de quebradica
rachaduras
bolhas
A intensa ausente ausente ausente Intensa
B intensa ausente ausente ausente Intensa
C intensa ausente ausente ausente Intensa
D intensa ausente ausente ausente Intensa

Legenda: A — biocurativo de mastruz e prépolis; B — biocurativo de mastruz; C - biocurativo de
propolis; D — biocurativo controle (celulose bacteriana com veiculo PEG 400).



53

A tabela 3 estdo os resultados referentes ao teste de estabilidade dos
biocurativos, considerando apenas as caracteristicas organolépticas do

bioproduto, conforme os critérios preconizados pela ANVISA (2004).

Tabela 3: Caracteristicas organolépticas dos biocurativos em temperatura

ambiente, de acordo com a ANVISA

Biocurativos Tempo de armazenamento (TA) Cor Aspecto

A TO (SA) T7 (SA) T15 (SA) T30 (SA) T60 (SA) T90 SA AS
(SA)

B TO (SA) T7 (SA) T15 (SA) T30 (SA) T60 (SA) T90 SA AS
(SA)

C TO (SA) T7 (SA) T15 (SA) T30 (SA) T60 (SA) T90 SA AS
(SA)

D TO (SA) T7 (SA) T15 (SA) T30 (SA) T60 (SA) T90 SA AS
(SA)

Legenda: A — biocurativo de mastruz e propolis; B — biocurativo de mastruz; C - biocurativo de
propolis; D — biocurativo controle (celulose bacteriana com veiculo PEG 400); TO = 0 dias; T7=,
; T15 = 15 dias; T30= 30 dias; T60 = 60 dias; T90 = 90 dias; SA=Sem Alteragao; LM=Levemente
modificado; M=Modificado; LM=intensamente Modificado; P=Precipitado S=Separado.

A figura 16 apresenta a caracterizagdo dos biocurativos por
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), os
biocurativos produzidos foram analisados para identificar as possiveis interacdes
entre os componentes da formulagdo, bem como para a identificacdo da
composi¢ao quimica. A identificacdo da composi¢gdo quimica dos biocurativos
por FT-IR é realizada com base nos grupos funcionais provenientes dos
espectros de absorgéo caracteristicos de cada biocurativo, ou seja, o espectro
infravermelho é formado pela absor¢cdo de radiagdo eletromagnética na
frequéncia que corresponde aos grupos especificos de bandas quimicas de uma
molécula, sendo a banda espectral caracterizada por sua frequéncia e amplitude.

Os espectros que apresentaram bandas acentuadas foram entre 3500
cm-1, estiramento O-H; e 3200 cm-1, estiramento O-H; 1200 cm-1, estiramento

C-C; e 1000 cm-1, estiramento C-O, porém, pode-se observar outras bandas
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com picos menos acentuados, que corresponderam entre 1500 cm-
1,estiramento C=0; a 1300 cm-1, estiramento C-O; e entre 900 cm-1,

dobramento C=H; a 500 cm-1, estiramento C-I.

FIGURA 16: Caracterizacdo dos biocurativos por Espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)
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Legenda: MT — biocurativo de mastruz; MT + P — biocurativo de mastruz e propolis; P - biocurativo de
prépolis; PEG — biocurativo controle (celulose bacteriana com veiculo PEG 400).
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da natureza dos biocurativos por medidas de estabilidade térmica e da cinética

de degradacao. As curvas da Analise Termogravimétrica (TG), o ponto maximo
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da TG indica a variagcdo minima e/ou nula da massa da amostra em funcao da
temperatura, e o ponto minimo a variagdo maxima, consequentemente indicando

o ponto final da degradacgéo do biocurativo.

FIGURA 17: Caracterizacdo dos biocurativos por andlise térmica por
termogravimetria (TG)
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Legenda: MT — biocurativo de mastruz; MT + P — biocurativo de mastruz e propolis; P - biocurativo de
prépolis; PEG — biocurativo controle (celulose bacteriana com veiculo PEG 400);

5.2 Testes de citotoxicidade
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Os extratos de mastruz e propolis nao afetaram a viabilidade celular,
portanto, estdo isentos de componentes quimicos capazes de provocar algum
tipo de irritacdo na pele. O teste de viabilidade celular (Figura 18) foi avaliado
pelo método MTT, onde demonstra o percentual de viabilidade celular em fungao
do tempo de exposi¢cao a diferentes concentragdes dos extratos de mastruz,
EPP-AF® e suas associagdes. O ensaio de MTT permite observar e diferenciar
substancias irritantes das potencialmente ndo irritantes, ou seja, as substancias
irritantes séo identificadas por sua capacidade de diminuir a viabilidade celular
em 50% ou mais, enquanto que, os compostos que reduzem a viabilidade celular
em menos de 50% s&o consideradas no irritantes.

Foram realizadas diluicbes seriadas para a obtencdo de oito
concentragdes, a menor concentragdo de 7,81 pg/mL até 1000 pg/mL. Sendo
assim, a figura 20 mostra o comportamento dos extratos sob os fibroblastos, que
configura em estimulagao celular, especialmente, caracterizado pelo mastruz
(MT) de forma isolada.

Com o propésito de verificar a citotoxicidade dos extratos em relagéo aos
fibroblastos, pode-se destacar que os tratamentos apresentaram perfil
estimulatério, quando comparado ao controle positivo (CP), inclusive na
concentragéo de 1000 ug/mL que é relatada como uma concentragao elevada

para esse tipo de teste.

FIGURA 18: Teste de viabilidade celular por MTT em linhagens de fibroblastos
com extrato de mastruz, EPP-AF® e suas associagdes, considerando o periodo

de 24 horas. m MT+P
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Legenda: MT+ P= mastruz + propolis; prop = prépolis; MT = mastruz; CN = controle negativo
(célula GM (fibroblastos) + meio DMEN); CP = controle positivo (célula GM - fibroblastos + meio
dmen + DMSO 20%); CNPEG = controle negativo (célula GM -fibroblastos + meio DMEN +
PEG 400). Fonte: Rocha, 2021.
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5.1.3 Atividade antibacteriana das biomembranas

O teste antibacteriano foi realizado em duas etapas. Na primeira, as
biomembranas foram cortadas pela metade para a realizagédo do teste contra a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Figura 19) e na segunda etapa, as
biomembranas foram utilizadas inteiras, considerando os testes diante da cepa
de S. aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922 (Figura 20).

A figura 19 apresenta o teste antibacteriano qualitativo com destaque para
a observacao da auséncia ou presenca do halo de inibicdo frente a S. aureus
ATCC 25923. Apenas os grupos dos tratamentos (BMC + P - Biomembrana de
celulose bacteriana incorporada com extrato de propolis EPP-AF® e BMC + P +
MT - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz
e propolis EPP-AF®), formaram o halo inibitério (Figura 19: D-E), enquanto que,
os demais grupos nao apresentaram formagao da zona de inibi¢ado (Figura 19:
A-C), que sao correspondentes aos grupos controles (CRTL1 - Biomembrana de
celulose bacteriana e CRTL2 -Biomembrana de celulose bacteriana com o
veiculo PEG 400) e ao grupo tratamento (BMC + MT - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de mastruz).

Nesse teste antibacteriano, os halos inibitérios expressos pelos grupos
tratamentos BMC + P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com
extrato de mastruz e propolis EPP-AF® e BMC + P + MT - Biomembrana de
celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz e propolis EPP-AF®
(Figura 19: D-E) sugere-se a realizagao de testes que possam avaliar o efeito
sinérgico do extrato de mastruz em relagao ao extrato de propolis, pois pode-se
observar um halo maior e mais brilhante (Figura 21:E), se comparado ao grupo
(Figura 19: D).

Ja os grupos controles (Figura 19: A-B), a biomembrana de celulose esta
sem nenhum tipo de aditivo e a biomembrana de celulose com o veiculo PEG
400, de acordo com o esperado, nao foi observado a formacao de halo inibitério
em nenhum desses grupos, pois a celulose bacteriana e o veiculo PEG 400 nao

apresentam efeito antimicrobiano.
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FIGURA 19: Teste antibacteriano — auséncia e presenga do halo de inibicao
utilizando BMC com extratos de mastruz, prépolis EPP-AF® e associagbes no
tempo de 24 horas em S. aureus ATCC 25923.

e AR |
podol\
!ﬂhmuﬂnmn\ y

e

o

& o m

-

gL

%nlnmuluﬁ:u\u- I

Legenda: A = CRTL1 - Biomembrana de celulose bacteriana; B = CRTL2 - Biomembrana de
celulose bacteriana com o veiculo PEG 400; C = BMC + MT - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de mastruz; D = BMC + P - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de prépolis EPP-AF®; E = BMC + MT + P - Biomembrana de
celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz e propolis EPP-AF®

A Tabela 4 apresenta os resultados quantitativos do teste antibacteriano
realizado. Para tanto, na tabela 4 a média e o desvio padrao dos halos de
inibicdo das biomembranas incorporadas com os extratos de mastruz, propolis
EPP-AF® e associagbes durante o periodo de 24 horas a cepas de S.aureus
ATCC 25923, considerando também as diferengas estatisticas entre os grupos
por meio da ANOVA.

Os resultados apresentaram diferengas estatisticas significativas nos
grupos controles (CRTL1 - Biomembrana de celulose bacteriana; CRTL2 -
Biomembrana de celulose bacteriana com o veiculo PEG 400) em relagdo aos

tratamentos (BMC + P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com



59

extrato de propolis EPP-AF®; BMC + MT + P - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de mastruz e prépolis EPP-AF®). O grupo
tratamento (BMC + MT - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com
extrato de mastruz) foi significativo em relagéo aos grupos tratamentos (BMC +
P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de prépolis
EPP-AF® e BMC + MT + P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada
com extrato de mastruz e propolis EPP-AF®), enquanto que, o grupo tratamento
(BMC + P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de
prépolis EPP-AF®) foi significativo em relagédo ao tratamento (BMC + MT + P -
Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz e
propolis EPP-AF®)

Tabela 4: Média e Desvio Padréao do teste antibacteriano em relagédo a medida
do halo formado em mm? das biomembranas em culturas de 24 horas frente as
cepa padrao de S.aureus ATCC 25923.

CEPA CONTROLE TRATAMENTO
PADRAO
"CTRL1  *CTRL2 $BMC+MT “BMC+P BMC+MT+P
S. aureus
(ATCC 25923) 0+0 0+0 0+0 #$10,7 + 1 #$%134+0,8

Legenda: CRTL1 - Biomembrana de celulose bacteriana; CRTL2 - Biomembrana de celulose
bacteriana com o veiculo PEG 400; BMC + MT - Biomembrana de celulose bacteriana
incorporada com extrato de mastruz; BMC + P - Biomembrana de celulose bacteriana
incorporada com extrato de prépolis EPP-AF®; BMC + MT + P - Biomembrana de celulose

bacteriana incorporada com extrato de mastruz e préopolis EPP-AF® ANOVA (n = 3; *p<0,05;
#5<0,05; $p<0,05; %p<0,05).

A Figura 20 expressa o teste antibacteriano qualitativo que foi realizado
com as bactérias S. aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Esses resultados sugerem a realizagao de testes para avaliagdo de
efeitos bacteriostaticos dos extratos, como também, testes de avaliacdo da

estabilidade dos bioativos dos extratos.
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Os tratamentos (MT - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada
com extrato de mastruz, P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada
com extrato de prépolis EPP-AF® e MT + P - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de mastruz e propolis EPP-AF®)
expressaram sutilmente a formagdo de halos, porém, com provaveis efeitos
bacteriostaticos e ndo bactericidas como observado no teste antibacteriano feito
em 2019 (Figura 20: A-B)

FIGURA 20: Teste antibacteriano — auséncia e presenga do halo de inibicao
utilizando BMC com extratos de mastruz, propolis e associacdes no tempo de 24
horas em S.aureus ATCC 25923 e E.coli ATCC 25922

Legenda: A - S.aureus ATCC 25923; B - E.coli ATCC 25922; MC - Biomembrana de celulose
bacteriana; PEG - Biomembrana de celulose bacteriana com o veiculo PEG; MT - Biomembrana
de celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz; P - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de prépolis EPP-AF®; MT + P - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de mastruz e propolis EPP-AF®

A Tabela 5 apresenta os resultados quantitativos, tendo em vista a média
e o desvio padrao dos halos formados a partir das biomembranas incorporadas
com os extratos, considerando o periodo entre 24, 48 e 72 horas em relagéo a
medida do halo formado em mm? frente as cepas de S.aureus ATCC 25923 e
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E.coli ATCC 25923, bem com as diferengas estatisticas entre os grupos por meio
da ANOVA.
Tabela 5: Média e Desvio Padrao do teste antibacteriano em relagdo a medida

do halo formado em mm? das biomembranas em culturas de 24, 48 e 72 horas
frente as cepas de S.aureus ATCC 25923 e E.coli ATCC 25922.

CONTROLE TRATAMENTO
CEPA TEMPO
PADRAO (horas)
"CTRL1 *CTRL2 $BMC + MT %BMC + P BMC + MT + P
24 0+0 00 #210+£10 *232 +16 *#22,0+1,0
E. coli 0
(ATCC 48 0+0 0+0 *#23,0+0 *#23,4+0,5 *#%226 +0,5
25922)
72 0£0 0+0  *p204+17  *2124+04 #21,4+1,3
24 00 0£0 *#21,0+0 *#237+1,5 *#226+1,3
48 0/+0 00 #216+21 244105 *#226+0,8
S.aureus
(ATCC
25923)
72 0+0 00  **226+05 **236+15 *#23,4 1,5

Legenda: CRTL1 - Biomembrana de celulose bacteriana; CRTL2 - Biomembrana de celulose
bacteriana com o veiculo PEG 400; BMC + MT - Biomembrana de celulose bacteriana
incorporada com extrato de mastruz; BMC + P - Biomembrana de celulose bacteriana
incorporada com extrato de prépolis; BMC + MT + P - Biomembrana de celulose bacteriana

incorporada com extrato de mastruz e prépolis EPP-AF®. ANOVA (n = 3; *p<0,05; #p<0,05;
$p<0,05; %p<0,05).

Os resultados apresentaram diferengas estatisticas significativas no
tempo de 24,48 e 72 horas para as cepas E. coli (ATCC 25922) e de S.aureus
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(ATCC 25923) nos grupos controles (CRTL1 - Biomembrana de celulose
bacteriana; CRTL2 - Biomembrana de celulose bacteriana com o veiculo PEG
400) em relagdo aos tratamentos (BMC + MT - Biomembrana de celulose
bacteriana incorporada com extrato de mastruz; BMC + P - Biomembrana de
celulose bacteriana incorporada com extrato de prépolis EPP-AF®; BMC + MT +
P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz e
propolis EPP-AF®).

No entanto, para a cepa E. coli (ATCC 25922) também foi significativo
entre os tratamentos no tempo de 24 horas (BMC + MT - Biomembrana de
celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz e BMC + P -
Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de prépolis EPP-
AF®, Enquanto que, no tempo de 48 horas foi significativo entre os tratamentos
(BMC + P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de
prépolis; BMC + MT + P - Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com
extrato de mastruz e prépolis EPP-AF®).

No caso da cepa de S.aureus (ATCC 25923) houve estatistica significativa
entre os tratamentos no tempo de 48 horas (BMC + MT - Biomembrana de
celulose bacteriana incorporada com extrato de mastruz e BMC + P -
Biomembrana de celulose bacteriana incorporada com extrato de propolis EPP-
AF®). Nas leituras no tempo de 72 horas ndo apresentaram estatistica

significativa.

5.4 Atividade cicatrizante das biomembranas

Os ensaios de migragao celular foram realizados com o objetivo de
simular o fechamento de uma ferida, esse tipo de ensaio também é conhecido

por “strach assay” ou ensaio por ranhadura.

A Figura 21 apresenta os resultados da cultura celular de fibroblastos,
onde a Figura 21 — A indica o resultado da cultura celular estabelecida, ou seja,
90% dos fibroblastos foram bem aderidos na placa, e com isso, o arranhao pode

ser feito para representar a “ferida” (Figura 21 - B). No periodo de 24h esperava-
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se a migragao dos fibroblastos que seria a redugdo da distancia da area

“‘lesionada”, porém, isso nao aconteceu no periodo analisado.

FIGURA 21: Ensaio de scratch assay, tempo Oh. Microscopia 6ptica em objetiva
de 10X das células linhagem GM - Fibroblastos de pulm&o Humano

Legenda: A — cultura estabelecida sem ferida; B — cultura estabelecida apos a realizagdo do
risco (“ferida”)

Por outro lado, a figura 22 refere-se aos ensaios de migragao celular,
considerando apenas o uso da biomembrana de mastruz que demonstrou
atividade de aderéncia celular, fator importante para os aspectos de
biocompatibilidade do biocurativo.

FIGURA 22: Microscopia optica das células linhagem GM — Fibroblastos de
pulm&o Humano com adesao a biomembrana de mastruz

Legenda: A — Microscopia éptica em objetiva de 20x da biomembrana de mastruz em cultura

celular; B — Microscopia optica em objetiva de 10x da biomembrana de mastruz em cultura celular
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A tabela 6 apresenta os resultados quantitativos referentes aos testes
de cicatrizagao in vitro realizados, tendo em vista os tempos de analises de 0

horas e 24 horas.

Tabela 6: Ensaio de migracdo celular, considerando o tempo 0 e 24 horas de observagdo com
dados gerados no Image J

Tempo de leitura (horas) Distancia (mm) Reducéo da distancia (%)
* Tempo 0 h controle 129.752 0
# Tempo 24h MT 130.556 -1
$Tempo 24 P "#125.563 "#3.31
Tempo 24 MT + P "#$80.048 "#%$38.29

Legenda: Controle (Meio + Célula); MT (Biomembrana de Mastruz); P (Biomembrana de
Prépolis); MT + P (Biomembrana de Mastruz + Biomembrana de Propolis). ANOVA (n = 3;

*p<0,05; #p<0,05; $p<0,05)

Sendo assim, os grupos controles (tempo 0 h) foram significativos em
relagdo aos grupos do tratamento (tempo 24h P e tempo de 24h MT + P). Os
grupos do tratamento (tempo de 24h MT) apresentaram-se significativos frente
aos tratamentos (tempo 24h P e tempo de 24h MT + P). Os grupos do tratamento
(tempo 24h P) mostraram-se significativos diante dos grupos do tratamento
(tempo 24h MT + P).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foram obtidas biomembranas de celulose
bacteriana incorporadas com formulacdo de extratos de mastruz nas
concentragdes de 5%, propolis (EPP-AF ®) a 2.4% e as associagdes desses
extratos correspondentes a 7.4%, os resultados obtidos apontam um biocurativo
que apresenta biocompatibilidade, agao antibacteriana e cicatrizante, sendo um
potencial para aplicagao em feridas.

As caracteristicas macroscopicas desses curativos, apresentaram
coloragao tipica de cada extrato, o que indica uma homogeneidade na
distribuicdo das particulas por toda a biomembrana; o aspecto é translucido;
apresentam intensa flexibilidade, facilidade de se desprender do suporte e
uniformidade; presenca de oleosidade por conta do veiculo PEG 400 utilizado;
auséncia de bolhas, rachaduras e de aparéncia quebradica. Esses resultados
séo semelhantes aqueles encontrados por Basilio (2008), que demonstraram
macroscopicamente membranas produzidas a partir de géis dos polimeros
pectina e carboximetilcelulose sédica (NaCMC) para a incorporagao de extrato
de propolis vermelha.

Em relagcdo aos aspectos organolépticos ndo foram observadas
alteragbes na cor e no aspecto do biocurativo, sendo entdo, levado em
consideracao os tempos de armazenamento entre 0 a 90 dias em temperatura
ambiente. Tal resultado corrobora o que preconiza a Anvisa (2004), pois as
caracteristicas organolépticas fornecem indicadores para avaliar a estabilidade
de um produto, e consequentemente, subsidios de aceitagdo ao consumidor, ou
seja, é capaz de prever o comportamento do produto através de um determinado
intervalo de tempo e sob condigbes ambientais desde a fabricagao até o término
da validade. Sendo assim, os testes realizados para esses parametros indicam
gue os biocurativos, encontram-se em boas condi¢cdes de estabilidade.

No &dmbito da caracterizagao fisico-quimica temos as analises por FT-IR
e a termogravimetria. Nas analises dos espectros de absorg¢ao pelo FT-IR foi
possivel observar na regido entre 3500 cm-1 a 3200 cm-1 e 1200 cm-1 a 1000
cm-1, as bandas se apresentaram mais intensas, enquanto que, na regiao entre

1500 cm-1 a 1300 cm-1 e entre 900 cm-1 a 500 cm-1, essas bandas se
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apresentaram em menor intensidade. No que tange nos ensaios
termogravimétricos observa-se que as curvas de TG da plataforma PEG (BMC
com o veiculo) comparada com as plataformas tratamento, MT,P e MT+P
apresentaram perfis muito similares .No caso de todas as plataformas, nota-se
perda de massa relacionadas a degradagao da biocelulose que o ocorre acima
de 200 °C. A plataforma PEG, P e MT+P, pode-se observar residuo massico em
600 °C, ja para a plataforma MT em 600 °C a ndo houve residuo de massa.

A espectroscopia na regiao do infravermelho corresponde nas interagbes
entre as moléculas ou atomos e a radiagao eletromagnética, provocando
vibragbes de acordo com a amplitude das ligagbes covalentes existentes na
molécula. Por ser uma técnica simples, rapida e ndo destrutiva vem sendo
utilizada na caracterizagdo de compostos organicos (SOLOMONS; FRYHLE;
SNYDER, 2013).

E fundamental mencionar que a regido espectral do infravermelho, tem
ocorréncia em trés categorias principais, baseadas nas suas trés regides
espectrais. A regido do infravermelho médio (MIR ) é a mais usada, se estende
entre 670 a 4000 cm-1, cujos espectros sdo aplicados tanto para analise
qualitativa como quantitativa. A regido do infravermelho préximo (NIR), de 4000
a 14000 cm-1, também é utilizada na determinagédo quantitativa. Ja a regido do
infravermelho distante tem sido usada principalmente na determinagcdo de
estruturas de espécies inorganicas e organometalicas (HOLLER; SKOOG,;
CROUCH, 2009).

Os espectros observados nos resultados percebem-se que devido ao fato
do extrato hidroalcéolico de bruto de C. ambrosioides, o EPP-AF ® e a
biocelulose apresentarem muitos grupos funcionais coincidentes, os espectros
apresentam as mesmas vibragdes, ou ainda ter ocorrido a sobreposi¢cdo de
bandas que vibram na mesma intensidade. Esses achados corroboram com
Medeiros (2016), que obteve membranas de quitosana incorporadas com
mastruz e mostrou que podem ser utilizados como potencial agente osteoindutor
a partir da promog¢ao de aumento dos osteoblastos, o que é relevante na
cicatrizacdo, uma vez que, esse processo contribui para a regeneragao do tecido
0sseo.

A radiacao infravermelho ndo possui energia su ficiente para provocar

transicoes eletrénicas, por esse motivo, apresenta como fundamento a teoria
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corpuscular, a radiacéo eletromagnética que provoca as vibragdes € quantizada,
envolvendo fétons de energia especifica, ou seja, pacotes de energia. (HOLLER,;
SKOOG; CROUCH, 2009), entretanto, a sua absorgdo ocorre em frequéncias
especificas para cada grupo funcional, devido ao arranjo caracteristico de
atomos e ligagcdes presentes na molécula (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER,
2013). As absorgdes de grupos funcionais quimicos variam em uma larga faixa
porque as bandas provém de interagcdes complexas com moléculas, as bandas
de absorgdo correspondem marsjoritariamente a um unico modo vibracional.
Além disso, algumas bandas de absor¢dao permanecem razoavelmente fixas no
espectro como, por exemplo, as provenientes dos modos de deformacao axial
de C-H, O-H e C=0, independentemente de possiveis interacdes. A posicao
exata da banda de absorgéao e as mudangas nos contornos das bandas revelam
detalhes importantes da estrutura da molécula (SILVERSTEIN; BASSLER,;
MORRILL, 1994).

Silverstein e Webster (2000) consideram  duas bandas mais importantes
para o exame preliminar dos espectros, as regides de 900 a 650 cm-1 e de 4000
a 1300 cm-1. A auséncia de bandas fortes na regiao de 900 a 650 cm-1 indica,
geralmente, que a estrutura em questdo ndo contém anéis aromaticos que
produzem bandas intensas, originadas das deformag¢des angulares dos anéis. A
regido de 4000 a 1300 cm-1 é chamada regidao dos grupos funcionais, na qual
ocorrem as absorgdes que correspondem a grupos funcionais importantes, como
O- como O- H, N-H e C=0. A regiao intermediaria do espectro, 1300-900 cm-1 é
uma regido conhecida como a regiao da “impresséao digital”, porém o espectro
nela observado inclui muitas bandas e os modos de vibragdo s&o geralmente
acoplados, caracteristicas estas que corroboram com o que foi encontrado, uma
vez que, tanto o mastruz quanto a propolis sao ricas em compostos aromaticos,
como por exemplo, os flavondides e polifendis.

Considerando a identificagdo da composi¢gao da biomembrana para a
incorporacgao dos extratos utilizados, que no caso foi a nanocelulose que também
€ chamada de biocelulose os resultados encontrados corroboram com o0s
observados por Barud (2015), que realizou a caracterizagdo estrutural da
membrana de celulose por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FT-IR), sendo as principais atribuicbes que caracterizam a

celulose: 3500 cm™, estiramento OH; 2900 cm™: estiramento CH de alcanos e
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estiramento assimétrico CHz; 2700 cm™': estiramento simétrico CHz; 1640 cm™" :
deformagdo OH; 1400 cm™': deformagéo CH2; 1370 cm™': deformag&o CHs; 1340
cm™': deformagdo OH e 1320-1030 cm-1 : deformacéo.

Se tratando dos compostos presentes na propolis, os nossos resultados
corroboram com Basilio (2008), onde fez analise por FT-IR e obteve bandas
caracteristicas do extrato de propolis e da membrana incorporada com o extrato
de prépolis. Como caracteristica “apenas” do extrato de prépolis o espectro
mostrou estiramento caracteristico de hidrogénio sem grupo hidroxila (O-H),
tipicos de compostos fendlicos a 3392 cm-1; 1620, 1506 e 1454 cm-1 bandas
correspondentes aos estiramentos C=C de anel aromatico; 1030 cm-1
estiramento da ligagédo C-O-C de éter ou éster aromaticos (para flavonodides), e
a presencga da banda a 835 cm-1 correspondente a deformac¢éo angular fora do
plano de C-H aromatico.

Na preparacdao das membranas de celulose incorporadas com extratos,
Barud et al (2013); formularam o extrato de propolis a partir de uma solugéo a
11% de Extrato Padronizado de Propolis Verde (EPP-AF®) (p/v), sendo
respectivamente, 1.2%, 2.4% e 3.6% (p / v), porém, foi a concentracdo de 2.4%
que apresentou melhor atividade antibacteriana contra S.aureus ATCC 25923, o
que corrobora com esta tese, que utilizou membrana de celulose incorporada
com extrato de propolis (EPP-AF®) na concentragéo de 2.4% contra S.aureus
ATCC 25923, mas além disso, também foi testado para a cepa E. coli (ATCC
25922), onde pode ser observado um potencial efeito de inibicao do crescimento
bacteriano.

Nos testes antibacterianos avaliamos a acao antimicrobiana das biomembranas
em S.aureus ATCC 25923, bactéria Gram-positiva, e E.coli ATCC 25922,
bactéria gram-negativa. Os resultados mostraram que a atividade antibacteriana
ocorreu somente em presenga das biomembranas contendo propolis (EPP-
AF®), associado ou ndo ao mastruz, esse resultado mostra indicagao clinica das
biomembranas compostas por EPP-AF®, seja de modo em associagcdo ao
mastruz ou isolado neste biomaterial, tanto para uso humano e veterinario. Vale
ressaltar que a biomembrana de mastruz ndo apresentou agao bactericida,
porém pode ter apresentado agao bacteriostatica, no entanto, isso nao pode ser
avaliado. Além disso, o tratamento das culturas com a biomembrana onde o

mastruz foi associado ao prépolis, a acdo antimicrobiana foi maior, indicando que
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essa associacao foi capaz de potencializar os efeitos do extrato de propolis
(EPP-AF®), tal fato pode estar relacionado com o efeito imunomodulador do
extrato de mastruz (NASCIMENTO et al, 2006) e do EPP-AF® (SILVEIRA et al,
2022), que podem estar atuando em sinergia.

Os resultados relacionados a atividade antibacteriana demonstraram , que
as membranas de biocelulose incorporadas com a préopolis apresentaram
atividade bactericida frente a S.aureus e auséncia dessa atividade diante de
E.coli. Tal fato pode estar relacionado a entrada do bioativo na parede celular
bacteriana, uma vez que, as bactérias Gram-negativas apresentam uma parede
celular mais complexa quando comparadas ao grupo das Gram-positivas
(CAMPQOS, 2019). Outra possibilidade esta relacionada a biodisponibilidade do
extrato, ao contrario, do que ocorre no encapsulamento, as biomembranas
permitem maior difusdo dos principios ativos no meio, como ocorre com os dados
obtidos por Marquele-Oliveira et al, (2019) que mostraram que a agéao
antimicrobiana da propolis (EPP-AF®) se mantém em até sete dias, em um
sistema de entrega sustentada baseado na incorporacdo da formulagao auto-
microemulsificante (SMEF), co-encapsulante de prépolis (EPP-AF®) e do dleo
essencial de Cinnamomum cassia carregados em membranas de biocelulose
incorporadas com a propolis. Essa manutengao da agao antimicrobiana do (EPP-
AF®) foi determinada com base na aplicagdo de modelos matematicos
desenvolvidos para descrever a liberagcao de farmacos das formas farmacéuticas
que a contém. De acordo com o perfil cinético e de liberagédo, da biomembrana
de celulose incorporada com o (EPP-AF®) observou-se uma liberagéo inicial
rapida, provavelmente devido a adsor¢cao do SMEF na superficie da membrana,
e a partir de aproximadamente 48 h torna-se mais lento, mas nao se decompde,
permanece e pode fornecer substancias ativas por mais alguns dias, com isso,
esta liberagéo sustentada poderia sugerir a possibilidade de trocas de curativos
semanais sem que a eficacia fosse perdida.

Corroboram parcialmente com nossa proposi¢ao os dados obtidos por
Marquele-Oliveira et al (2019), através de membranas de biocelulose
incorporada com prépolis (EPP-AF®) com atividade antibacteriana in vitro. Além
disso, dentre os seus resultados foi possivel demonstrar eficacia no tratamento

de feridas cutdneas em ratos, com rapida reepitelizagdo e organizagéo tecidual,
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no entanto, este resultado ndo pode ser verificado no presente trabalho, uma vez
que, testes in vivo n&do foram realizados.

Os resultados quanto a acao antimicrobiana da propolis de Apis mellifera
também foram descritos por Almuhayawi, (2020) e relacionados a presenga de
compostos como Kaempferol e a Quercetina, que também estdo associados a
atividade anti-inflamatoria.

Dentre todos os tipos conhecidos, a propolis verde brasileira € um dos
mais comercializados e estudados do mundo. Possui como principais
componentes compostos fendlicos, como acido p-cumarico, acido fenilico, acido
cafeico, kaempferol, quercetina e o Artepillin C, sendo este ultimo considerado
como marcador de propolis verde (SANTOS et al, 2019).

Os trés principais bioativos encontradas no EPP-AF® sao o artepelin C, o
acido 4,5 dicafeoilquinico e a drupanina (SILVA,2022). Essa combinagao de
caracteristicas  (padronizagado, reprodutibilidade, atividades bioldgicas
comprovadas e seguranga) permite que o EPP-AF® seja considerado para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (BARUD et al., 2013;
BERRETTA et al.,, 2012, 2013; DINIZ et al.,, 2020; HORI et al., 2013;
MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2019; SILVEIRA et al., 2021).

O extrato de mastruz, por sua vez, possui 4 estruturas moleculares de
kaempferol e 3 de quercetina (RODRIGUES et al,201), enquanto que, o extrato
da prépolis possui apenas 1 estrutura de cada molécula, o que pode ter relagao
com a potencializagao do efeito da prépolis. Rios et al, (2017) mostrou que o
extrato de C.ambrosioides na sepse polimicrobiana induzida melhora a atividade
fagocitica e diminui o crescimento bacteriano, e consequentemente a resposta
inflamatodria sistémica, o que pode explicar o potencial efeito de inibicdo do
crescimento bacteriano observado nos testes antibacterianos do presente
trabalho.

Os ensaios de MTT realizados utilizaram apenas os extratos de mastruz,
prépolis e as suas associagoes, ou seja, nao foi possivel considerar esse ensaio
com os extratos incorporados nas biomembranas, pois para analises desse tipo
€ necessario um modelo 3D. Desse modo, durante a execugdo do protocolo
experimental houve testes preliminares em formato 3D, mas apesar disso, no
tempo oportuno esses testes foram inviaveis para compor a tese, visto que, a

padronizagao desse modelo ndo pode ser estabelecida.
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No teste por MTT realizado, pode-se observar que os extratos nao
apresentam citotoxicidade as células e isso, indica o percentual de viabilidade
celular maior que 90%, ou seja, nao citotoxica para os extratos de mastruz,
prépolis e o extratos de mastruz associado a propolis, 0 que corrobora com a
escala de citotoxicidade de Dahl, Frangols Polyzois- Polyzois (2006) que permite
classificar o percentual de viabilidade celular em: Maiores que 90% (nao
citotoxica); 60% - 90% (levemente citotdxica); 30% - 59% (moderadamente);
Abaixo de 30% (severamente citotoxica).

Pinheiro- Neto et al (2017) elaboraram um biomaterial de mastruz a 5%
com efeito cicatrizante aplicado de formacéo topica em fratura 6ssea de coelho.
No contexto, dos ensaios de cicatrizagdo as biomembranas de celulose
bacteriana foram incorporadas com o extrato de mastruz a 5%, o que corrobora
parcialmente com o autor, visto que, os testes realizados foram in vitro.

Em relagao aos testes in vitro de cicatrizagdo nao foi possivel observar o
fechamento da “ferida”, tal fato pode estar relacionado com uma série de fatores,
uma vez que, o processo de cicatrizagdo no organismo vivo e 0 processo de
cicatrizacao in vitro, a analise nao pode ser comparada. Visto que, os eventos
de epitelizagdo, angiogénese, formagéo de tecido de granulagéo e a deposigcéo
de colageno caracterizam a fase proliferativa (GREAVES et al., 2013). Os
fibroblastos sofrerdo migragao para o local da leséo devido a agéo de fatores de
crescimento, principalmente o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF), Fator de Crescimento de Fibroblastos-2 (FGF-2) e Fator de
Crescimento Transformante-beta (TGF-B) (RAHMAN, 2016).

No ensaio “stratch assay” realizado néo foi utilizado nenhum tipo de
marcador de proliferagao celular e, os fibroblastos foram cultivados e expostos
aos biocurativos. Desta forma, o presente trabalho esta em desacordo com os
resultados obtidos por Ribeiro Filho (2019), nos experimentos, nesse mesmo
modelo de ensaio, fez uso de marcadores de proliferagdo, e com isso, pode
observar o fechamento da “ferida”. Desta forma, a estimulagao pelo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de FGF integram processos
essenciais para a ocorréncia da proliferagdo celular em conjunto com a
angiogénese (HO et al., 2017).

A avaliagao da cicatrizagdo in vitro baseia-se na criacdo de uma lacuna

em uma monocamada de células confluentes, com o intuito de observar se as
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bordas do campo artificial criado vao formar novos contatos célula-célula, no
sentido de seu fechamento (CAPPIELLO; CASCIARO; MANGONI, 2018). Os
fibroblastos sdo as células predominantemente encontradas no tecido conjuntivo
frouxo (KATCHBURIAN; ARANA, 2004) e sao importantes nas fases de
reparagdo e remodelagdo tecidual (PAN et al., 2006). Estas células sao
importantes para a produ¢ado dos componentes da matriz extracelular (BAXTER
et al., 2002).

Por esse motivo, a compreensdo da cicatrizagao in vitro por meio dos
fibroblastos sao relevantes, uma vez que, estas linhagens celulares migram para
as areas afetadas durante o processo de recuperacéo de lesbes, auxiliando na
producao de matriz celular e cicatrizacao.

De acordo com Liang et al (2007), no ensaio de migragao celular, também
chamado scratch assay, a ferida cicatriza de forma padronizada, onde as células
migram em diregdo a fenda produzida -com o objetivo de fechar a lesao que é
evento um caracteristico da fase proliferativa do processo cicatricial, marcado
pela migragao de queratindcitos e fibroblastos. Além disso, o método apresenta
diversas vantagens, como a observacao do movimento e da morfologia celular
em tempo real, a medigdo da velocidade de migragdo, além de ser um teste
simples, de rapida configuracéo, facil analise e baixo custo (ALMEIDA et al,
2019; URCIUOLDO et al, 2022).

Sendo assim, ndo foi possivel observar a migracao de fibroblastos no
periodo de 24 horas com o propdsito de promover o preenchimento do espago
feito pelo risco simulando a ferida, mas apesar disso, pode-se observar
macroscopicamente que a biomembrana de celulose incorporada com o extrato
de mastruz, bem como a biomembrana de celulose incorporada com o extrato
de prépolis apresentaram atividade de proliferacdo celular, tal resultado
demonstra que o bioproduto desenvolvido apresenta compatibilidade biologica.

Os efeitos biolégicos das biomembranas podem ser potencializados, em
virtude de suas propriedades provenientes da celulose bacteriana junto aos
bioativos presentes nos extratos de C. ambrosioides (mastruz) e no extrato de
propolis . Visto que, a celulose bacteriana possui capacidade de regeneragao
tecidual, assim como, o extrato de mastruz é conhecido por sua capacidade
cicatrizante (PINHEIRO NETO et al, 2017) e a propolis referenciada pela sua
atividade antibacteriana (BARUD et al, 2013), o que torna esse bioproduto
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promissor em aplicagdes biomédicas, especialmente, como curativo em caso de
feridas de dificil cicatrizagcdo. O PEG 400 foi utilizado como veiculo nas
formulagoes, devido suas caracteristicas de absorgdo e agao antialérgica que
somado ao carater das nanofribras de celulose formam juntos, um biomaterial
ideal para a incorporagao dos extratos.

De acordo, com Barud (2016), o interesse no desenvolvimento de novos
biomateriais biodegradaveis e biocompativeis tem aumentado na engenharia de
tecidos, especialmente pela necessidade de melhorar o processo de restauragéo
de tecidos danificados ou doentes, bem como suas fungbes, sempre com o
objetivo de aumentar a qualidade de vida das pessoas.

Nesse contexto, as biomembranas apresentam-se como potenciais
biocurativos frente a problematica das feridas, pois a celulose bacteriana possui
uma alta capacidade de regeneracgao tecidual por conta das suas nanofibras que
em conjunto as propriedades de imunomodulagdo, agao cicatrizante e
antimicrobiana dos bioativos presentes nos extratos de mastruz e prépolis,
tornam-se ainda mais promissoras quanto ao seu uso. Considerando as cinco
propriedades que um biomaterial deve ter (LIMA, 2006), o biocurativo obtido
nesta tese possui biocompatibilidade, biofuncionalidade, resisténcia a corrosao
e € esterilizavel, de acordo com os resultados in vitro e analises macroscopicas
realizadas.

Sendo assim, os resultados apresentados sdo preliminares quanto ao
efeito cicatrizante e antibacteriano de biomembranas de celulose incorporadas
com extratos de mastruz e propolis, e que constituem potenciais perspectivas de
tratamento diante a problematica de feridas cronicas, especialmente, aos
diabéticos do tipo Il.

Portanto, espera-se que o produto desta tese possa contribuir de forma
direta ou indireta com a qualidade de vida das pessoas, principalmente, com
aquelas que possuem feridas cronicas, como por exemplo, decorrente da
problematica do pé diabético em portadores de diabetes mellitus tipo Il, que por
muitas vezes tém suas vidas interrompidas por conta das complicagdes da

doenga.
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6. CONCLUSOES

A analise quimica por FTIR registrou os principais grupos funcionais que
permitem identificar os biopolimeros que constituem as biomembranas como
biocurativos; A analise térmica por TG permitiu confirmar as propriedades
térmicas das biomembranas como biocurativos; E possivel incorporar o extrato
hidroalcdolico de mastruz, o extrato etandlico de propolis, como também as suas
associagdes em matrizes poliméricas para obtencdo de biomembranas.

Os extratos de mastruz, propolis EPP-AF® e suas associagbes nao
apresentaram toxicidade celular;

A biomembrana de celulose incorporada com o extrato de propolis
apresentou atividade antibacteriana frente ao S.aureus; A biomembrana de
celulose incorporada com o extrato de mastruz e préopolis EPP-AF® apresentou
atividade antibacteriana frente ao S.aureus; A biomembrana incorporada apenas
com o extrato de mastruz ndo apresentou atividade antibacteriana.

A biomembrana incorporada com o extrato de mastruz apresentou melhor
atividade de aumento da proliferagdo celular, quando comparada a
biomembrana incorporada com o extrato de prépolis EPP-AF®; Os fibroblastos
promoveram adesao a biomembrana de celulose bacteriana de modo mais
significativo com extrato de mastruz, do que quando comparado as

biomembranas de celulose incorporadas com o extrato de prépolis.
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Midas Pet & Life: uma empresa de base cientifica

Marla Raquel Pontes da Rocha '; Emanuelle dos Santos Pinheiro ?

"Programa de Pés-graduagéo Rede Nordeste de Biotecnologia — UFMA; Socia-fundadora
Midas Pet & Life

2 Centro Universitario Estacio Sao Luis; Sécia-fundadora Midas Pet & Life

RESUMO

A Midas Pet & Life € uma empresa de base cientifica voltada para o Mercado Pet Care que
nasceu no ambiente universitario, com o desafio de transformar pesquisas com validagéo
cientifica em bioprodutos. O mercado pet movimenta bilhdes de dolares e o Brasil representa o
maior mercado pet da América Latina (2018 com US$ 20,7) e o 2° colocado no cenario mundial.
A Midas Pet & Life € uma empresa idealizada nos moldes P&D a partir de eixos relacionados a
sustentabilidade econdmica, ambiental e social, por esse motivo entrega ao mercado pet
produtos naturais, essencialmente, formulados por meio de matéria-prima da biodiversidade
amazonica. Temos o proposito de levar saude e bem-estar aos pets e seus tutores, pois
entendemos que se o0 seu pet esta bem, vocé também esta. A partir disso, empregos e
oportunidades de negdcios serdo promovidos, o que irdo contribuir com a economia do estado
do Maranhao, bem como da formagdo da cultura de um ecossistema de empreendedorismo

inovador.

Palavras — Chave: empreendedorismo feminino; produtos naturais; mercado pet care; empresa

de base cientifica
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Idealizagdo do negécio

A ideia surgiu no ano de 2019, quando fui realizar um estagio na cidade
de Araraquara-SP. La ingressei no laboratério de um pesquisador parceiro no
desenvolvimento da minha tese de doutorado, e em conjunto a isso participei de
um evento sobre empreendedorismo na UNESP. Em conversas paralelas com
os colegas que havia feito amizade, o Programa Centelha foi mencionado e a
partir disso comecei a pesquisar a respeito dos Programas de Fomento. No meu
retorno a S&o Luis iniciei a minha jornada de capacitagdo na area de
bioemprendedorismo e no final de 2019 foi langado a 12 edigdo do Programa

Centelha do Maranh3o.

Iniciativas como a do Centelha, partem de algo maior, como o Novo Marco
Legal de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao, aprovado em 2018 pelo Governo
Federal. O referido marco esta embasado na Lei n® 13.243/2016, que dispde
sobre estimulos ao desenvolvimento cientifico, a pesquisa, a capacitagao
cientifica e tecnologica e a inovagdo, e que altera a Lei n° 10.973/2004,
denominada de “Lei da Inovagao”. Esta agao representou um grande avango

legal e de mudanca cultural sobre como a inovagao deve ser alcangada.

A regulamentagao da lei n° 13.243/2016 se da a partir do Decreto n°
9.283/2018, que regulamenta o novo Marco Legal de Ciéncia, Tecnologia e
Inovagédo, estabelece que os projetos de pesquisa, desenvolvimento e inovagéo

poderdo contemplar, entre outras finalidades:
- Execugédo de pesquisa cientifica basica, aplicada ou tecnolégica.

- Desenvolvimento de novos produtos, servigos ou processos e
aprimoramento dos ja existentes. - Fabricacdo de protétipos para avaliagao,

teste ou demonstragao.

- Capacitacao, formacgao e aperfeicoamento de recursos humanos para
atuacdo em pesquisa, desenvolvimento e inovagao, inclusive no ambito de

programas de pos-graduacao.

Inspirado no referido marco, o governo do estado iniciou em 2020

importantes debates quanto ao projeto de lei do Marco Estadual de Ciéncia,
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Tecnologia e Inovagao do Maranhdo, as principais universidades participaram
desse momento. A UFMA, por exemplo, chegou a enviar sugestdes ao projeto
de lei'. O referido marco objetiva fomentar o desenvolvimento cientifico, a
pesquisa, a capacitagao cientifica e tecnoldgica e a inovagdao promovendo
educacgao e aproximando os diversos atores que constituem esse ecossistema,
congregando instituigdes publicas e privadas. Com o Marco Legal, serdo
fortalecidos a cooperagao entre estas instituicbes e o empreendedorismo de
base cientifica e tecnoldgica, sendo o langamento ocorrido dia cinco de julho de
2022.

E nesse contexto que inciativas como o Programa Centelha surgem com
o objetivo de gerar novas empresas de base tecnoldgica; inovagdes que sejam
de interesses sociais e empresariais; e aformacdo da cultura do
empreendedorismo inovador, a fim de fortalecer os ecossistemas de inovagao
do pais, a primeira edigdo do programa foi langada em 2019 no Maranh&o. De
acordo com informagdes presentes no edital Programa Centelha MA?, ele foi
uma realizagao do MCT]I, por meio da FINEP, em parceria com as Fundacdes de
Amparo a Pesquisa estaduais. No caso do Maranhao, a FAPEMA foi a executora

e contou com a parceria de instituicdes locais.

O principal objetivo do edital foi estimular a criagdo de empreendimentos
inovadores e disseminar a cultura empreendedora no Maranhao, no ambito do
programa “Inova Maranhao™3. O estimulo parte da transferéncia de recursos de
subvencado econdmica que sao considerados nao reembolsaveis. Espera-se,
portanto, a geragao de empresas de base tecnoldgicas a partir da transformagao
de ideias inovadoras em empreendimentos que incorporem novas tecnologias

aos setores econdmicos estratégicos do estado do Maranh&o.

A subvencgao econbOmica a inovacgao prevista no edital, apresentou um

valor global de R$ 1.480.000,00 (um milhdo quatrocentos e oitenta mil reais),

! Disponivel em http://www.ufma.br/portalUFMA/arquivo/3sTxO3p9XLGBVVa.pdf

2 Disponivel em https://programacentelha.com.br/wp-content/uploads/2020/01/V1-MA-Edital-
Centelha.pdf

% O Inova Maranhéo & um Programa do Governo do Estado veiculado a Secretaria da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagéo (SECTI) que tem como objetivo estimular junto a sociedade maranhense
o desenvolvimento de ag¢des voltadas para a inovagao, empreendedorismo, desenvolvimento
tecnolégico, desenvolvimento sustentavel e inovagao social. O programa nasceu em 2015,
inicialmente como um programa de incubagao de Startup.
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sendo R$ 1.110.000,00 (um milhdo cento e dez mil reais), oriundos do Fundo
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — FNDCT/FINEP e R$
370.000,00 (trezentos e setenta mil reais) provenientes da Contrapartida do
Estado do Maranhdo. Segundo o Edital FAPEMA n° Edital n°® 22/2019, os
projetos submetidos passaram por trés fases distintas e eliminatérias

a) Fase 1 (ldeias Inovadoras): Nesta fase as principais dimensbdes a
serem apresentadas pelos proponentes sao: (a) problema que
soluciona e a explicagéo da oportunidade, (b) caracteristicas basicas
da solugao proposta, (c) diferencial inovador frente ao que ja existe no
mercado e (d) identificacéo e perfil da equipe envolvida. E quando os
proponentes fardo a insercao de informacgdes basicas sobre a principal
ideia da proposta; b)

b) Fase 2 (Projeto de Empreendimento): Nesta fase as principais
dimensdes a serem apresentadas pelos proponentes sio: (a) equipe,
(b) produto, (c) tecnologia, (d) mercado, (e) capital e (f) gestdo. E
quando os proponentes fardo os detalhamentos das propostas
submetidas na fase anterior, agora com foco na viabilidade e no
desenvolvimento do empreendimento. c)

c) Fase 3 (Projeto de Fomento): Nesta fase, os proponentes devem
detalhar o cronograma fisico financeiro da proposta e aplicagdo dos

recursos de subvengao a serem recebidos

Tabela 1. Projetos aprovados por tematica

TEMATICA QUANTIDADE PERCENTUAL
Biotecnologia e Genética 07 25,00%
Tecnologia Social 06 21,40%
Inteligéncia Artificial e Machine 05 17,81%
Learning

Automacéo 02 7,14%
Design 02 7,14%
Quimica e Novos Materiais 02 7,14%
Nanotecnologia 01 3,57%
Geoengenharia 01 3,57%
Realidade Virtual 01 3,57%
Tl e Telecom 01 3,57%
Total 28 100%

Fonte: elaborado pela autora com base Diario Oficial ANO CXIV N° 209
SAO LUIS, QUARTA-FEIRA, 11 DE NOVEMBRO DE 2020.
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Importante destacar que a tematica da Biotecnologia e Genética assume
um papel de destaque no cendrio maranhense, com 25% de projetos aprovados.
Essa situacdo, reflete a preocupacdo dos empreendedores em melhorar a
sustentabilidade e a eficiéncia nos processos de fabricagdo em areas voltadas
para o meio ambiente, alimentagao, biocombustiveis, cosméticos e até mesmo
para vacinas. Dentro do referido grupo, encontra-se a Midas Pet & Life que tem
a missao de levar saude e bem-estar aos pets e seus tutores, através de
produtos formulados a partir de extratos vegetais cujas pesquisas ja foram
validadas no ambito académico, a exemplo do mastruz (Chenopodium
ambrosioides).

A escolha do mercado pet se deu por estar em um processo de
crescimento constante pois ja representa 0,36% do PIB brasileiro, a frente dos
setores de utilidades domésticas e automagao industrial. Destaca-se ainda que
o maior mercado ainda sdo os EUA, com 40,2% dos US$ 124,6 bilhdes totais.
Atras estao: Brasil (5,2%) e o Reino Unido (4,9%), completando assim os trés
maiores mercados Pet mundiais. Por outro lado, dado sobre a segmentagao do
mercado pet apontam que Pet Food, que representou 73,9% do faturamento,
seguido por Pet Serv (17,7%) e Pet Care (8,4%) (ABINPET, 2018).

A Midas Pet & Life na primeira edigao do Centelha-MA

O programa Centelha possui um prazo, normalmente, para sua execugao
de um ano. A ideia submetida e aprovada, pela Midas Pet & Life foi de uma
pomada cicatrizante a base de mastruz para pets (caes e gatos). Durante a
execugao do programa a equipe, percebeu que langar uma pomada com uma
proposta terapéutica no prazo de um ano seria inviavel. Essa situacdo é
decorrente das legislagbes vigentes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), 6rgao responsavel pela regulagao e normatizagao de
servigos vinculados ao setor.

Dentro Centelha, as equipes participam de muitas mentorias que
contemplam diversas tematicas, como precificacdo, Canvas de modelo de
negocio, branding, viabilidade do negdcio dentre outros. Ocorre que, em uma
das mentorias, a equipe chegou a conclusdo de que dentro do prazo de um ano

e com recursos limitados, seria impossivel lancar a pomada. Foi entdo, que
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decidimos nao langcar um produto terapéutico, mas sim, um produto voltado para
higiene e beleza. A equipe langou, a principio, um sabonete pet feito com extrato
de mastruz que promove um reestabelecimento da pelagem dos pets de forma
saudavel e natural.

A equipe, por sua vez, comegou a produzir o extrato de mastruz em
parceria com o Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA). Foram coletados 12kg de mastruz e produzidos 5L de
extrato, aproximadamente. Com o extrato pronto, buscamos aprimorar o

processo de incorporagdo em uma base vegetal, ainda de forma artesanal.

FIGURA 1- MVP do sabonete da Midas Pet & Life

-
Fonte: Rocha; Pinheiro, 2021

Na Figura 1 possui dois sabonetes, o verde feito somente de extrato de
matruz e o outro, na cor marrom incorporamos o extrato de prépolis com o
mastruz (Objeto da tese). Por uma questdo de custo, a empresa optou por
permanecer, incialmente, com a versao feita somente de mastruz. Nessa versao
MVP, a empresa nao comercializou os sabonetes, apenas deu como presente.
Os relatos apos o uso, foram bastante animadores.

Ainda com o recurso do Centelha — MA, a empresa iniciou o processo de
registro da marca, fez a compra de embalagens e moldes personalizados. Além
disso, a empresa tem buscado através desse recurso, adquirir equipamentos
voltados para o processo de produgado de extratos vegetais e 6leos essenciais.

Essa iniciativa visa, fortalecer o eixo P&D da empresa e, futuramente,
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desenvolvermos outros produtos voltados para o mercado pet a partir dos

bioativos da Amazodnia e Cerrado.

Figura 2: Sabonete (Pelonete) pronto para comercializagéo
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Fonte: Rocha; Pinheiro, 2021

Atualmente, o sabonete esta sendo manufaturado por uma farmacia de
manipulacdo em Sao Luis. A sua comercializagao € exclusividade da Midas Pet
& Life e esta sendo feita através de indicagdes. Estamos buscando desenhar os
canais de venda em modelos B2C e B2B nos canais online e offline.

Com relagdo ao Centelha, o programa deveria ser encerrado agora no
més de junho de 2022, no entanto, foi prorrogado por mais cinco meses, devido
aos atrasos no periodo da pandemia. A empresa ja investiu a primeira e a
segunda parcela do recurso e, agora aguarda o pagamento da terceira parcela.

Muitos sdo os programas voltados para Startups e empresas com a
cultura da inovagao. Por isso, a Midas Pet & Life ao longo do Centelha, participou
de outros editais tais como a primeira edigao do programa de Pré-Incubacao do

NAVE-UFMA, ficamos em primeiro lugar. Atualmente, a empresa esta sendo
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acelerada pelo programa Inova Amazénia (primeira edigao), em parceria com a
acelerado Ventiur e Sebrae. Neste edital, a proposta submetida foi a do sabonete
de mastruz associado com o 6leo de babagu. O programa tera a duracéo de seis
meses, onde assim como no Centelha, recebemos diversas mentorias e recursos

financeiros.

Desafios e Perspectivas

Nesse cenario, a proposta de negdcio foi idealizada de forma estruturada
para submissdo ao Programa Centelha, e na época concorremos com a Midas
Pet & Life — produtos para o mercado pet. Posteriormente, fomos ingressando
em outros editais e se inserindo cada vez mais no ecossistema de
empreendedorismo. De um modo geral, estes editais tém como principio
responder as seguintes perguntas, considerando o que o “Mercado quer”, ou
seja, qual é o problema? qual é a dor? que as pessoas compram a solugao?
Entdo, assim nasceu a ideia de adentrar o mercado pet, no decorrer do Programa
foram muitos os desafios, sendo o primeiro deles a mudanga do nosso produto
de langamento que antes era uma pomada de mastruz cicatrizante e depois

pivotamos para o sabonete capaz de promover o crescimento dos pelos.

O segundo problema foi o espaco, porque precisamos de um laboratério
para desenvolver os nossos produtos, e infelizmente, esses programas nao
contemplam esse tipo de beneficio e para as Startups de Biotecnologia que
precisam de Laboratério, dependem de Acordos de Cooperagao entre as
Instituicbes de Ensino Superior e a Startup, que no nosso caso néao foi possivel
de estabelecer. O terceiro problema esta relacionado ao atraso do pagamento
do recurso, pois ja nao éramos somente uma “ideia” e sim, pessoa juridica e todo
més com custos fixos para poder continuar operando. O recurso obtido nao
contemplava esses custos, porém, para poder receber o recurso precisavamos

ter empresa constituida.

Destarte, esses foram os trés principais desafios enfrentados com base
na 1? edicdo do Programa Centelha do Maranhdo. Atualmente, estamos
inseridas no ecossistema do empreendedorismo através de outros editais de

fomento, como por exemplo o Inova Amazodnia e Startup Nordeste, paralelo a
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isso participamos de eventos relacionados a Empreendedorismo e Inovagao na

Black Swan, Estacio, Uninassau e dentre outros.

Diante disso, como perspectivas da Midas Pet & Life temos a aquisicéo
de equipamentos, crescimento de receita e langamento de novos bioprodutos,

como também iniciar o processo de internacionalizagdo da empresa.



APENDICE B: Pedido de Depésito de Patente no INPI

IH.H!"I'I'IH'EI TOZO00E45S
\ ] OMOZ2020 re
.l m mm:smns
INDUSTRIAL

284081610147 28232

Pedido naclonal de Invengso, Modelo de Utilidade, Cartificado de
Adig8o de Invengéio e entrada na fase nacional do PCT

Mimero do Processo: BR 10 2020 002643 7

Dados do Depositants (71)

Depositarde 1 de 1

Mome ou Rezlio Sodek UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
Tips de Peasok: Fessoa Jurldics
CPRICHP.E 062T0103000114
Macionalidade: Erazieira
Qualificaqlo Jurfdlcs: inatiuicao de Ensing & Pesquisa

Enderego: Cidade Universitana Dom Delgado, Av. dos Portugueses, 1966, Vila

Bacanga
Cldade: 530 Luis

Eatado: 1~
CEP: G5080-805
Pafe: Brazd
Telefone: (93) 32728710
Fac
Emall nit-dapiufma b
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Dados do Padido

Matureza Patents: 10 - Patente de Invencaa (Fl)

Thulo da Invenglio ou Modelo de Blomembrans a base de exirato de mastnz & g0 uso

Utilace (54

Rasumo: A presente invengao refere-se &0 desenvolvimento de um blomaterial

formado por podimeros naturals ou sintéticos, tendo como base as
formulagies do extrato vegetal de masinz {Chenopdodium
ambrosioides L, sinonimia Dysphania ambrosioides L). Desse modo,
as aplicagdes podem ser de forma solada, como também, em
ass0ciaci0 com outros extratos onglnicos, preferenciaiments, 2o
exfrato de prdpolis. Para tanto, suas formas famacauticas tim como
finalidade & proflaxia @ a terapéubca nos processos inflamatdnos, de
cdcatrizacao teckdual, sefa em casos sem infecclo & com infecpdo.
Sendo assim, sua aplicagio desting-se para o uso humano e
wetennano.

Figura a publicar; 5

96
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APENDICE C: Publicagéo de Patente no INPI

ey se sozonoezeea a2 RN
(22) Data do Depésito: 07/02/2020
Repitica Federatva do Brasil  (43) Data da PublicagBo Nacional: 17/08/2021

rrilien S Econdms
Ircalsiuin Flacainiil i Prisprssdishs InSusinal

{54) Thula: BIOMEMBRANA A BASE DE EXTRATO DE MASTRUZ E SEU USO
{51) Int. CL: ABIL 26100,

{52) CRC: ABIL 26/0057; AB1L 264009,

{71) Depositantefes): UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD.

(72) Invertor{es): FLAVIA RAQUEL FERMANDES DO HASCIMENTO; MARLA RAQUEL PONTES i ROCHA.

(57) Resuma: BIOMEMBRANA A& BASE DE EXTRATO DE MASTRUZ E SEU USD. A presente imven;io refere-ge ao
deservobiments de um biomalenal formade por palimesos nalurais ou sinlélicog, 1ends como base as farmulacles do exsalo
vefeldl de mastru (Chenopodium ambrogioides L, sinonimia Dyiphania smbrasioides L), Deste modo, & aplicaches podem e
e T isclada, come Lambén, em astaciacho com oulros exralas arglnicos, preferen cialmente, a0 exirala de propalis. Para
tanila, suas formas Mrmactuticas \&m coma finalidade a profila e & \erapditica nos processas inflamalinios, de dealrzachn
tecidual, Seja em cases sem inleccd & com infeccho. Senda attim, sua apicacin desting-5e para o wsn humand & velsrndsio.
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ANEXO A: Identificagao botanica da espécie vegetal

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD

F ot e i B bt 8 o B 10D e LY - B |- ikl

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS
HERBARIO DO MARANHAO - MAR

5&o Luis, 10 de Julho de 2017,

CON DE IDENTIFI A

Segue abaixo a confimacio da wentificacio realizada. Desde | agradecemos o
envio do material e informamos gue o mesmo estard, em breve, devidamente
catalogado no acervo do Herbario MAR

“N° tombo | Coletor (nimero) Familia Espécie
MAR
9.349 GOMES, L N & EB |Amaranthaceas | Dysphania ambrosioides (L)
Almeida Jr. (01) Mosyakin & Clamants
Atenciosamente,
bduiiiay Mt 20

" Prof. Dr. Eduardo B. de Almeida Jr.
Curadar do Herhério MAR
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ANEXO B: Tabela da caracterizagao quimica do mastruz

Tabela 1: Caracterizacado quimica do extrato hidroalcéolico de C. ambrosioides de acordo com
0 método HPLC-ESI-IT/MS and FIA-ESI-IT/MSn

Number [M-H]? [VERS Compound

1 191 173;127;85 Quinic acid

2 193 135 Glucuronic acid

3 295 163 Coumaroyl-xilose acid

4 739 593;285 Kaempferol-3-glucoside-2"- rhamnoside-
7- rhamnoside-7

5 725 285 Kaempferol-0-pentoside-2”-
rhamnoside-hexoside

6 431 285 Kaempferol3-0-alpha-1- rhamnoside

7 593 285 Kaempferol-3-glucoside-3"- rhamnoside

8 563 431;285;151 Kaempferol-0- rhamnoside-pentoside

9 595 301;151 Quercetin-3-0-arabinoglucoside

10 579 447;301 Quercetin-0- rhamnoside-pentoside

11 579 447;301 Naringin

12 609 463;301 Quercetin-3-0- rutinoside

13 463 301 Quercetin-3-O-glucoside

14 623 447;301 Isorhammetin-3-O-rutinoside

15 301 285;267;241;173  Hesperetin

16 285 257 Kaempferol

2 Desprotonation; ® Multiple-Stage-Fragmentations

Fonte: Rodrigues et al, 2021
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ANEXO C: HPLC/DAD: quantificagao de substancias bioativas do extrato de
prépolis (n=3 £ SD).

Fonte: Silva, 2022

Biomarcador da

Concentragiio £ SD

Propolis {mg/g)

Acido cafeico 0,685+0,028
Acido p-cumarico 3,786+0,027
3.5 Dicafeoilquinico 41630006
4.5 Dicafeoilquinico 70390074
Aromadendrina 1.422£0,016
Drupanina 5.460=0,123
Crise 0,825+0,025
Galangina 2,797+0,188
Artepilin C 13,149+1,647
Bacarina 1.422+0.264
Total de Bioativos 40,7472 .4
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ANEXO D: Declaragao de contemplagao em edital para empreendimentos
inovadores

FAFEMA - Declzrecis de paquusden kit etrostes Epoma ke eclntenicavsl declorscachbelanta b

= —— COVERNO DO ESTADO DO MARANMAD _
l'ﬂ?:m FUNDACAD DE AMPARO A PESQUISA E AD DESENVOLVIMENTO o
— T CIENTIFICO E TECNOLOGICO DO MARANHAD

DECLARACAD

SeZaamar oA on devizor fra gee ¢ Sn[a) MARLA RAQUEL PONTRE QA AL0OMA, CRF:
B35 882 422-55, 4 zeas Enas s 25 Sepfats "MIDAS BCT 4 LITS: PACOLUTOL FARA © MIRZAZD
BET %3] costevondr A3 BOTTAL NP 3133010 CENTELHA - CWAMADA P03L3TA 0O FROGRAMA
NACISNAL OF ASQI0 A CSAfI0 I SWSLSINCIMENTOL INCVAZDLIL, da Fotsacls fe Amzats
B Fuazams & 32 Canaceshvimaces Clastz: a Tes=sdgss 22 Masatrl: - FAPCWA, =2 anzss Za
CECEI0a5 ate SRTAE0E0.

Atd B Soaratta 2ats el vMCJB3D B2 272jet

28: Lilm, 24 za Novamoez za 2220

Amzol Laln Bhew foe Saize
Cimatzs Srapizante 28 FAROMA

Sigts Ver®zaze~ L0

S2213: Je czottse: 1001.8221. 04480450

A BJecToiIRze Jecte S3TSCTRNTE Sevel 0et coafemace e 2agme 2a FAREMA,
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