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RESUMO

A utilizacdo de polimeros em aplicacdes biomédicas, particularmente na
preparacdo de curativos, tem despertado grande interesse tecnologico. Dentre os
diversos polimeros existentes, o poli(acido latico) (PLA) € o que apresenta
significativo crescimento na area medicinal por ser biodegradavel e biocompativel,
assim como o poli(etilenoglicol) (PEG), o qual apresenta uma ampla utilizagdo na
area biomédica, mas especificamente no campo farmacéutico. Um curativo, além de
biodegradavel e biocompativel, pode ainda ser bioativo, se nesse for incorporado
algum agente com propriedades bioloégicas, como € o caso do peptideo Jaburetox, o
qual vem sendo estudado devido as suas atividades antifungicas e antibacterianas.
Com isso, o presente projeto tecnolégico tem como objetivo a preparacdo de
matrizes de PLA e PLA/PEG, pela técnica de eletrofiacdo, com incorporacdo do
peptideo Jaburetox e avaliacdo de suas propriedades antifungicas e antibacterianas,
para potencial aplicacdo como curativos bioativos. As matrizes poliméricas foram
caracterizadas por analise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e angulo de contato. Ensaios antifingicos e antibacterianos foram
realizados, sendo que os melhores resultados foram obtidos contra o patdgeno
fungico Candida albicans para ambas as matrizes. Dessa forma, as matrizes
poliméricas funcionalizadas com Jaburetox apresentam um excelente potencial para

aplicacdo como um curativo bioativo.

Palavras-chave: poli(acido latico), poli(etilenoglicol), electrospinning,

Jaburetox, curativos bioativos.



ABSTRACT

The use of polymers in biomedical applications, particularly in the preparation
of wound dressings have aroused great technological interest. Among several
existing polymers, polylactic acid (PLA) is one that presents significant growth in the
medicinal area due to it is biodegradable and biocompatible nature, as well as
polyethylene glycol (PEG), which presents a wide utilization in the biomedical area,
more specifically in the pharmaceutical field. Wound dressings, in addition to be
biodegradable and biocompatible, can still be bioactive, if there is incorporation of
some agent with biological properties, such as Jaburetox peptide, which has been
studied due to its antifungal and antibacterial activities. Based on this, the present
technological project aims to prepare PLA and PLA/PEG matrices using the
electrospinning technique, incorporating Jaburetox peptide and evaluating their
antifungal and antibacterial properties, in order to potentially apply these matrices as
wound healing dressings. The polymer matrices were characterized by
thermogravimetric analysis (TGA), differential scanning calorimetry (DSC) and
contact angle. Antifungal and antibacterial assays were performed, and the better
results were observed to the fungal pathogen Candida albicans. Therefore, the
polymeric matrices functionalized with Jaburetox show an excellent potential in their

application as bioactive wound dressings.

Keywords: polylactic acid, polyethylene glycol, electrospinning, Jaburetox,
wound healing dressings.
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1. APRESENTACAO

O crescente uso dos polimeros tem requerido cada vez mais empregos
inovadores devido a gama de possiveis aplicacdes desses compostos. Na area
biomédica tem-se buscado explorar materiais biocompativeis e biodegradaveis,
como o poli(acido latico) (PLA) e o poli(etilenoglicol) (PEG), e ainda aliar suas
interessantes propriedades com compostos de interesse biotecnolégico.

O PLA é um polimero de acido latico, obtido sinteticamente, com propriedade
de ser biodegradado a produtos atoxicos como CO2, acido latico e agua, e ser
também biocompativel, propriedade que tem sido bastante explorada na &rea de
implantes, por exemplo. O PEG é um polimero de etilenoglicol, anfifilico e que tem
demonstrado propriedades promissoras, como por exemplo, na area biomédica,
sendo empregado na utilizacdo de liberacdo controlada de farmacos. As
propriedades do PEG também s&o exploradas junto as do PLA em blendas
poliméricas.

O uso conjunto desses polimeros com compostos bioativos pode resultar em
excelentes produtos para area biomédica. Um peptideo bioativo de grande interesse
biotecnolégico, denominado Jaburetox, apresenta propriedades antifungicas e
antibacterianas, sendo derivado de uma proteina toxica presente em sementes de
feijdo de porco (Canavalia ensiformis).

Neste contexto, a proposta deste projeto tecnologico é a producdo de fibras
de PLA e da blenda PLA/PEG pelo método de eletrofiagdo - uma técnica para
producdo de micro ou nanofibras, de baixo custo e de facil manuseio - além da
incorporacdo do peptideo Jaburetox e da avaliacdo do potencial antifingico e

antibacteriano das matrizes, visando sua aplicacdo como curativo bioativo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver matrizes de poli(acido latico) através de eletrofiagdo e incorporar
0 peptideo Jaburetox a essa matriz de forma fisica (adsorvido) e quimica (ligado
covalentemente). Avaliar o potencial antifungico e antibacteriano destas matrizes,

visando sua aplicagcdo como um curativo bioativo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Produzir o peptideo recombinante Jaburetox na bactéria Escherichia coli e

purifica-lo através de técnicas cromatograficas;

> Preparar matrizes de poli(acido latico) e a blenda poli(acido latico)-

poli(etilenoglicol) pela técnica de eletrofiacéo;

> Hidrolisar a superficie das matrizes através de um tratamento alcalino,

aumentando a disponibilidade de fun¢bes organicas reativas a funcionalizacao;

> Incorporar o peptideo Jaburetox as matrizes de forma fisica (adsorvido) e

guimica (ligado covalentemente);

> Caracterizacao fisico-quimica das matrizes;
> Realizar ensaios microbiolégicos para avaliar o potencial antifungico e

antibacteriano das matrizes funcionalizadas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BIOMATERIAIS E POLIMEROS BIOCOMPATIVEIS

A necessidade de materiais mais duraveis para utilizacdo cotidiana fez com
que os plasticos, com diversas aplicagcbes e baixo custo, tivessem um grande
aumento no seu consumo no mundo todo, consequentemente, elevando a
guantidade de residuos que demoram para se decompor (FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006). Recentemente, a producdo e a utilizacdo de polimeros
biodegradaveis vém sendo uma alternativa, pois sua degradacdo € resultado da
acdo de micro-organismos e, sob condi¢cbes favoraveis, pode ocorrer em semanas
ou meses (BRITO et al., 2011).

As principais aplicacfes para esse tipo de polimero incluem embalagens, néo-
tecidos descartaveis, produtos higiénicos, bens consumiveis (FECHINE, 2013) e
materiais hospitalares, dentre eles curativos bioativos.

Os polimeros possuem potencial significativo uma vez que apresentam
grande diversidade quimica, podendo dar origem a materiais com multiplas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas (ULERY; NAIR; LAURENCIN, 2011).
Para aplicacgdo como curativos, o0s polimeros biodegradaveis devem ser
biocompativeis, permitindo maior interacdo com a lesdo, sem causar reacles
imunogénicas (STEFFENS et al., 2015), podendo ainda conter farmacos
incorporados, promovendo, dessa forma, sua liberacdo gradual. Do ponto de vista de
ciéncia basica, a capacidade de modular as propriedades quimicas do biomaterial
para apresentar propriedades materiais Unicas € infinita, mas exige tempo e recursos
financeiros significativos para chegar ao produto final. A medida que os biomateriais
sdo aplicados no cenario clinico, surgem numerosos problemas que ndo podem ser
adequadamente identificados e abordados em experimentos in vitro e com modelos
in vivo anteriormente a sua aplicacdo (ULERY; NAIR; LAURENCIN, 2011).

Por fim, avaliando o impacto da divulgacdo de estudos cientificos sobre o uso
de biocurativos por pacientes com doencas cronicas, viu-se que a procura por esse
produto, apos a divulgacao na midia foi, em dez dias, oito vezes maior que a procura

por ano antes dessa divulgacdo, destacando a importancia da reavaliacdo do
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tratamento de pacientes com feridas crGnicas, com uma visdo mais sistémica de
saude publica (COTRIM; DA SILVA; COTRIM, 2013).

3.2 POLI(ACIDO LATICO)

O poli(acido latico), ou PLA, (Figura 1) € um poliéster de cadeia aberta, cujas
unidades repetitivas sdo derivadas do acido latico (acido 2-hidroxipropanoico). E um
polimero termoplastico, hidrofébico, biocompativel e biodegradavel, derivado de
fontes naturais como amidos e aglcares (RADER, 2016) ou através de sintese

quimica.

Figura 1: Representacédo estrutural da unidade repetitiva do PLA.

o)

O PLA é biodegradado em subprodutos atéxicos (&cido latico, CO2 e agua)
presentes no metabolismo de animais e de micro-organismos. Dessa forma, este
polimero possui potencial para aplicacdo nas areas meédicas e farmacéuticas,
principalmente como dispositivos temporariamente implantaveis (DRUMOND;
WANG; MOTHE, 2004).

A unidade repetitiva do PLA, o acido latico é um hidroxiacido contendo um
carbono assimétrico que pode existir em duas configuracdes opticamente ativas
(Figura 2) ou na forma de mistura racémica. Ambos os enantidmeros D- e L- séo
simultaneamente produzidos a partir de fermentacdo, de uma fonte de carboidratos,
realizada por bactérias. Contudo, quando sintetizado através de métodos quimicos,
uma mistura racémica € obtida (DATTA; HENRY, 2006).
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Figura 2: Formas isoméricas para o &cido latico.

L-acido latico D-acido latico

As propriedades do PLA, como temperatura de fusédo e de transicdo vitrea,
cristalinidade e resisténcia mecanica, dependem da propor¢cdo de seus isOmeros
Opticos presentes no polimero. Polimeros contendo uma composi¢ao de isémero L-
em sua estrutura superior a 93 % sao semicristalinos, enquanto que entre 50-93 %
desta composicado sao estritamente amorfos. Além disso, a temperatura de fuséo
pode variar de 130 °C a 180 °C enquanto a temperatura de transi¢cdo vitrea pode
variar de 50 °C a 80 °C. As propriedades mecéanicas do PLA também podem mudar
significativamente com o aumento da sua cristalinidade (GAMBA, 2013).

Os dois isbmeros do &cido latico podem produzir materiais distintos: o poli
(acido D-latico) (PDLA), um material cristalino com uma estrutura de corrente regular;
0 poli (acido L-latico) (PLLA), que € semicristalino, também com uma estrutura de
corrente regular; e o poli (acido D, L-latico) (PDLLA) que € amorfo. PDLA, PLLA e
PDLLA s&@o solaveis em solventes comumente utilizados incluindo benzeno,
cloroférmio, dioxano, dentre outros e sdo suscetiveis a degradacdo salina, tendo
tempos de meia-vida, a 37 °C, de 4 a 6 meses para PDLA e PLLA, e de 2 a 3 meses
para o PDLLA (XIAO et al., 2012).

3.3 BLENDAS DE POLI(ACIDO LATICO) E POLI(ETILENOGLICOL)

O PLA é um polimero hidrofébico, instdvel em condicbes Umidas e
biodegradavel em produtos atoxicos. Entretanto, sua degradacdo in vivo ocorre
devido a processos inflamatérios que ndo sdo desejados na recuperacdo médica,
principalmente em funcdo da sua hidrofobicidade (DRUMOND; WANG; MOTHE,
2004).

Através da modificacdo quimica do PLA com polietilenoglicol (PEG), um
copolimero anfifilico € formado, o qual é mais susceptivel a degradacgao por hidrolise,

com maior adsorcdo de proteinas, células, e/ou tecidos e, portanto, menos
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susceptivel a desencadear reacbes adversas (DRUMOND; WANG; MOTHE, 2004).
Diversas pesquisas tém incorporado o PEG com o objetivo de diminuir a
hidrofobicidade de outros compostos, por exemplo, incorporado a lipases ou as
adsorvendo para distribuicdo de nanoparticulas in vivo (DE JAEGHERE et al., 1999;
ZACCHIGNA et al., 1998). Evidéncias de que o PEG é suscetivel a degradacgéo
oxidativa em condicbes biologicamente relevantes ja foram apresentadas
(ULBRICHT; JORDAN; LUXENHOFER, 2014b), tornando, assim, o uso deste
polimero ainda mais promissor.

Nanoparticulas produzidas a partir de PLA e da blenda PLA/PEG para
administracdo intranasal do farmaco Zidovudina (AZT), um antiviral utilizado na
terapia contra HIV (virus da imunodeficiéncia humana), foram produzidas pela
técnica de dupla emulsédo seguida de evaporacao do solvente. O estudo demonstrou
que o PEG tem um papel importante na eficiéncia de encapsulacdo do farmaco,
sendo que a quantidade de AZT encapsulada aumentou proporcionalmente em
relacdo ao aumento de concentracdo de PEG na blenda. O PEG mostrou ser de
grande importancia para o aumento da biodisponibilidade do farmaco, visto que suas
caracteristicas hidrofilicas ajudam na estabilidade do sistema, prevenindo agregacéo
e melhorando o transporte das nanoparticulas no meio biologico (MAINARDES;
KHALIL; GREMIAO, 2010; SANTOS et al., 2015).

3.4 PRODUCAO DE FIBRAS POR ELETROFIACAO

A importancia no desenvolvimento de matrizes ndo depende apenas do
polimero escolhido, mas também da técnica empregada na sua fabricacdo (GAMBA,
2013). A técnica de producédo de fibras por eletrofiacdo (em inglés, electrospinning) é
econdmica, eficiente e versatil, podendo ser produzidas fibras tridimensionais em
escala micro e nanométrica (NICOSIA et al., 2015).

O método é simples e direto, no qual uma solucéo de polimero € bombeada a
uma taxa constante através de uma seringa ou um tubo capilar conectado a uma
fonte de alta tenséo e coletada sobre uma placa metalica (FELGUEIRAS; AMORIM,
2017) (Figura 3).
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Figura 3: Modelo representativo de arranjo experimental da técnica. O detalhe
representa a formacéo do cone de Taylor durante a eletrofiacéo.
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Fontes: FELGUEIRAS; AMORIM, 2017; COSTA et al., 2012 adaptados.

Para maiores detalhes do processo, o jato eletrofiado pode ser dividido em
quatro regides distintas (detalhe da Figura 3). Uma gota sujeita a um potencial
elétrico crescente é estirada até que tende a um formato cbnico, chamado cone de
Taylor, um maior estiramento forma a zona de transicédo e entdo o segmento linear. A
estabilidade do jato é mantida a curtas distancias (2 - 4 cm) do cone de Taylor,
devido as tensdes que o jato estd submetido. Em maiores distancias, as tensdes
causam uma instabilidade no jato e levam a regido de espalhamento (COSTA et al.,
2012).

As propriedades da solucao, incluindo a tensao superficial, peso molecular do
polimero, concentracdo, Vviscosidade, volatiidade e condutividade, tém uma
importante influéncia no processo de electrospinning e na morfologia das fibras. A
tensdo superficial desempenha um importante papel na formacao de gotas ao longo
da extensdo da fibra. A viscosidade da solucdo e suas propriedades elétricas
determinam a extensdo do alongamento do jato fibroso que, por sua vez, tém
influéncia sobre o didmetro das fibras resultantes. Contudo, os efeitos das

propriedades da solucdo séo dificeis de isolar, uma vez que a alteragcdo de um
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parametro, pode afetar as outras propriedades da solucdo (PORTELA; ROCHA,
MENDEZ, 2010).

O ajuste dos parametros do processo, tais como campo elétrico aplicado,
distancia de trabalho e velocidade de injecdo da solugcdo, € essencial para a
obtencao de fibras com as morfologias e diametros desejados (COSTA et al., 2012).
A distancia entre a ponta do bico injetor e o coletor, ou seja, a distancia de trabalho
deve ter um valor minimo, para garantir a total evaporacédo do solvente e um valor
maximo, para que o campo elétrico seja efetivo na estabiliza¢cdo do cone de Taylor e
consequentemente, na formacdo das nanofibras. Um aumento na velocidade de
injecdo da solucédo polimérica pode levar a formacédo de gotas, devido ao tempo
insuficiente para evaporar o solvente (RADER, 2016).

Os parametros ambientais como temperatura e umidade, também podem
influenciar na formacédo e na morfologia das fibras. Dependendo da natureza quimica
do polimero, o aumento da umidade relativa pode causar uma diminuicdo ou um

aumento no diametro médio das fibras (COSTA et al., 2012).

3.5 O PEPTIDEO JABURETOX

A Canatoxina é uma proteina téxica isolada de sementes de feijao de porco
(Canavalia ensiformis). A toxina apresenta atividade inseticida contra algumas
classes de insetos, porém nem todos sdo susceptiveis a mesma, pois sua atividade
bioldgica € dependente da liberacdo de um peptideo interno de 10 kDa, denominado
Pepcanatox. Esta hidrolise da proteina ocorre por acdo de determinadas enzimas
digestivas e por isso, nem todos 0s insetos sao susceptiveis a essa proteina, ja que
seu arsenal digestivo é diversificado (FERREIRA-DA-SILVA et al., 2000, FOLLMER
et al., 2001).

Baseado na sequéncia parcial de aminoacidos do Pepcanatox e usando como
molde a sequéncia de nucleotideos de outra isoforma de urease de C. ensiformis
(JBURE-II), foi possivel a obtencdo de um peptideo recombinante, produzido por
Escherichia coli, o Jaburetox-2Ec, com ampla atividade inseticida, incluindo acao
contra insetos ndo susceptiveis a Canatoxina (MULINARI et al., 2007). Uma nova
variante foi clonada e denominada apenas Jaburetox, a qual apresentou atividade

antifungica contra fungos filamentosos e leveduras, mantendo a atividade inseticida
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ja apresentada pelo primeiro peptideo recombinante (POSTAL et al., 2012;
MARTINELLI et al., 2014).

A estrutura tridimensional do Jaburetox foi elucidada por Ressonancia
Magnética Nuclear, caracterizando este peptideo como da familia das proteinas
intrinsecamente desordenadas. Essa caracteristica foi confirmada pela andlise da
sua estrutura secundaria por Dicroismo Circular, com a qual foi possivel observar a
termoestabilidade deste peptideo. Jaburetox ndo apresentou alteracdo estrutural,
mediante aumento de temperatura de até 90 °C e também € estavel perante a uma
ampla faixa de pH (Lopes et al., 2015). Recentemente, a atividade antibacteriana
deste peptideo foi descrita contra bactérias de importancia clinica (BECKER-RITT;
PORTUGAL; CARLINI, 2017). Dessa forma, este peptideo apresenta um grande
potencial biotecnoldgico, tanto no que diz respeito as suas atividades bioldgicas,
quanto as suas caracteristicas estruturais e de estabilidade, o que favorece, assim, a

incorporacdo do mesmo em biomateriais.
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4. PATENTES NA AREA

O estudo de patentes foi realizado na base de dados internacional Derwent
Innovations Index, no dia 18 de dezembro de 2017. O periodo pesquisado foi de
1968 a 2017, dividido em décadas, sendo apresentados ao longo do topico somente
os periodos com publicacBes existentes. Antes de 1968 ndo h& publicacdes nos
topicos pesquisados.

A primeira pesquisa foi apenas sobre o PLA, usando como palavra-chave
“polylactic acid” no campo topico. Na Figura 4 encontra-se o numero de patentes

publicadas.

Figura 4. Numero de patentes publicadas por década, no periodo de 1968 a 2017,
utilizando como palavra-chave “polylactic acid”.
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Fonte: Derwent Innovations Index.

Analisando a figura acima podemos ver na ultima década - 2008 a 2017 - um
expressivo aumento na quantidade de publicacbes de patentes com PLA, o que
demonstra o crescente interesse de aplicacao deste polimero em diversas areas de

pesquisa.



20

Para melhor compreenséo do impacto tecnoldgico do presente trabalho, uma
pesquisa mais restrita foi realizada, buscando dimensionar a quantidade de patentes
gue possuem, além do PLA, os demais componentes chave deste trabalho.

Buscando no campo tépico as palavras “polylactic acid” e “electrospinning”,
foram encontradas publicagbes apenas nas duas Ultimas décadas. No periodo de
1998 a 2007 houve um total de 6 depdsitos de patentes, ja na ultima década, entre
2008 e 2017, foram depositadas 75 patentes, 0 que esta relacionado ndo s6é com o
aumento do interesse no PLA, mas também com o crescente emprego da técnica de
eletrofiacdo para obtencéo de fibras em escala micro ou hanométrica.

Na pesquisa das palavras “polylactic acid” e “biotechnology”, foi encontrado
um pequeno numero de patentes depositadas, também apenas nas duas Ultimas
décadas, com um total de 5 depdsitos entre 1998 e 2007, e 13 publicacBes entre
2008 e 2017.

Ao pesquisar, no campo topico, as palavras “polylactic acid”, “electrospinning”
e “biotechnology”, foi encontrado apenas um depdsito de patente, de numero
JP2011208286-A. Essa patente consiste na producao de fibras de seda, com adi¢ao
de polioxiacido (copolimero de acido latico e &cido glicélico e homopolimeros de
acido latico ou &acido glicdlico) e/ou polissacarideos (quitosana, pululana, gelana,
pectina celulose hidrolisada) para diversas aplicacbes como biotecnologia, energia e
uso biomédico. Pesquisando no campo topico, as palavras “polylactic acid”,
“electrospinning” e “wound healing dressing”, uma patente foi encontrada, de nimero
CN107261195-A. A invencdo consiste na producdo de uma rede eletrofiada de
biomateriais antibacterianos, obtida pelo uso de copolimero de acido glicélico e acido
latico (PLGA), hidroxipropil-quitosana, policaprolactona, quitosana medicinal,
colageno tipo I, mostrando ser um produto diferente do apresentado nesse trabalho.

Por fim, ao pesquisar, no campo tdpico, as palavras “polylactic acid”,
“electrospinning”, “wound healing dressing” e “polyethylene glycol” ndo foram
encontrados registros, demonstrando a inovacao deste projeto tecnoldgico, bem

como a possibilidade de um futuro depdsito de patente.
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5. IMPACTO TECNOLOGICO

A constante busca por inovacdes menos agressivas ao meio ambiente
motivou a busca por polimeros biodegradaveis para o desenvolvimento do trabalho.

Matrizes com potencial antifingico e antibacteriano podem ser empregadas
como revestimento interno de embalagens, ajudando a evitar a contaminagédo do
produto, devido ao desenvolvimento de micro-organismos.

Curativos bioativos vém sendo estudados para promover um tratamento
diferenciado a pacientes com ferimentos de dificil cicatrizacdo, principalmente
pacientes diabéticos, que estdo frequentemente sujeitos a amputac¢des, em funcao
de feridas de dificil cicatrizagéo.

A presente monografia consiste na preparacdo de matrizes poliméricas para
potencial uso como curativos bioativos, a partir dos polimeros biocompativeis e
biodegradaveis PLA e PEG com a incorporacdo do peptideo antifungico e

antibacteriano Jaburetox.
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6. METODOLOGIA

6.1 OBTENCAO E PURIFICACAO DO PEPTIDEO JABURETOX.

Células da bactéria Escherichia coli BL21(DE3)-RIL contendo o plasmideo
pET23a-Jaburetox foram cultivadas em 20 mL de caldo LB (Luria Bertani), 100
ug.mL* de ampicilina e 40 pg.mL* de cloranfenicol. A cultura foi realizada por 16 h a
37 °C e 200 rpm. Todo o conteudo foi inoculado em 1 L de meio de autoinducéo
(triptona 10 g.L?, extrato de levedura 5 g.L%, glicerol 5 g.Lt, (NH4)2SO4 3,3 g.L7?,
KH2PO4 6,8 g.L't, Na2HPO4 7,1 g.L?, glicose 0,5 g.L! e lactose 2 g.Lt, com 100
ug.mLt de ampicilina e 40 pg.mL* de cloranfenicol) e cultivado a 37 °C, 200 rpm, até
absorbancia a 600 nm de aproximadamente 0,7. As condi¢gbes de indugéo foram 16
h, 20 °C, 200 rpm. Apés o cultivo, as células foram centrifugadas a 8000 x g durante
10 min a 4 °C. As células foram ressuspensas em 30 mL de tampéao A (tris-HCI 50
mM, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, pH 7,5) e lisadas em sonicador de ultrassom
por 20 ciclos de 1 minuto com frequéncia de 99 Hz. O sobrenadante foi separado por
centrifugacéo a 15.000 x g por 40 min a 4 °C e adicionado a uma coluna de afinidade
Chelating Sepharose (GE Healthcare) carregada com solucdo de NiClz 0,2 M,
previamente equilibrada com tampdo A. As proteinas ndo retidas foram lavadas
utilizando dez volumes de tampdo A. Foi efetuada lavagem da coluna com 10
volumes de tampéo B (tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM e imidazol 70 mM) e a
eluicéo foi realizada com tampé&o C (tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM e imidazol
500 mM). A fracdo rica em Jaburetox foi transferida para uma cromatografia de
exclusdo por tamanho em uma coluna Hiload Superdex 200 26/60 prep grade, pré-
equilibrada com tampéao D (fosfato de sédio 50 mM, EDTA 1 mM e de tris (2-
carboxietil) fosfina — TCEP 1 mM) montada em um sistema Akta Purifier (GE Life
Technologies). A cromatografia foi realizada a um fluxo de 2,5 mL.min"! e fracdes de
5 mL foram coletadas. A pureza da amostra foi verificada através de SDS-PAGE (gel
de poliacrilamida desnaturante com SDS) 15 % e a concentragdo de proteina foi
determinada pelo ensaio de Bradford (FRUTTERO et al., 2016; , BRADFORD, 1976).
A proteina utilizada para incorporagdo nas matrizes foi dialisada exaustivamente em
tampao PBS (NaH2PO4 20 mM e NaCl 150 mM, pH 7,5). A producéo e a purificacao
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do peptideo Jaburetox foram realizados no Laboratério de Proteinas Toxicas, do
Centro de Biotecnologia da UFRGS.

6.2 PRODUCAO DAS MATRIZES DE POR ELETROFIACAO.

6.2.1 Preparacao da solucédo de PLA 12 %

Uma solucdo de PLA 12 % (m/v) foi preparada a partir da solubilizacéo de
PDLLA comercial (Ma = 120.000 g.mol%, 92 % isémero L e 8 % isdbmero D) em uma
mistura dos solventes diclorometano:etanol, na proporcédo 4:1 em volume, com a
utilizacao de baldo volumétrico. A solucao ficou em repouso por 24 h para completa
solubilizag&o do polimero (GAMBA, 2013).

6.2.2 Preparacao da solucao de PLA/PEG

Uma mistura de PDLLA e PEG (m/m), na proporcao de 9:1, foi dissolvida, em
baldo volumétrico, com diclorometano:etanol (na proporcao 4:1), de modo a se obter
uma solucdo com 12 % (m/v) dos polimeros. A solugéo ficou em repouso por 24 h
para completa solubilizacdo dos polimeros, como foi realizado para a solucdo

contendo apenas PLA.

6.2.3 Obtencéo das matrizes por eletrofiacéo

Diferentes matrizes foram obtidas conforme a solucdo polimérica empregada.
As solucgdes utilizadas estédo descritas nos itens 6.2.1 e 6.2.2.

Uma seringa de vidro de 10 mL foi preenchida com solucdo polimérica e
adaptada ao aparelho de eletrofiagdo. A solucédo foi ejetada a uma vazédo de 4,4
mL.h1, através de uma agulha 0,7 mm de diametro. Entre a ponta da agulha e o
coletor estatico, separados por uma distancia de 15 cm, foi aplicada uma diferenca
de potencial de aproximadamente 14 kV. O tempo de deposi¢céo do polimero sobre a
placa coletora foi de 40 min. A sala estava a 22 °C com 66 % de umidade. A
preparacdo das matrizes foi realizada no Laboratorio Poli-BIO, do Instituto de
Quimica da UFRGS.
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6.3 TRATAMENTO DAS MATRIZES PARA INTERACAO E INCORPORACAO DO
PEPTIDEO JABURETOX.

6.3.1 Hidrolise da superficie das matrizes

As matrizes obtidas no item 6.2.2 foram cortadas em quadrados de 1 cm? e
esses colocados separados em placas de pocos. A superficie das matrizes de PLA
foi coberta com solucdo de NaOH 0,5 M, ficando em contato por 25 min. Nas
matrizes de PLA/PEG foi empregada uma solu¢cdo de NaOH 0,1 M por 20 min; em
seguida, as matrizes foram lavadas exaustivamente com agua destilada e secas em
estufa por 24 h a 37 °C.

6.3.2 Incorporacdo fisica do peptideo Jaburetox na superficie das

matrizes

As matrizes com as superficies hidrolisadas foram adicionados 500 pL de
Jaburetox, na concentracdo de 33 UM (considerando o peptideo monomérico, com
11.000 Da de massa molar, ou concentracdo de 0,363 mg/mL) em tampédo PBS,
ficando em contato por 24 h. ApGs esse periodo as matrizes foram lavadas com agua
destilada e secas em estufa a 37 °C.

6.3.3 Funcionalizacdo da superficie e incorporacdo quimica do peptideo

Jaburetox

Um mL de uma solucdo contendo 2 mgmL?! de N-etil-N-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e 1,2 mg.mL* de N-hidréxi succinimida (NHS)
solubilizados em PBS foi colocado em contato com as matrizes de superficie
hidrolisadas durante 3 h. ApGs esse tempo, retirou-se o excesso de solucdo das
matrizes. A incorporacgéo do Jaburetox a essas matrizes funcionalizadas se procedeu
como no item 6.3.2.

As matrizes de PLA e de PLA/PEG sem nenhum tratamento (branco), com

Jaburetox incorporado fisicamente (Jbtx ads) e com Jaburetox incorporado
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guimicamente (Jbtx coval) compdem o grupo de amostras que serdo empregadas

nos ensaios biologicos.

6.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO

O potencial antifungico foi avaliado com a levedura Candida albicans CE022

cultivada em placas de agar Sabouraud por 24 h a 28 °C.

Uma suspenséo da levedura contendo 10* células.mL* foi preparada e as
células foram contadas em camara de Neubauer sob microscépio Optico. As matrizes
em triplicata foram esterilizadas em luz ultravioleta em capela de fluxo laminar, por
10 min de cada lado e estas foram distribuidas em placa de 12 po¢cos. Um mL desta
suspensao fungica foi colocado em cada replicata da amostra, deixando-se em
cultivo por 24 h a 28 °C. Apoés o cultivo fez-se o ensaio de unidades formadoras de
colénia (UFC) que sera detalhado abaixo.

O ensaio se deu da seguinte forma: o meio de cultivo de cada poco, apos
incubacéao, foi homogeneizado e aliquotas de 20 pL foram diluidas em solucéo salina
0,85 % de NaCl de 10 em 10 vezes, até o fator de diluicdo 10°. De cada diluicéo,
uma aliquota de 20 pL foi cultivada em agar Sabouraud em triplicata. Apds 24 h
contou-se o numero de colbnias desenvolvidas em cada replicata. Um exemplo das

etapas do ensaio encontra-se na Figura 5.

Figura 5: Exemplo das etapas de um ensaio de Unidades Formadoras de Col6nia.
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a - diluicdo da solugcéo que contém o micro-organismo estudado; b - aplicacao

das diluigbes em meio de cultura; c - coldnias desenvolvidas apos incubacéo.
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6.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO

O potencial antibacteriano foi avaliado com a bactéria Staphylococus aureus
ATCC 25923 cultivada em placas de agar LB por 24 h a 37 °C.

Foi preparada uma suspensdo contendo 108 células.mL? de bactéria em
solucdo salina, sendo esta suspensdo padronizada em espectrofotdmetro
(absorbancia a 600 nm de 0,08 a 0,1). Com as amostras distribuidas em placa de 12
pocos, previamente esterilizadas como no item 6.5, 1 mL dessa suspenséo foi
colocado em cada replicata da amostra, deixando-se em cultivo por 24 h a 37 °C.
Apos o cultivo, fez-se o ensaio de UFC.

Para esse ensaio de UFC se procedeu como descrito no item 6.4, entretanto a

diluicdo foi até 108 vezes e a incubacéao foi realizada em agar LB, a 37 °C.

6.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada nas amostras branco de PLA,
PEG e PLA/PEG. As medidas foram realizadas em um aparelho TGA Q50 (TA
Instruments MAT, UFRGS). Para cada andlise, cerca de 6 mg de cada amostra foi
acondicionada em um porta-amostra de platina e submetidas a uma rampa de

aguecimento de 20 °C/min de 30 a 700 °C, em atmosfera de nitrogénio.

6.7 ANALISE POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada apenas
nas amostras branco. As medidas foram efetuadas em aparelho modelo Q20 (TA
Instruments). Usou-se em torno de 6 mg de amostra em cada analise, as quais foram
pesadas em panelas de aluminio e aquecidas de -60 °C a 200 °C, a uma taxa de
aquecimento de 20 °C.mint. Apés o resfriamento até -60 °C (taxa de 20 °C.mint), as
amostras foram aquecidas novamente até 220 °C, empregando a mesma taxa de

aquecimento. Todas as varreduras foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio.
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6.8 DETERMINACAO DE ANGULO DE CONTATO

Para a determinacdo da hidrofilicidade/hidrofobicidade das matrizes foram
analisados os angulos de contato das amostras de PLA e PLA/PEG branco, PLA e
PLA/PEG hidrolisadas, Jbtx ads e Jbtx coval. Os ensaios foram realizados, em um
goniébmetro de angulo de contato (DAS, Kruss), pelo método da adicdo de uma gota
de 4gua deionizada de 3 pL sobre a superficie da amostra e capturando a imagem
diretamente com uma camera digital acoplada ao sistema e conectada ao
computador. A imagem foi capturada em até 1 min apdés a adicdo da gota e entéo foi
medido o angulo de contato. Esse ensaio foi realizado em triplicata para cada

amostra.

6.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados biolégicos e de angulo de contato foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e a diferenca significativa entre as amostras foi determinada
pelo teste de Tukey, com p<0,05 considerado estatisticamente significativo. As

andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0.1 para Windows.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 ATIVACAO DAS MATRIZES E INCORPORACAO DO PEPTIDEO A MATRIZ

Uma incorporacdo quimica, seja por adsorcdo ou ligacBes covalentes,
necessita de etapas reacionais para funcionalizacdo da matriz, deixando-a disponivel
para a reacao com 0 composto bioativo.

Uma primeira etapa de ativacdo da superficie das matrizes foi realizada com
uma hidrolise alcalina, deixando disponivel um grupamento de acido carboxilico, o
gue permitiu a interacao intermolecular com o peptideo, de modo a se obter uma
incorporacao por adsorcgéao.

Para as matrizes com incorporacdo via ligacdo covalente outras etapas
reacionais, além da hidrolise, foram necessarias, chamadas de reacfes de
acoplamento. A reacdo de acoplamento (Figura 6) foi realizada com EDC/NHS

seguida pela reacéo de substituicdo com o Jaburetox.

Figura 6: Funcionalizacdo das matrizes com superficie ativada e acoplamento do
peptideo Jaburetox, utilizando os reagentes EDC e NHS. Jaburetox esta
representado em vermelho, dando destaque para o seu grupamento amino terminal.
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7.2 POTENCIAL ANTIFUNGICO

Conforme citado, o potencial antifungico foi avaliado contra Candida albicans,
em ensaio de UFC. Este fungo foi utilizado como modelo para o ensaio antifungico,
em razao de sua crescente importancia como patdégeno medico.

C. albicans é um fungo leveduriforme que faz parte da microbiota humana,
sendo encontrado em varias partes do corpo. Contudo, este micro-organismos pode
causar infec¢des superficiais e até mesmo sistémicas, que podem ser fatais. Nas
Ultimas décadas, a ocorréncia de infeccdes por C. albicans tem aumentado,
principalmente entre pacientes imunocomprometidos. A habilidade de formar
biofilmes, por esta levedura, também, é de importancia clinica, uma vez que estas
comunidades sdo mais resistentes a acdo de agentes antifingicos e as defesas
naturais dos pacientes. Estes biofilmes podem ser encontrados em dispositivos
meédicos, por exemplo, muitas vezes agravando o estado de saude do paciente
(BELATO et al, 2018).

Os resultados obtidos com as matrizes de PLA e PLA/PEG estdo
demonstradas nas Figuras 7 e 8.

Figura 7: Potencial antifingico das matrizes de PLA contendo Jaburetox.
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Figura 8: Potencial antifiungico das matrizes de PLA/PEG contendo Jaburetox.
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Ocorreu inibicdo do crescimento fungico nas matrizes PLA e PLA/PEG
contendo Jaburetox, tanto adsorvido quanto ligado covalentemente, corroborando os
resultados obtidos anteriormente com o peptideo isolado contra C. albicans
(POSTAL et al., 2012). Houve maior inibicdo do crescimento fungico nas matrizes
com Jaburetox adsorvido, tanto em matrizes a base de PLA como PLA/PEG, e isto
pode se dar pelo fato deste ndo estar quimicamente ligado a matriz, sendo
facilmente lixiviado para o meio de cultura, tornando, assim, o0 meio homogéneo com
Jaburetox. A matriz com Jbtx covalente, possui esse peptideo ligado quimicamente,
0 que permite ao peptideo atuar apenas na fracdo de meio de cultura que esta
diretamente em contato. Como as amostras ndo recobriam todo o poc¢o, haviam
espacos nao cobertos pela matriz, onde possivelmente houve o maior crescimento

fungico.
7.3 POTENCIAL ANTIBACTERIANO
Conforme citado, o potencial antibacteriano foi avaliado com a bactéria

Staphylococus aureus, em ensaio de UFC. S. aureus é um importante agente

patogénico em infec¢des hospitalares, sendo, assim, considerado um problema de
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Saude Publica. E responsavel por manifestacdes clinicas incluindo doencas de pele,
endocardite, pneumonia e septicemia. A eliminacdo desta bactéria € dificil, uma vez
que linhagens resistentes a antibidticos constantemente aparecem. Além disso,
algumas linhagens tambem s&o produtoras de biofilmes microbianos (BELATO et al,
2018).

As Figuras 9 e 10 apresentam os resultados obtidos nos ensaios com as
matrizes PLA e PLA/PEG contra S. aureus.

Figura 9: Potencial antibacteriano das matrizes de PLA contendo Jaburetox.
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Figura 10: Potencial antibacteriano de matrizes de PLA/PEG contendo Jaburetox.
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O ensaio antibacteriano com S. aureus com as matrizes a base de PLA
demonstrou inibicdo em ambas condi¢des, porém com maior inibicdo da matriz com
Jaburetox ligado covalentemente, resultado diferente do que foi verificado nos
ensaios antifangicos. Para as amostras de PLA/PEG, ndo houve diferenca
significativa entre a matriz em branco e as matrizes com Jaburetox, evidenciando
gue nao houve inibicdo do crescimento de S. aureus nas condicfes testadas. Serao
necessarios novos testes para verificar se realmente ndo ocorre inibicdo do
crescimento bacteriano com estas matrizes a base de PLA/PEG, além de aprofundar
0s estudos com relagéo ao Jaburetox ligado covalentemente, que pareceu ser mais

eficiente em relacéo ao Jaburetox adsorvido.

7.4 COMPORTAMENTO TERMICO

O comportamento térmico das fibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo foi
analisado pelas técnicas de TGA e DSC, com o objetivo de comparar o
comportamento dos polimeros PLA e PEG puros e combinados na proporgéo 9:1 e

também observar a influéncia da eletrofiacdo na histéria térmica do polimero.
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A andlise termogravimétrica nos mostra a temperatura de degradacdo dos
polimeros e, pela sobreposicdo das curvas obtidas (Figura 11) € possivel identificar
um perfil Unico de perda para os polimeros puros, o que ja era esperado. O
percentual de degradagdo n&o alcanca exatos 100 % pelo fato de haver cinzas
remanescentes apos o processo. Como se pode observar, a analise apresentou
também um perfil de perda diferente para a mistura PLA/PEG, onde pode-se ver
duas perdas de massa diferentes, sendo a primeira correspondente ao PLA e a
segunda, de cerca de 9,4 %, referente ao PEG. A partir deste resultado foi possivel
confirmar que a composicdo da matriz esta proxima daquela realizada durante a

preparacao da solucéo para a eletrofiacao.

Figura 11: Termogramas de TGA das matrizes de PLA e de PLA/PEG em
comparacao com o polimero PEG.

120

PLA
PEG

I
1]
m

1004 }
80

20

Perda (%)

404

20

o 10 20 00 400 s 80 700
Temiperatura (“C) Uriversal Vd.54 TA Instrumenis

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial nos permite identificar as
transicdes térmicas de uma amostra, assim como as entalpias relacionadas a essas
transicOes. Neste trabalho foram avaliados dois ciclos de aquecimento, sendo as
amostras os polimeros puros PEG e PLA e a mistura PLA/PEG, estes dois ultimos

na forma de fibras.
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No primeiro ciclo de aquecimento das amostras (Figura 12) é possivel
identificar um intenso pico endotérmico, em torno de 60-70 °C, caracteristico da
transicao vitrea (Tg) do PLA junto com uma entalpia de relaxacdo devido a tenséo
aplicada durante a eletrofiagdo (GAMBA 2013). Para o PEG, que possui uma Tyg
muito baixa, -70 °C, um pico endotérmico em 68,89 °C corresponde a fusao cristalina
do polimero, assim como 0s picos em torno de 150 °C para o PLA e para a mistura
(DRUMOND; WANG; MOTHE, 2004). Entre 110 e 120 °C, para as analises de PLA
puro e mistura, é possivel identificar um pico exotérmico referente a cristalizacao
desse polimero. Esses eventos de cristalizacdo e fuséo cristalina no PLA séo
caracteristicos do processo de eletrofiacdo, uma vez que € um polimero amorfo e

nao apresentaria tal comportamento.

Figura 12: Termograma de DSC (primeiro aquecimento).
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Um segundo aquecimento dessas amostras (Figura 13) apresenta igual pico
de fuséo cristalina para o PEG, em aproximadamente 70 °C, assim como a Tg4 do
PLA. Entretanto, ndo € mais observado o intenso pico endotérmico devido a
relaxacdo do polimero, pois o primeiro ciclo de aquecimento/resfriamento apaga a

histdria térmica dos polimeros.
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Nesse segundo aquecimento observou-se também, para a amostra da blenda
dos polimeros, uma leve liberacdo de energia caracteristica da cristalizacdo do PLA,
seguida por um pico endotérmico referente a fuséo cristalina. Entretanto, esse
comportamento do PLA nao era esperado, como se pode ver na linear linha de base
(acima de 75 °C) da amostra de PLA pura. Sugere-se que a presenca do PEG pode
ter induzido a cristalizacdo do PLA, porém uma nova analise dessa blenda seria
necessaria para identificar a permanéncia do perfil. Outra mudanca a ser observada
€ em relacdo a Ty da blenda, onde houve diminuicdo do valor da T4 em relagdo ao
PLA puro. Este comportamento ocorre em funcao da presenca das cadeias do PEG,
as quais irdo impossibilitar a completa interacdo entre as cadeias do PLA, atuando

assim como um plastificante na blenda.

Figura 13: Termograma de DSC (segundo aquecimento)
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7.5 AVALIACAO DA HIDROFOBICIDADE.

O emprego do PEG na fabricacdo das matrizes teve como objetivo a
diminuicdo da hidrofobicidade do PLA puro, buscando uma maior interacdo entre a
matriz e o Jaburetox, além de facilitar o processo de hidrolise superficial. Durante os
experimentos microbioldgicos foi possivel observar uma diferenca de molhabilidade
entre as amostras com e sem PEG, entdo um ensaio de angulo de contato foi
realizado buscando avaliar essa diferenga.

Esse ensaio foi realizado em triplicata para cada amostra, entretanto, como é
medido o angulo de contato nos dois lados da imagem da gota obtida (Figura 14),
foram obtidos 6 valores de angulo de contato para cada amostra. Os valores de

média e desvio padréo desses resultados sdo apresentados na Figura 15.

Figura 14: Imagem da gota sobre a matriz de PLA hidrolisado.
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Figura 15: Média e desvio padréo dos resultados de angulo de contato para as
matrizes de PLA e PLA/PEG, branco, hidrolisadas, com Jbtx ads e Jbtx coval.
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Os resultados aparentam ser muito semelhantes, e uma analise estatistica
desses valores mostrou que ndo ha diferenca significativa entre eles, exceto em
relacdo as amostras de PLA/PEG com Jbtx, que absorveram a gota muito
rapidamente, resultando em um angulo de contato igual a zero.

Conforme foi citado, foi possivel identificar visualmente uma maior
molhabilidade das matrizes de PLA/PEG e, como o Jbtx possui afinidade por agua,
em funcdo da sua origem proteica, deduz-se que por causa dessa combinagao as
amostras tenham ficado bastante hidrofilicas, ndo sendo possivel manter uma gota

de agua sobre as amostras por tempo suficiente para medir o angulo de contato.
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8. CUSTOS DO PROJETO

Foram realizadas pesquisas do valor dos reagentes utilizados para a
producdo das matrizes com o peptideo Jaburetox incorporado. Na Tabela 1 esta
descrita a cotacao dos reagentes utilizados. Os reagentes foram cotados da Sigma-
Aldrich devido a elevada pureza em funcao da aplicacao proposta.

Tabela 1: Cotacédo dos reagentes utilizados na producédo das matrizes.

Reagente Quantidade Valor (R$)
Alcool Etilico 1L 132,00
Diclorometano 1L 66,00
Hidréxido de Sédio 2,5 kg 221,00
EDC lg 132,00
NHS 59 170,00
PLA 1 kg 1000,00
PEG 1 kg 649,00
Jaburetox 30 mL (33 uM) *15,00

*O valor do peptideo Jaburetox foi estimado apenas com base no custo dos

reagentes utilizados para a producdo do mesmo.

Os valores estimados para a produgéo de 10 unidades de cada amostra com
peptideo Jaburetox incorporado, no tamanho 2x3 cm, encontram-se descritos nas
Tabelas 2-5.

Tabela 2: Estimativa de custo de producao de 10 amostras de matriz de PLA com
Jaburetox adsorvido.

Reagente Quantidade Custo (R9$)
PLA 0,59 0,50

Alcool Etilico 0,73 mL 0,10
Diclorometano 2,93 mL 0,20
Hidréxido de Saédio 0,03 g <0,01
Jaburetox 30 mL 15,00

Total 15,80
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Tabela 3: Estimativa de custo de producao de 10 amostras de matriz de PLA com
Jaburetox ligado covalentemente.

Reagente Quantidade (g) Custo (R9)

PLA 0,59 0,50

Alcool Etilico 0,73 mL 0,10

Diclorometano 2,93 mL 0,20

Hidréxido de Saodio 0,03 g <0,01

EDC 0,12 ¢ 15,84

NHS 0,072 g 2,45

Jaburetox 30 mL 15,00
Total 34,10

Tabela 4: Estimativa de custo de producado de 10 amostras de matriz de PLA/PEG
com Jaburetox adsorvido.

Reagente Quantidade (g)  Custo (R9$)

PLA 0,459 0,45

PEG 0,05¢g 0,03

Alcool Etilico 0,73 mL 0,10

Diclorometano 2,93 mL 0,20

Hidréxido de Saodio 0,006 g <0,01

Jaburetox 30 mL 15,00
Total 15,78

Tabela 5: Estimativa de custo de producao de 10 amostras de matriz de PLA/PEG
com Jaburetox ligado covalentemente.

Reagente Quantidade (g)  Custo (R9$)
PLA 0,45¢ 0,45

PEG 0,059 0,03

Alcool Etilico 0,73 mL 0,10
Diclorometano 2,93 mL 0,20
Hidroxido de Sodio 0,006 g <0,01

EDC 0,12¢g 15,84

NHS 0,072 g 2,45
Jaburetox 30 mL 15,00

Total 34,07
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Esses valores foram estimados apenas com base no custo dos reagentes
empregados na fabricacdo das pecas. Nado se estimou custo de consumiveis,
vidrarias, pessoal, local, entre outros.

Uma cotagao do equipamento de eletrofiacdo (Figura 16) foi realizada com a
empresa Instor, que revende o0 equipamento utilizado e possui parceria com a
UFRGS, sendo estimado que seria necessario um investimento de aproximadamente

24 mil reais para aquisicdo deste equipamento.

Figura 16: Equipamento de eletrofiago.

Fonte: http://www.instor.com.br/pesquisa-e-ensino-electrospinnings#prettyPhoto,
acesso em 29/12/2017.



http://www.instor.com.br/pesquisa-e-ensino-electrospinnings#prettyPhoto
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9. CONCLUSAO

A obtencédo das matrizes pela técnica de eletrofiagdo foi simples e se mostrou
muito eficaz para o material que se desejava obter.

A producao do peptideo Jaburetox foi demorada e delicada, necessitando de
grandes cuidados. Entretanto, foi possivel a obtencéo de significativa quantidade por
litro de cultivo e em elevada pureza.

O ensaio antifungico apresentou inibicdo do crescimento nas matrizes
contendo Jaburetox. As matrizes com o0 peptideo adsorvido se mostraram mais
eficientes, provavelmente devido a lixiviacdo do composto, acarretando uma maior
homogeneidade do meio. Neste ensaio as matrizes de PLA e PLA/PEG
apresentaram resultados semelhantes de inibig&o fungica.

O ensaio antibacteriano nas amostras de PLA demonstrou inibicdo na
presenca do Jaburetox, com destaque para as matrizes com Jaburetox ligado
covalentemente. O ensaio com a matriz de PLA/PEG nao apresentou inibi¢do, sendo
necessarios novos experimentos para confirmar esse resultado.

O trabalho apresenta dados promissores para o objetivo proposto, tendo como
perspectivas estudos de microscopia eletrénica de varredura para a determinacao do
tamanho das fibras e observacdo da colonizacdo microbiana sob as matrizes,
esperando que esta seja menor na superficie das matrizes funcionalizadas. Além
disso, sera preciso determinar a quantidade de Jaburetox que foi efetivamente ligado
as matrizes, novos ensaios antibacterianos para confirmar os resultados obtidos,

bem como testes in vitro de toxicidade utilizando células de mamiferos.
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