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RESUMO

A pele exerce como funcdo primordial a protecdo do organismo. Quando ocorre a perda de sua
integridade, a exemplo das feridas, o processo cicatricial controlado € imperativo para
reestabelecer a sua funcionalidade. Diante os beneficios limitados dos curativos tradicionais,
novas tecnologias tém sido estudadas no intuito de se obter curativos funcionais. Por sua vez,
0s biopolimeros sdo Uteis na composicdo de curativos por prover uma barreira seletiva, um
microambiente Umido, favorecendo a re-epitelizacdo. Pela sua versatilidade tém sido utilizados
no desenvolvimento de formas farmacéuticas inovadoras, tais como filmes, hidrogéis e
esponjas. A zeina é um biopolimero extraido das sementes do milho e apresenta caracteristicas
favoraveis para a composicdo de curativos, como biodegradabilidade, biocompatibilidade e
capacidade filmogénica. Além disso, melhora a estabilidade, a liberacdo de ativos com baixa
solubilidade e a sua atividade bioldgica, a exemplo do acido eldgico. Este bioativo possui um
grande potencial terapéutico com importantes atividades, dentre as quais antioxidante,
antimicrobiana e cicatrizante. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver
esponjas de zeina funcionalizadas com glicose e carregadas com acido elagico para o tratamento
de feridas. As esponjas foram obtidas a partir da solubilizacdo da zeina em etanol 70%,
incorporacdo do acido elagico e subsequente liofilizacdo. Apds a sua obtencdo, estas foram
carregadas com solucdo de glicose e em seguida e submetidas a reacdo de Maillard & 120°C
durante 2h. As formulagdes foram avaliadas quanto as propriedades fisico-quimicas,
morfolégicas e funcionais, incluindo espessura, angulo de contato, sorcéo, solubilidade,
permeabilidade ao vapor de agua, microscopia eletrénica de varredura (MEV), liberacdo do
principio ativo, biodegradacdo e potencial irritante através do ensaio do HET-CAM. As
esponjas obtidas apresentaram coloracdo amarelo-claro, aspecto homogéneo, resisténcia
adequada, espessura entre 0,9 e 1,7 mm, e superficie bastante hidrofilica, com angulo de contato
< 44°, Em contato com &gua, prontamente tornaram-se maleaveis e se mantiveram integras por
até 3 dias. Além disso, todas as esponjas apresentaram sorcdo elevada, especialmente as que
continham glicose em sua composic¢do, alcancando valores de até 600%. Em contrapartida, a
solubilidade das esponjas em agua situou-se entre 10 e 40%, sendo este um aspecto importante
para utilizacdo clinica de curativos. As imagens de MEV evidenciaram a presenca de poros na
superficie das esponjas. A modificacdo com glicose favoreceu a sorcdo, a estabilidade e o
aumento na liberacdo de acido elagico. A formulacdo ZswEAG2s54M apresentou liberacdo
sustentada do bioativo alcancando 47% apds 240h, ajustando-se a modelos cinéticos de
liberacdo que envolvem mecanismos de difuséo e relaxamento da matriz polimérica. Ainda, o
docking molecular revelou uma afinidade transitoria entre a glicose e o acido elagico, a qual
pode ter contribuido para o aumento da liberacdo do composto ativo. A presenca do &cido
elagico também contribuiu para maior taxa de biodegradagdo do material, alcancando 40% apds
35 dias. O ensaio HET-CAM indicou a presenca de efeitos irritativos limitados, respaldando o
potencial uso tépico destas formulagdes. Dessa forma, as esponjas desenvolvidas configuram-
se como uma alternativa promissora para aplicacdo como coberturas bioativas, reunindo
propriedades morfoldgicas adequadas, liberacdo controlada de &cido elagico, associada a uma
elevada capacidade de absorcdo de exsudatos, baixa solubilidade, baixo potencial irritativo,
associados ainda a uma biodegradabilidade adequada, refor¢ando o seu potencial no cuidado
avancado de feridas.

Palavras-chave: Acido elagico; Curativo; Ferida; Esponja; Glicose; Zeina.




ABSTRACT

The skin assists primarily as a protective barrier for the organism. When its integrity is
compromised, such as in wounds, a precise healing process becomes essential. Due to the
limited efficacy of conventional dressings, novel technologies have been proposed as functional
wound dressings. Biopolymers have useful in the formulation of wound dressings, providing a
selective barrier, a moist microenvironment, promoting the re-epithelialization. They are
versatile tools for the development of innovative pharmaceutical devices such as films,
hydrogels and sponges. Zein, a biopolymer obtained from corn seeds, exhibits favorable
characteristics for wound dressing applications, including biodegradability, biocompatibility,
and filmogenic capacity. Moreover, it enhances the stability, the controlled release of poorly
water-soluble bioactives and their biological activity, such as ellagic acid. This compound
presents a remarkable therapeutic potential due to its antioxidant, antimicrobial, and wound-
healing properties. This work aimed to develop glucose-functionalized zein sponges loaded
with ellagic acid for wound treatment. Zein sponges were prepared by solubilizing zein in
ethanol 70%, incorporating ellagic acid, followed by their lyophilization. The resulting sponges
were subsequently impregnated with a glucose solution and subjected to the Maillard reaction
at 120°C for 2 hours. The sponges were characterized in terms of physicochemical,
morphological, and functional properties, including thickness, contact angle, water sorption,
solubility, water vapor permeability, scanning electron microscopy (SEM), ellagic acid release
Kinetics, biodegradability and irritative potential using the HET-CAM assay. The sponges
obtained were light yellow colored, homogeneous and presented appropriate mechanical
resistance. Their thicknesses ranged from 0.9 to 1.7 mm with a highly hydrophilic surface
(contact angle < 44°). Upon the contact with water, the sponges became pliable while
maintaining their structural integrity up to 3 days. All formulations showed high water sorption
capacity, particularly those containing glucose, reaching up to 600%. Water solubility ranged
between 10% and 40%, an important factor for the stability and clinical applicability of wound
dressings. SEM analysis revealed a porous surface morphology. The glucose functionalization
enhanced the sorption, stability and ellagic acid release from the sponges. The formulation
ZsuEAG25%M exhibited a sustained release pattern, reaching 47% after 240 hours. Their release
profile fitted to Kkinetic models involving diffusion and matrix relaxation mechanisms.
Molecular docking revealed a transient affinity between glucose and ellagic acid, which may
have contributed to the increased release of the active compound. Ellagic acid was found to
increase the biodegradation rate of the sponges, reaching 40% after 35 days. The HET-CAM
assay indicated minimal irritant effects, supporting the topical application of the sponges. The
sponges obtained represent a promising alternative for use as bioactive wound dressings. They
combine suitable morphological properties, controlled ellagic acid release, high exudate
absorption capacity, low solubility, minimal irritancy potential, together with an adequate
biodegradability, highlighting their potential in advanced wound care applications.

Keywords: Ellagic acid; Dressing; Wound; Sponge; Glucose; Zein.
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1 INTRODUCAO

As feridas representam a perda de integridade da pele, seja por causas exdgenas ou
enddgenas. Quando ndo tratadas adequadamente, sdo porta de entrada para microrganismos,
podendo levar a quadros infecciosos graves, colocando em risco a vida dos individuos. Neste
sentido, os curativos ttm como fungdo primordial formar uma barreira protetora contra a
contaminagdo microbiana e promover a absorcao de exsudatos.

O gasto com materiais para o tratamento de feridas tornou-se um problema de salde
global, pois impacta diretamente nos gastos publicos e na qualidade de vida dos pacientes.
Apesar de sua ampla utilizacéo, os curativos tradicionais tém demonstrado beneficios limitados
no que diz respeito ao conforto do paciente e a capacidade de evitar a contaminag¢do microbiana.
Diante disso, novas plataformas tém sido estudadas, tais como hidrogéis, filmes e esponjas,
com o intuito de superar estas limitacGes. Sobretudo, tem se focado no desenvolvimento de
curativos biocompativeis, que auxiliam na recuperacdo mais rapida da area lesada, associando
ainda uma acéo antimicrobiana, evitando assim a sua cronificacdo e potenciais riscos inerentes
aos quadros infecciosos locais e sistémicos decorrentes.

Nesse cenario, a utilizacdo de biopolimeros, como a zeina, tem despertado crescente
interesse, devido as suas possibilidades tecnoldgicas. A zeina é uma proteina extraida a partir
das sementes do milho, que possui caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de
curativos, tais como alta versatilidade, biodegrabilidade, biocompatibilidade e a capacidade de
carrear e melhorar a atividade e estabilidade de farmacos. Entretanto, devido a suas
propriedades mecanicas limitadas, o seu uso no manejo de feridas ainda é escasso. Como forma
de contornar este problema, a sua modificacao e funcionalizacdo com agentes reticulantes tem
sido explorada para aprimorar as suas propriedades tecnoldgicas e abordagens terapéuticas.

Paralelamente, o acido elagico, polifenol encontrado em frutos de diferentes espécies,
Ccomo 0 morango e a roméd, apresenta diversas atividades bioldgicas importantes, dentre as
quais: antimicrobiana, antioxidante, antienzimatica, cicatrizante e anti-hemoragica. Sendo
assim, torna-se um bioativo promissor em diversos alvos no ambito do tratamento de feridas.

Diante do exposto, o desenvolvimento de esponjas de zeina funcionalizadas com glicose
carregadas com acido elagico torna-se uma estratégia para superar a limitada solubilidade deste
bioativo em meio aquoso, bem como, permitir a obtencdo de curativos inteligentes capazes de
absorver o exsudato, promover um ambiente imido que auxilie a regeneragdo da pele e prover
a liberagdo controlada in situ do principio ativo, oferecendo uma opc¢éo custo-efetiva, funcional,

biocompativel e biodegradavel para o tratamento de feridas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver esponjas a base de zeina funcionalizadas com glicose e carregadas com

acido elagico para o tratamento de feridas.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver e avaliar a funcionalizagdo de esponjas de zeina com glicose;

b) Preparar esponjas a base de zeina carregadas com acido elégico;

C) Realizar a caracterizacdo morfologica, quimica, fisico-quimica e funcional das esponjas
desenvolvidas;

d) Analisar a interacdo entre zeina, acido elagico e glicose in silico;

e) Analisar o potencial irritativo das esponjas.

14



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FERIDAS

As feridas sdo definidas como a ruptura na pele resultante de trauma ou condi¢bes
médicas/fisiopatologicas, podendo sobrepassar o tecido celular subcuténeo, alcangando em
alguns casos 0s musculos, tenddes e 0ssos (Smaniotto et al., 2010). A classificacdo dos tipos
de feridas pode variar de acordo as caracteristicas do leito da ferida, conteudo bacteriano,
presenca de exsudato, profundidade e tempo de cicatrizacdo (Abazari et al., 2022).

Quanto ao tempo de cicatrizagéo, as feridas séo classificadas em agudas e cronicas. As
feridas agudas sdo definidas como aquelas que seguem o processo normal e continuo de
cicatrizacao da pele, passando pelas etapas de: inflamacéo, proliferacdo e remodelacéo (Figura
1), e em até 12 semanas estdo cicatrizadas (Wilkinson; Hardman, 2020). Por outro lado, as
feridas cronicas ndo seguem o processo de cicatrizagcdo de forma adequada, resultando no
prolongamento da fase de inflamacdo e atraso nas fases de proliferacdo e remodelamento,
portanto, geralmente a cicatrizacdo acontece de forma tardia, acima de 12 semanas (Falanga et
al., 2022).

Figura 1 - Estagios do processo de cicatrizacao de feridas.
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Fonte: Adaptado de Wilkinson e Hardman, (2020).

1) A hemostasia marca o inicio da reparacdo da ferida, na qual um tampé&o plaquetério impede a perda de sangue
e uma matriz preliminar de fibrina é formada. 2) A inflamacgdo tem como objetivo remover detritos e prevenir
infecgdes, iniciando-se com o influxo de neutréfilos, promovido pela liberacdo de histamina por mastécitos. 3)
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Na fase proliferativa, queratinécitos migram para fechar o espaco da ferida, vasos sanguineos se reformam por
meio da angiogénese e fibroblastos substituem o coagulo inicial de fibrina por tecido de granulagdo. 4) A matriz
depositada é remodelada ainda mais pelos fibroblastos, vasos sanguineos diminuem, e os miofibroblastos
promovem a contracdo geral da ferida.

Estima-se que quase um bilh&o de pessoas sofrem com feridas agudas e crénicas em todo
0 mundo. Este nimero se traduz em enormes despesas financeiras (Raziyeva et al., 2021), o
que pode ser comprovado pelo aumento crescente no mercado global de produtos para o
tratamento de feridas, que foi de cerca de US$ 12 bilhGes em 2020 e devera atingir 18,7 bilhdes
de ddlares até 2027 (Sen, 2021).

Quando ndo tratadas adequadamente, as feridas tornam-se porta de entrada para
microrganismos, especialmente as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, que se encontram dentre as espécies patogénicas mais encontradas nas feridas
infectadas. A cepa P. aeruginosa, inclusive, consta no “Relatdrio sobre ameacas a resisténcia
aos antibioticos” de 2019 (Li et al., 2021), sendo considerada como uma das superbactérias
multirresistentes que causou a maioria dos casos de morte em hospitais nos Estados Unidos
(Boxberger et al., 2021).

Diante disso, o cuidado de feridas torna-se delicado especialmente em pacientes
diabéticos, com doencas circulatorias, idosos e pacientes com doencas genéticas, que estdo
predispostos a cicatrizacdo anormal de feridas, levando com facilidade a sua cronificacao.
Embora estejam disponiveis alguns protocolos de cuidado para o tratamento de feridas, estes
sdo laboriosos e parcialmente eficazes, sendo necessario o desenvolvimento de alternativas

mais eficazes para o tratamento dos variados tipos de feridas (Rodrigues et al., 2019).
3.2 CURATIVOS DE FERIDAS

Dentre as estratégias de cuidado das feridas, os curativos tém como funcdo bésica
fornecer uma barreira protetora para prevenir a contaminagao microbiana e absorver o exsudato
(Vowden; Vowden, 2017). Os curativos convencionalmente utilizados & base de gaze e algodéo,
sdo materiais de baixo custo e que oferecem primordialmente protecdo fisica. Estes, no entanto,
possuem beneficios limitados em relacédo a cicatrizacdo de feridas e a prevencéo de infecgoes,
pois requerem trocas frequentes, o que causa desconforto e dor ao paciente, ndo possuem

propriedades mecanicas ideais e nenhuma atividade farmacoldgica associada (Shi et al., 2020).
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Algumas caracteristicas sdo importantes para uma cobertura ideal, sendo elas: a
capacidade de fornecer um ambiente Umido, com transmissdo controlada de vapor de agua e
capacidade de absorcdo de exsudatos. Estas devem ainda proteger a ferida contra outros
traumas, apresentar propriedades mecanicas semelhantes ao local de aplicagdo, prevenir a
contaminacdo microbiana, ser facil de aplicar e remover sem causar traumas no leito da ferida,
e quando possivel, ser esteticamente aceitaveis (Nuutila; Eriksson, 2021).

Dentre todas as propriedades destacadas, a caracteristica mais importante para um
curativo é a sua capacidade de retencdo de umidade, uma vez que um ambiente com umidade
adequada é propicio para melhorar a cicatrizagdo da ferida, promovendo uma re-epitelizacao
mais rapida, devido ao favorecimento as atividades enzimaticas, do fator de crescimento
epidérmico e a deposicdo de colageno para a promocao da regeneracdo cutanea (Ahmad, 2023).
Neste sentido, a busca por curativos funcionais e que ajudem no processo de cicatrizagcdo

tornou-se alvo de diversos estudos ao longo dos Gltimos anos.

3.3 POLIMEROS UTILIZADOS EM COBERTURAS DE FERIDAS

Atualmente, os polimeros constituem a base de importantes produtos industriais. O seu
incremento e diversificagdo produtiva estdo associados a necessidade de substituir/melhorar
materiais convencionais (Stoica; Chircov; Grumezescu, 2020). Dentre as suas propriedades
funcionais mais valoradas, encontram-se: alta resisténcia a degradacdo, flexibilidade,
elasticidade, baixa temperatura de processamento e baixa reatividade. Devido a essas
caracteristicas e por serem baratos e praticos, 0os materiais poliméricos vém substituindo
gradativamente outros materiais (Silva; Rabelo, 2017).

Curativos poliméricos podem ser derivados de produtos naturais, sintéticos ou
semissintéticos e apresentam-se como plataforma favoravel para compor sistemas de liberacédo
controlada de farmacos, fatores de crescimento e outros agentes terapéuticos nas proximidades
das feridas para melhorar o processo cicatricial (Ahmad, 2023). Os polimeros naturais sdo 0s
mais usados para aplicacfes biomédicas, pois possuem vantagens sobre os polimeros sintéticos,
sendo as mais destacadas a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade com a matriz
extracelular, as quais tornam estes produtos mais seguros para 0 uso no tratamento de feridas
(Deng et al., 2022; Gobi et al., 2021).
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3.3.1 Esponjas poliméricas

No que se refere ao tratamento de feridas, os polimeros sdo geralmente utilizados na
composicao de curativos de base sélida, como hidrogéis, filmes e esponjas. A estrutura porosa
das esponjas melhora a permeabilidade da matriz e promove a difusdo de nutrientes e farmacos
(Zhou et al., 2021). Além disso, a sua estrutura porosa (Figura 2) favorece a captacdo de
exsudatos, a difusdo e liberacdo controlada de farmacos, mantendo um ambiente Umido e
propicio para cicatrizacdo (Xia et al., 2020). As suas multicamadas e porosidade controlada
ajudam a prevenir que bactérias e o oxigénio entre em contato com o leito da ferida,

proporcionando uma barreira frente as infecgdes (Bakr et al., 2021).

Figura 2 - Representacdo esquematica da aplicagdo tdpica das esponjas poliméricas
no leito das feridas.
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Fonte: Autoria propria (2025).

Recentemente, algumas esponjas baseadas em polimeros naturais ou sintéticos tém sido
propostas (Feng et al., 2019). Um exemplo sdo as esponjas de gelatina, as quais demonstraram
resultados promissores quanto a capacidade de liberag&o do ativo mupirocina (Singaravelu et
al., 2016), alta capacidade de absorcdo de liquidos e boa biocompatibilidade (Ye et al., 2019).
Ademais, em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidas esponjas de
Gelatina:Gantrez© carregadas com &cido elagico com propiedades fisico-quimica e biologicas
favoraveis para aplicacdo como curativos, incluindo bioadesividade, alta capacidade de
absorcdo de agua, baixa solubilidade e atividade antibacteriana frente a biofilmes de P.

aeruginosa e S. aureus (Corréa; Tavares; Sousa, 2024).
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Além do polimeros citados, outros materiais como a quitina (Zheng et al., 2022), a
quitosana (Xia et al., 2020) e o poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA) (Sousa et al., 2020) tém
sido utilizados na composigdo de esponjas para aplicagcGes biomédicas. No entanto, a zeina, um
polimero biocompativel e biodegradavel, ainda tem sido pouco explorada neste tipo de

formulacéo.

3.3.2 Zeina

A zeina é uma proteina obtida a partir do endosperma das sementes de milho (Zea mays
Linn.) (Zhang et al., 2016). Possui carater anfifilico, com estrutura primaria constituida por
mais de 50% dos residuos de aminodcidos hidrofébicos, entre eles a leucina (20%), prolina
(10%) e alanina (10%), intercaladas com um teor relativamente alto (21%-26%) de glutamina
(aminoacido hidrofilico) (Corradini et al., 2014). Devido a alta presenca desses aminoacidos
apolares, a zeina € insoltvel em agua e etanol puros, sendo soltvel em etanol aquoso, acetona
aquosa e solugdo aquosa alcalina (Kasaai, 2018). Além disso, é um dos biopolimeros néo
sollveis em agua aprovado para uso oral pela Food and Drug Administration (Patel; Velikov,
2014).

A zeina é biodegradavel, biocompativel, apresenta alta resisténcia ao calor, a abrasao e
a umidade, e por isso tem ganhado bastante destaque na composicdo de embalagens para
inddstria alimenticia (Demir et al., 2017). Ja na inddstria farmacéutica tem sido utilizada no
recobrimento de formas sélidas devido a sua capacidade de filmogénica (Lan et al., 2023).
Diante das suas caracteristicas funcionais, tem sido empregada de maneira versatil na
composi¢do de novos sistemas de liberacdo de farmacos, de forma a melhorar a estabilidade, o
acumulo de ativos no local de acdo e a sua efetividade em diferentes atividade bioldgicas
(Araujo et al., 2021; Tavares et al., 2020; Vale et al., 2022).

No que tange ao manejo de feridas, a zeina sob a forma de “scaffolds” carregados com
o sesquiterpeno, a-Bisabolol, melhorou a contragdo das lesdes em um modelo de cicatrizagéo
in vivo, auxiliando no processo cicatricial (El-Lakany et al., 2019). Filmes de quitosana/zeina,
apresentaram atividade antibacteriana promissora frente a S. aureus e P. aeruginosa (Tavares
et al., 2023, 2020) enquanto que sob a forma de nanoparticulas carregadas com acido elagico
apresentaram efeito anti-inflamatério e protetor sobre a matriz extracelular, auséncia de

atividade hemolitica e citoxicidade limitada frente aos queratdcitos humanos. Estas
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2023). Sob a forma de membranas com bicamada a base de zeina para liberacdo controlada de
gentamicina foram encontradas propriedades mecanicas adequadas, associadas a atividade
antimicrobiana e auséncia de toxicidade (Kimna et al., 2019).

Mesmo possuindo diversas caracteristicas satisfatorias, a zeina apresenta propriedades
mecanicas deficientes e por conta disso tem sido utilizada principalmente em combinacdo sob
a forma de blendas e/ou com agentes reticulantes para formar materiais com propriedades
funcionais melhoradas (Pérez-Guzman; Castro-Mufioz, 2020). O uso de agentes reticulantes
contribui para modular a hidrofobicidade da superficie da zeina, tornando-a mais propicia a
carrear e liberar de maneira adequada os principios ativos incorporados, atendo-se ainda ao fato
de ndo inibir a adesado celular (Tortorella et al., 2021).

Uma alternativa ao uso de reticulantes toxicos, como o glutaraldeido, é a sua
substituicdo pela glicose, que através da reacdo de Maillard (Figura 3) entre 0s seus grupos
carbonila e os grupos amina das proteinas, poderia resultar em propriedades melhoradas (Deng
et al., 2019). A associacdo da zeina a glicose poderia ndo apenas permitir a reticulagdo do
material, mas também alterar a conformacao e interacdo da proteina com os ativos, resultando

em um material com propriedades funcionais diferenciadas (Siimon et al., 2014).

Figura 3 — Representagédo simplificada da Reacdo de Maillard.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

Além disso, a utilizacdo da glicose pode ajudar na cicatrizacdo de feridas, através do
efeito osmotico local que promove a formacéo de tecido de granulacdo, auxilia na reducgéo do
edema, diminui o pH da ferida, aumentando assim o efeito bacteriostatico e reduz a atividade
de agua disponivel, a qual é necessaria para o crescimento da maioria dos micro-organismos

bacterianos (Biswas et al., 2010). Apesar disso, sdo poucos 0s estudos que avaliam a eficicia
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da glicose no tratamento de feridas, sendo necessario mais pesquisas que comprovem o seu

efeito.
3.4 ACIDO ELAGICO

O écido elagico (Figura 4) pertence a classe dos polifendis extrativos (elagitaninos)
amplamente difundidos entre as dicotileddneas. E encontrado em frutos de diferentes espécies
como 0 morango e a roma (Ceci et al., 2016) e tem despertado grande interesse, por conta das
atividades bioldgicas que Ihe tém sido atribuidas, dentre as quais: atividade antimicrobiana,
antioxidante (Tavares et al., 2021), antienzimatica, cicatrizante (Al-Obaidi et al., 2014; Tavares

et al., 2023), fotoprotetora (Rios et al., 2018) e anti-hemorragica (Gopalakrishnan et al., 2014).

Figura 4 — Representacdo esquematica do &cido elagico.
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Apesar de suas propriedades bioldgicas promissoras, este bioativo possui baixa
hidrosolubilidade e baixa biodisponibilidade, sendo importante a busca por estratégicas que
superem tais limitacbes (Sharifi-Rad et al., 2022). Nesse sentido, Tavares et al. (2020)
desenvolveram um filme polimérico carregado com acido elagico que apresentou atividade
antibacteriana, sendo uma opc¢ao terapéutica para prevenir/tratar infecgdes cutaneas e auxiliar
na recuperacdo da pele. Neste estudo, porém, os autores descreveram que apesar da funcéo
barreira, houve uma liberagdo limitada em tempo habil. Em um estudo posterior (Tavares et al.,
2023), 0 mesmo autor conseguiu aumentar substancialmente a liberagéo do ativo, ao modificar
os filmes com a incorporacdo de gelatina, os quais demonstraram além de uma liberacéo

controlada e substancialmente maior, efeitos mecanicos aperfeicoados, uma atividade
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antimicrobiana relevante frente a S. aureus, P. aeruginosa e Candida albicans, assim como um
destacado efeito cicatrizante in vivo.

Devido a sua notoria atividade antioxidante, o acido elagico foi incorporado em
“scaffolds”, estruturas tridimensionais ¢ porosas que permitem o suporte e crescimento de um
tecido corporal, de forma a melhorar a sua liberagdo sustentada e proporcionar um
microambiente para superar o0 estresse oxidativo e auxiliar na cicatrizagdo de feridas (Shaik;
Kowshik, 2019). Sob a forma de pomada, o &cido elagico também demonstrou grande
capacidade de melhorar o condicionamento cutaneo e promover a cicatrizagdo de feridas em
ratos (Primarizky; Yuniarti; Lukiswanto, 2017). Além disso, no estudo de Vale et al. (2020)
ndo houve sinais claros de toxicidade relacionados ao seu uso por via oral em camundongos,
no qual, foi constatado auséncia de efeito genotoxico e ainda, a presenca de importante efeito
antigenotoxico.

Desta forma, o seu uso em sistema de liberacdo de farmacos apresenta-se como uma
estratégia promissora frente as limitagdes do seu uso sob a forma livre ou em formas
farmacéuticas convencionais, somando as propriedades biologicas aportadas por este bioativo
com as caracteristicas proprias dos diferentes sistemas carreadores (Evtyugin; Magina;
Evtuguin, 2020).
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4.1 MATERIAL

Foram utilizados zeina e acido elagico (pureza > 95%) adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, Estados Unidos), glicose anidra da Dindmica Quimica (S&o Paulo, Brasil) e
agua destilada. Os demais reagentes sao de grau analitico e foram utilizados conforme as
recomendacdes dos provedores.

4.2  PREPARO DAS ESPONJAS DE ZEINA FUNCIONALIZADAS COM GLICOSE

Inicialmente foram testadas diferentes concentracdes de zeina (entre 2,5 e 15% p/v) e
glicose (entre 1,25 e 7,5% p/v) para avaliar o efeito de ambos 0s compostos nas caracteristicas
morfofuncionais das esponjas obtidas. A solucdo de glicose foi adicionada a solucéo
hidroetandlica de zeina sob agitagdo constante. Apds esse periodo, a mistura foi congelada em
ultrafreezer -80°C (Coldlab modelo CL374-80V) durante 24 h, sendo em seguida liofilizadas
(Liofilizador Liotop, modelo K105) por um periodo de 48h, conforme ilustrado na Figura 5.
Ap0s obtidas, as esponjas foram transferidas para a estufa e mantidas a 120°C por 2h, para
promover a reacdo de Maillard, conforme metodologia previamente utilizada por
Kirdponpattara et al. (2017) em esponjas de gelatina. Foram selecionadas dentre as formulagdes
obtidas, aquelas com caracteristicas fisicas e fisico-quimicas mais satisfatorias para

incorporagdo do &cido elagico.

Figura 5 - Obtencdo das esponjas de zeina funcionalizadas com glicose.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

(1) Preparacéo de solugdo hidroetandlica de zeina. (2) Adi¢do gota a gota de agua destilada, sob agitacdo
constante. (3) Adicdo da solucdo aquosa de glicose. (4) Adicdo de 3 mL da mistura em cada poco da
placa. (5) Congelamento das amostras a -80°C por 24h. (6) Liofilizacao das amostras por 48h. (7) Reagéo
de Maillard a 120°C por 2h.

23



4 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Incorporacédo do acido elagico

A formulacéo contendo 5% de zeina e 2,5% de glicose (Zs%G255%) foi selecionada para
incorporacdo do acido elagico devido ao seu maior grau de consolidacdo, homogeneidade,
melhores resultados nos ensaios de sor¢éo, solubilidade e estabilidade na presenca de glicose.

Inicialmente foram testadas trés formas de incorporacao do acido elagico (a 0,04% p/v)
as esponjas (Figura 6): 1) adicionando-o sob agitacdo ap6s a homogeneizagdo da solugédo de
zeina e glicose; 2) adicionando-o na superficie da esponja contendo zeina/glicose ja liofilizada
e 3) adicionando-0 sob agitacdo junto a solugédo de zeina, submetido a liofilizacéo e por fim,
adicionando a glicose na superficie da esponja liofilizada. O método 3) foi selecionado pois foi
capaz de formar esponjas homogéneas, no método 1) as esponjas ndo consolidaram e no 2) a

esponja se dissolveu.

Figura 6 - Incorporacdo do &cido elagico as esponjas de zeina.

@ @ ®
D |
Acido Acido Acido glicose
eldgico elagico eldgico
—
Solucéo Esponja Esponja zeina/

Solugédo zeina

zeina/glicose zeina/glicose cido elagico

Fonte: Autoria propria (2025).

Desta forma, a solucéo de glicose a 2,5% (p/v) foi adicionada na superficie das esponjas
de zeina e &cido elagico previamente liofilizadas. Ap6s a absorcéo, estas foram submetidas a
reacao de Maillard a 120°C durante 2h. Para diferenciar das demais formulaces, esta esponja
foi nomeada como ZsxEAG25%M. Para fins de comparacdo também foi preparada uma
formulacdo carregada com &cido elagico, no entanto, sem glicose (ZsxEA), conforme o método

c) descrito acima.
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4.3 CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS DESENVOLVIDAS

4.3.1 Avaliacdo qualitativa

A avaliacdo qualitativa foi realizada a partir da observacdo em estereomicroscépio
binocular (Lumen Série 3905), considerando a uniformidade, maleabilidade, resisténcia e

solubilidade das esponjas obtidas.

4.3.2 [Espessura das esponjas

A espessura é um parametro importante para as coberturas, pois garante a distribui¢do
uniforme dos farmacos e a aderéncia na superficie aplicada, garantindo ainda propriedades
mecanicas adequadas. A espessura das esponjas (em mm) foi obtida com o auxilio de um
paquimetro digital (ZAAS Precision, Brasil) através de seis medic¢des ao longo da extensdo de
cada unidade. O teste foi realizado em 6 unidades e o resultado foi expresso como média +
desvio padréo.

4.3.3 Angulo de contato e velocidade de captacéo de agua

A hidrofobicidade das esponjas foi mensurada através da analise do angulo de contato
(Figura 7) realizada de acordo com metodologia previamente utilizada por de Sousa et al.
(2012). Uma gota de 25 pl de agua ultrapura foi depositada na superficie das esponjas a 25°C,
sendo registradas as imagens com uma camera fotografica digital (Samsung® modelo
WB250F). O angulo de contato foi medido utilizando o programa Meazure TM 2.0 (C Thing
Software, EUA). Superficies com angulo de contato maior que 90° sdo consideradas
hidrofébicas, enquanto menor que 90° sdo consideradas hidrofilicas (Siddiqui et al., 2018).

No mesmo experimento também foi verificada a capacidade de captacdo de dgua através
da variagdo na altura da gota formada (mm) em funcdo do tempo: 15, 30, 45 e 60 s, medida
através do programa AutoCAD (Autodesk, EUA). Foram realizadas 6 medicGes para cada

formulacéo ensaiada.
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Figura 7 - Representacdo esquematica da determinacao do angulo de contato e da
velocidade de captacdo de agua. ©= angulo de contato e H=altura da gota.

\
H

Fonte: Autoria propria (2025).
4.3.4 Sorcdao e solubilidade

Tendo em vista que a aplicacédo das esponjas obtidas na forma de biomaterial envolve o
contato com fluidos bioldgicos, tais como a necessidade de captacdo de exsudato, o estudo
relativo a capacidade de absorcdo e solubilidade em agua mostra como essas propriedades
podem sofrer influéncia através das modificacdes na composi¢do das esponjas.

Para determinar a capacidade de absorcdo de agua e solubilidade das esponjas, as
mesmas foram inseridas em agua purificada a 37°C e avaliadas ao longo do tempo, conforme
metodologia utilizada por Sousa et al. (2020). Trés amostras de cada formulagao foram pesadas
(m;), sendo em seguida transferidas para 15 ml de 4gua e mantidas nesta condigdo durante 4
dias. Apds esse periodo, as esponjas foram removidas do meio e o excesso de liquido retirado
cuidadosamente com papel absorvente, sendo novamente pesadas (mr) para determinar a

capacidade de absorcédo de cada esponja, conforme a equacéo 1.

mfu —mi
Capacidade de absorc¢io (%) = % x 100 1)

Onde msgy = massa da esponja Umida (g) e mi= massa inicial da esponja (g).

Apds a pesagem, as esponjas foram colocadas em estufa a 70°C até atingir peso
constante, conforme metodologia de Matick et al. (2019). Para alcancar essa cond
variacdo entre duas pesagens consecutivas nao deveria superar 0,0001 g. Em seguiaa, as
esponjas foram novamente pesadas (mf) para determinacgdo da solubilidade, de acordo com a
equacéo 2.

Solubilidade (%) = W % 100 @

Onde ms= massa final da esponja (g) e mi= massa inicial da esponja (g)
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4.3.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) consiste em determinar a taxa de
transmissdo de vapor de agua por unidade de area através de um material, de espessura
conhecida, induzida por um gradiente de pressdao entre duas superficies, sob condicdes de
umidade e temperatura controladas. A PVA foi determinada de acordo com o método padréo
E96-66 descrito pela American Society of Testing Materials (ASTM) (ASTM E-96, 1995).
Inicialmente, 10 ml de agua foram depositados em dispositivos de vidro adaptados de modo
preciso ao didametro das esponjas. Desta forma, esta abertura tornou-se a Unica possibilidade de
passagem do vapor de agua (Figura 8). Em seguida, os dispositivos foram pesados e
armazenados em dessecador contendo silica gel a 32°C, sendo estes pesados a cada 24h por 5

dias. A silica gel foi substituida diariamente apds cada pesagem.

Figura 8 - Representacao esquematica do ensaio de permeacdo ao vapor de agua.

5

[ ]
L J

= | PO

Dispositivo

Silica gel

Fonte: Autoria prépria (2025).

As alteracbes na massa dos dispositivos foram plotadas em funcdo do tempo obtendo-
se um modelo de regressao linear. O coeficiente angular foi entdo determinado e a transmissédo

de vapor de &gua (TVA) calculada conforme a equacéo 3.
A . g
Transmissao de vapor de agua = 7 X A (3)

Onde g/t= coeficiente angular e A= area de permeacdo (m?).
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Em seguida, foi calculada a PVA conforme a equacéo 4.

. ) _ TVA xX
Permeabilidade a vapor de dgua = N (4)
Onde X= Espessura média das esponjas (mm), AP= diferenca da pressdo de vapor entre o
ambiente contendo silica (0 kPa a 32°C) e agua pura (4,76 kPa a 32°C).

4.3.6 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia superficial e interna das esponjas foi examinada em microscépio
eletrénico de varredura (TM3030 Plus, Hitachi, Japdo). As imagens foram registradas em

diferentes aumentos (40 - 200x) e processadas com o software proprio do equipamento.

4.3.7 Ensaio de liberagéo

As esponjas (ZsxEA e ZswEAG254M) foram avaliadas quanto a liberacdo de &cido
elagico ao longo de 10 dias. Também foi utilizada a esponja Zse, desprovida de farmaco com
0 objetivo de minimizar qualquer interferéncia da zeina na absorbancia das amostras. As
mesmas foram inseridas em 3 ml de tampédo PBS (pH 7,4) em placas de 24 pocos a 37°C e
mantidas sob agitacdo suave nessa condi¢do durante 10 dias. Uma aliquota de 1 ml de cada
poco foi coletada a cada 24h até o quarto dia. Em seguida, as coletas foram espacadas a cada
dois dias atée o Gltimo dia de ensaio, sendo o0s volumes repostos com PBS fresco. A quantificacdo
do &cido elagico nas amostras coletadas foi determinada espectrofotometricamente (LAMBDA
35, PerkinElmer, EUA) a A= 280 nm, através da seguinte curva de calibracdo y=0,0872x +
0,0471, R?= 0,994. O perfil de liberacdo das amostras foi ajustado aos seguintes modelos
matematicos: Zero ordem, Primeira ordem, Segunda ordem, Logistic, Higuchi, Hixson-
Crowell, Korsmeyer-Peppas, Weibull, Gompertz, Peppas-Sahlin, Kopcha e Makoid-Banakar,
através do software Origin® 9.0.

Por ultimo, foi calculada a eficacia de dissolugdo das amostras, que é definida como a
area sob a curva de dissolucdo até um tempo especifico, expressa como uma porcentagem da
area de um retangulo correspondente a 100% de dissolu¢cdo no mesmo intervalo de tempo

(Muhamad et al., 2025), através da equacao 5.
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__Joyae

=07 o (5)
7100 x ¢ < 100

DE

Onde [ ot ydt representa a area sob a curva de dissolugao (AUC) até o tempo t, onde yioo

é o valor maximo de dissolucéo (geralmente a porcentagem do farmaco liberado no equilibrio),

e t é o tempo total do teste de dissolucéo.
4.4 DOCKING MOLECULAR

Um estudo de docking molecular foi conduzido com o objetivo de compreender o efeito
da presenca de glicose e acido elagico na formacdo e no comportamento de esponjas de zeina.
Na primeira etapa, foram realizadas simulacdes de acoplamento molecular para avaliar e prever
a possivel interagdo entre a proteina e os dois ligantes, explorando seus modos de ligagéo e o
comportamento estrutural da zeina durante a formacéo das esponjas.

A estrutura tridimensional da zeina foi obtida a partir do banco de dados AlphaFold
Protein Structure Database (codigo de acesso: Q946V4). A proteina foi preparada utilizando o
software AutoDock Tools (Morris et al., 2009), incluindo a adigdo de hidrogénios polares,
remocdo de moléculas de agua cristalogréficas e outras etapas apropriadas de preparacdo
molecular. Os possiveis sitios de ligacdo da zeina foram identificados por meio da ferramenta
Define Binding Site, implementada no Discovery Studio (Client BIOVIA, 2025), que classifica
cavidades com base na topologia da superficie molecular e na participacdo de residuos de
aminoacidos chave. As estruturas quimicas da glicose e do acido elagico foram desenhadas no
ChemDraw e posteriormente otimizadas por minimizacdo de energia utilizando o campo de
forca MMFF94 no ChemDraw 3D, a fim de obter suas conformacgdes mais estaveis. A Zeina,
acido elagico e glicose foram entdo convertidos para o formato PDBQT, utilizando o AutoDock
Tools. As simulagdes de docking molecular foram realizadas com o AutoDock Vina.

Para comparar as propriedades eletronicas de cada ligante e avaliar seu potencial reativo,
calculos baseados na Teoria do Funcional de Densidade (DFT) foram conduzidos utilizando o
funcional B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee—Yang—Parr). O conjunto de base 6-311g(d,p) foi
empregado para os calculos, os quais foram realizados no programa GAUSSIAN 16 (Matin et
al., 2017).
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A partir das estruturas otimizadas, foram obtidas as energias dos orbitais moleculares
de fronteira HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital — Orbital Molecular Ocupado de
Maior Energia) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital — Orbital Molecular
Desocupado de Menor Energia), e calculada a diferenca energética (AE), com o intuito de
avaliar a reatividade eletronica de cada molécula. Além disso, mapas de potencial eletrostatico
(MEP) foram gerados para visualizar as regifes eletronicamente ricas e deficientes de cada
ligante, permitindo a identificagdo de possiveis sitios de interacdo nucleofilica e eletrofilica.
Adicionalmente, com o objetivo de avaliar a afinidade mitua e a possivel interacdo entre a
glicose e 0 &cido elagico, foi construido um complexo molecular com base em DFT. A afinidade
de interacdo entre as moléculas de acido elagico e glicose foi determinada por meio do calculo

da energia de interacdo E;,; , conforme proposto por Young (2004), utilizando a equacéo 6:

— 6
Eint - EEllagic acid—Glucose — (EEllagic acid +EGlucose) ( )

Onde Egyqgic acia FEPresenta a energia total do acido elagico, Egy,cose € @ energia total
da glicose € Egyagic acia-crucose COrresponde a energia total do novo sistema complexo formado

entre o acido elagico e a glicose.
4.5 ENSAIO DE BIODEGRADA(;AO

E cada vez mais indispensavel avaliar o impacto ambiental dos residuos de sadde,
como forma de reduzir o acumulo de material ndo-reutilizavel e as consequéncias causadas
por estes nos diferentes ecossistemas. Nesse contexto, a analise da biodegradacdo de
materiais é fundamental ndo apenas para entender os efeitos desses residuos sobre o meio
ambiente, mas tambeém para comparar a estabilidade das formula¢Ges ao longo do tempo.
Diferentes metodologias tém sido empregadas com esse proposito. Assim, com base na
metodologia proposta por Folino et al. (2023) foi realizado o ensaio de biodegradagdo em
solo, uma vez que para o tipo de residuo gerado supBe-se 0 seu descarte em aterros sanitarios.

Inicialmente as amostras Zsw, ZswEA e ZsuEAG254M foram pesadas e entdo
mantidas a uma profundidade de 0.05 — 0.15 m em um vaso contendo solo adubado obtido
de fontes comerciais. As amostras foram pesadas nos tempos (1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias), até

ndo serem mais observadas variagfes na massa. Por fim, a porcentagem de biodegradacao
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foi calculada a partir da variacdo de massa das esponjas ao longo do tempo.

4.6 TESTE DA MEMBRANA CORIOALANTOIDE (Hen’s Egg Test —
Chorioallantoic Membrane — HET-CAM)

O ensaio HET-CAM foi realizado conforme a metodologia descrita no protocolo
ICCVAM Recommended Test Methods (NIH Publication n° 10, 2010) (ICCVAM, 2010), com
pequenos ajustes. Para a realizacdo do ensaio foram utilizados ovos fertilizados de galinha
obtidos de fontes comerciais, com peso médio de 50,4 g. Inicialmente os ovos foram limpos e
incubados por 9 dias a temperatura de 38,0 £ 0,5°C (Chocadeira Golden, modelo C.G. 240
Madeira), sendo diariamente movimentados de forma manual.

No oitavo dia de incubacéo, os ovos foram posicionados na incubadora com a parte mais
larga virada para cima, de forma a alinhar a cAmara de ar com a membrana, sendo deixados por
mais um dia na incubadora.

No nono e ultimo dia de incubacgéo a casca do ovo foi removida ao redor da cdmara de
ar com um disco giratorio, evidenciando a membrana interna do ovo. Em seguida, esta foi
umedecida com NaCl 0,9% p/v e entdo cuidadosamente removida para expor a membrana
corioalantéide. As esponjas foram aplicadas diretamente sobre a superficie da membrana
(Figura 9) e analisadas por 5 minutos quanto ao surgimento de hemorragia, lise e coagulagédo

dos vasos sanguineos em intervalos de tempo fixos de: 0.5, 2 e 5 minutos (Luepke, 1985).

Figura 9 — Esponja de zeina carregada com acido el&gico depositada sobre a superficie da
membrana corioalantdide durante o ensaio HET-CAM.

A\

Fonte: Autoria propria (2025).
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Apdbs o tempo de contato, a superficie da membrana foi inspecionada e categorizada
conforme descrito no Quadro 1. Conforme o tempo transcorrido sdo atribuidos pontos de
acordo com o efeito observado (lise, hemorragia e coagulagéo), sendo estes somados para
fornecer um Unico valor numérico que indica o potencial de irritacdo da substancia-teste em

uma escala com um valor maximo de 21.

Quadro 1 - Esquema de pontuagdo para o teste de irritagdo com 0 método HET-CAM.

Efeito Score
0.5 min 2 min 5 min
Lise 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: ICCVAM (2010).

Uma substéncia é classificada como um irritante severo quando a sua pontuagdo € maior
que 9 e irritante ndo severo quando menor que 9 (Rivero et al., 2021). Como controle negativo
foi utilizado o NaCl 0,9% p/v e como controle positivo, foi utilizado o tensoativo anidnico lauril
sulfato de sdédio 1% p/v, reconhecidamente irritante. Ambos os controles (300 pl) foram
embebidos em papel de filtro cortado com o mesmo didmetro das esponjas (1,5 mm) e
submetidos ao mesmo protocolo de tratamento e andlise. O teste foi realizado em triplicata e 0s

resultados expressos em termos de média e desvio padrao.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos ensaios encontram-se expressos como média = desvio padréo.
Estes foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para
efeito de comparacdo entre os pares, assumindo um nivel de significancia minimo de p<0,05.

As analises foram realizadas através do software Graphpad Prism verséo 8.0.
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5.1 CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS DE ZEINA FUNCIONALIZADAS COM
GLICOSE

5.1.1 Avaliagéo Qualitativa

Testes preliminares foram realizados no intuito de determinar a melhor composicéao para
obtencdo das esponjas, visando a posterior incorporacao do acido eldgico. Inicialmente, foram
preparadas esponjas de zeina nas seguintes concentracoes: 2,5%, 5%, 7,5%, 10% e 15% (p/v).
As formulagdes de zeina 5%, 7,5% e 10% (p/v) (Figura 10) foram as que apresentaram melhor

consolidacdo, resisténcia e homogeneidade.

Figura 10 — Esponjas de zeina: (a) Recém-preparadas e visualizadas sem preparo adicional, (b)
visualizada a partir de estereomicroscopio binocular (Lumen Série 3905) e (c) ap0s ensaio de
sor¢édo. al, b1, cl: Esponjas de zina a5%; a2, b2, c2: 7,5% e a3, b3, c3: e 10%.

al1) > b1) cl) l

Fonte: Autoria propria (2025).
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As esponjas obtidas apresentaram colora¢do amarelo claro, superficie homogénea e
resisténcia adequada. A esponja de zeina 5% foi a que apresentou maior maleabilidade,
possivelmente devido a menor concentracdo de zeina presente nesta formulacdo. Além disso,
foi possivel apreciar microporos na superficie das esponjas de zeina a 5% e 7,5%. Por outro
lado, a esponja de zeina 10% apresentou uma superficie mais densa, que pode estar associada
a maior concentracdo de zeina presente nesta formulacdo. De forma comparativa, filmes de
zeina pura apresentam na sua estrutura muitas cavidades e vazios (Ghanbarzadeh et al., 2007),
sendo este um aspecto negativo na formacao de filmes, o qual difere das esponjas, onde a
presenca de poros € uma de suas principais vantagens, que contribuirdo para o seu desempenho
funcional. Ap6s serem inseridas em agua a 25 e 37°C, as esponjas prontamente tornaram-se
maleaveis e permaneceram integras apés 3 dias. Este € um aspecto importante a ser analisado,
visto que as coberturas devem ser capazes de manter-se integras quando em contato com a pele
no decorrer do periodo de tratamento, facilitando assim a sua remog&o e substituicdo adequada.

A esponja de zeina 5% foi selecionada para testar a incorporacdo de glicose em
diferentes proporcdes: 1,25%, 2,5%, 5% e 7,5% (p/v). Em uma avaliacdo preliminar, as
esponjas que continham glicose a 2,5% e 5% (p/v) apresentaram-se mais homogéneas e com
melhor consolidacdo (Figura 11), sendo estas entdo submetidas a reagcéo de Maillard, mediante
aquecimento em estufa a 120°C durante 2 h. Em seguida, as mesmas foram testadas quanto
sor¢do, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua.

As esponjas de zeina/glicose apresentaram colora¢do amarelo claro e microporos na sua
superficie, de modo semelhante as esponjas contendo somente zeina. Em contato com agua a
25 e 37°C também se mantiveram integras e tornaram-se maleaveis, assim como as esponjas

desprovidas de glicose.
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Figura 11 - Esponjas de zeina funcionalizadas com glicose: (a) Recém-preparadas, (b)
superficie visualizada a partir de estereomicroscopio binocular (Lumen Série 3905) e (c) Apds
ensaio de sor¢do e (d) Submetidas a reacdo de Maillard ap6s sor¢do. al, bl, cl: Zs%Go5%; a2,
b2, c2: Z50,Gsw; d1: M-Z50G25% € d2: M-Z50Gso.

Fonte: Autoria prépria (2025).

5.1.2 Espessura das esponjas

Alguns parametros influenciam na espessura das esponjas poliméricas, como o método
de fabricagdo utilizado, quantidade/volume de gel/solugéo e superficie de secagem (Ahmad,
2023). A espessura das esponjas preparadas encontra-se descrita na Tabela 1. O aumento da
espessura entre as esponjas de zeina somente foi observado a partir da comparacado das esponjas
a 10% com as esponjas a 5% (p<0,05), um efeito associado diretamente a maior carga de
material solido. Também foi possivel constatar que a adi¢do de glicose, quer sejaa 2,5 ou a 5%

p/v, ndo alterou a espessura das esponjas obtidas.

Tabela 1 - Composicao, espessura e angulo de contato das esponjas de zeina funcionalizadas
com glicose (Média + SD).

Amostras Zeina (% p/v)  Glicose (%p/v) Espessura (mm)  Angulo de
contato (°)
Zsy 50 - 1,0 £ 0,052 <302
Z7 5% 7,5 - 1,3+0,172b 38,12 +7,5°
Z10% 10,0 - 1,5+0,18° 42,87 +1,2°
Z59%6G2,5% 5,0 2,5 1,1 +0,182b <302
Z59%Gs9% 5,0 5,0 1,2 +0,3020 <302

Os dados foram submetidos aos pares a andlise de variancia (ANOVA) com post-test de Tukey, sendo
considerados significantes quando p<0.05. Letras idénticas significam resultados semelhantes.
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5.1.3 Angulo de contato e velocidade de captacdo de agua

As esponjas apresentaram uma superficie notoriamente hidrofilica. As esponjas Z7 s €
Z10% apresentaram angulos de contato de 38,12° e 42,87°, respectivamente (Tabela 1). A zeina
é altamente hidrofobica, resultante da presenca maioritaria de aminoécidos apolares (prolina e
glutamina), por conseguinte, espera-se que materiais contendo este polimero apresentem angulo
de contato proximo ou maior que 90°, como as nanofibras (Wan et al., 2017) e filmes (Luis;
Domingues; Ramos, 2019). Por outro lado, outros aspectos podem estar relacionados ao angulo
de contato, dentre estes, o solvente utilizado, a presenca de agentes plastificantes (Sedlarikova
et al., 2022) e a porosidade da estrutura. Quanto maior a porosidade, mais rapido ocorre a
absorcdo de agua na superficie do material, o que corrobora com o angulo de contato (< 30°) e
a rapida absorcdo de dgua das esponjas de zeina a 5%, tanto com ou sem glicose (Tabela 1).

A Figura 12 demonstra a velocidade de captacdo de dgua das esponjas Z7,5% e Z1io%, que
apos 1 min apresentaram comportamento semelhante na reducdo da altura da gota, este dado
reforca a hidrofilicidade da superficie das formulacGes, que apresentaram angulo de contato
com valores aproximados. Devido a rapida absor¢do da agua nao foi possivel mensurar a
velocidade de captacdo de agua nas formulagdes de zeina 5% com e sem glicose, assim como

das unidades submetidas a reagdo de Maillard.

Figura 12 - Velocidade de captagdo de agua das esponjas de zeina.
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Fonte: Autoria prépria (2025).
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5.1.4 Sorcéo e Solubilidade

As coberturas modernas sdo caracterizadas por terem boa biocompatibilidade,
degradabilidade e capacidade de absor¢do de &gua, sendo esta Ultima uma propriedade
importante no tratamento de feridas, pois ajuda a absorver exsudatos e controlar a umidade,
evitando a proliferacdo de microrganismos (Shi et al., 2020).

As esponjas de zeina (Figura 13) apresentaram uma capacidade de absor¢do de agua,
acima de 100%. A esponja Zsy se destacou, alcancando um valor superior a 300%,
significativamente maior do que os seus pares (p<0,05). Isso possivelmente esta relacionado a
menor concentracdo de zeina presente nesta formulacdo, o que a torna comparativamente mais
porosa, conforme apreciado macro e microscopicamente. A solubilidade da esponja Zso
também foi maior que as demais, devido sua superficie mais hidrofilica, representada pelo

angulo de contato <30° e também pela sua maior porosidade.

Figura 13 - Sorcdo (A) e Solubilidade (B) das esponjas de zeina.
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Os dados foram submetidos em pares a andlise de variancia (One-way ANOVA), e posteriormente ao teste de
Tukey, sendo as diferencas consideradas significantes quanto p<0,05 (*).

Foi realizada ainda a comparagdo da sorcdo e solubilidade da esponja Zs frente aos
seus pares tratados com glicose e daquelas submetidas a reacdo de Maillard (M), conforme

representado na Figura 14.
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Figura 14 - Sorcdo (A) e Solubilidade (B) das esponjas zeina funcionalizadas com glicose e
submetidas a reacdo de Maillard.
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Os dados foram submetidos em pares a andlise de variancia (One-way ANOVA), e posteriormente ao teste de
Tukey, sendo as diferencas consideradas significantes quanto p<0,05 (*).

As esponjas ZsGsy e a M-Zs0Gso, apresentaram uma capacidade de absor¢do de agua
cerca de duas vezes maior que a esponja Zsy (p<0,05), que per se foi de 300%. Este aumento
estd possivelmente relacionado a presenca da glicose a 5% (p/v), que devido a sua estrutura
hidrofilica facilita a atracdo de agua pelas esponjas. Estes dados corroboram com o trabalho de
Zhang et al. (2022), no qual foram obtidas esponjas de quitosana/polivinilpirrolidona/zeina com
elevada capacidade de absorcao de agua e sor¢édo maior que 100%. Neste caso, as esponjas com
maior quantidade de polivinilpirrolidona, um polimero solivel em agua, foram as que
apresentaram maior sorg&o.

O aumento na sor¢do também se refletiu no incremento da solubilidade das esponjas
contendo glicose. Todas as formulagdes, exceto a Zs%G2s%, apresentaram um aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) na solubilidade em comparacdo com a esponja Zso.
Ainda assim, a solubilidade dessas esponjas ndo ultrapassou 0s 50%, indicando uma capacidade
limitada de dissolu¢do em meio aquoso. Esta é uma propriedade importante para os curativos,
de forma a permitir a integridade dos materiais quando em contato com fluidos bioldgicos, bem
como, garantir a liberagdo adequada do farmaco para exercer o seu efeito terapéutico (Liang;
He; Guo, 2021). A reacdo de Maillard ndo aumentou a capacidade de sorc¢do (p>0,05), nem
tampouco a solubilidade (p<0,05) das esponjas de zeina funcionalizadas com glicose, sendo,

portanto, mantidas as suas caracteristicas iniciais.
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5.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na analise por MEV foram apreciados o registro superficial e transversal das esponjas
(Figuras 15 e 16). De forma geral, todas as composicGes apresentaram uma estrutura
microporosa, caracteristica esta que facilita a difusdo aquosa, 0 que aumenta a capacidade de
absorcéo e expansdo dos materiais (Zhao et al., 2018).

O aumento na concentracdo da zeina (Zsw, Z75% € Ziow) Ocasionou diferenca na
morfologia das esponjas (Figura 15). A esponja Zsy apresentou uma superficie uniforme e
formada por microparticulas, a qual possivelmente esteja relacionada a capacidade de
automodelagem da zeina, em virtude do seu carater anfifilico. A automodelagem é um processo
pelo qual um sistema desordenado forma uma estrutura organizada sem ajuda ou orientacao de
agentes externos (Wang; Padua, 2012). Quanto as esponjas Z7,5% € Zio%, €stas apresentaram
uma estrutura mais densa, em virtude da fusdo das microparticulas. Isto pode ser explicado,
pois segundo os autores Wang e Padua (2010), podem ser formadas microfases de zeina a partir
de agua e etanol, onde esferas e fases lamelares sdo observadas em consequéncia do aumento
de sua concentracdo nas amostras. Maiores concentracGes de zeina resultam em uma fase
lamelar e posterior formacdo de um filme. Por outro lado, em baixas concentragdes a estrutura
da zeina pode ser organizada em formato de esferas, de modo semelhante ao que obtivemos no
presente trabalho. A microestrutura observada a partir da MEV corrobora com os dados de
sorcao apresentados anteriormente (Figura 13), tendo em vista que a presenga de poros na
esponja Zsy estaria diretamente relacionada a sua capacidade de captar de agua.

Figura 15 - Imagens de MEV da superficie! e corte transversal® das esponjas de zeina.
Superficie: 40 e 200x 2Transversal: 80 e 180x.

Superficie

Transversal

X240U% OSENNVDTT 0 \mm TCHPATIN  ZNO3GE 1DSSHWNDSA 21B) S0m  TMICKPLATIES

Fonte: Autoria prdpria (2025).
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Na Figura 16 sdo apresentadas as imagens de MEV das esponjas a base de zeina/glicose
antes e ap6s serem submetidas a reacdo de Maillard. A esponja Zs%G25% apresentou uma
morfologia similar as esponjas Zsy discutidas anteriormente. Em contrapartida, o aumento na
concentracdo de glicose na esponja Zs«Gsy acarretou na formagdo de uma estrutura mais coesa,
na qual é possivel visualizar estruturas cristalinas distribuidas na superficie, que poderiam
indicar a presenca de glicose sob a forma cristalizada. Em relagdo as amostras submetidas a
reacdo de Maillard, a esponja M-Zs%G2 5% apresentou uma estrutura aparentemente amorfa na
qual também ¢é possivel visualizar estruturas semelhantes a cristais de glicose em sua superficie.
Quanto a amostra M-ZsyGsy, percebe-se que as particulas possuem tamanhos desiguais e que
eventualmente depositam-se de forma aleatoria formando poros maiores.

A presenca de particulas de tamanho diferentes nas esponjas de zeina/glicose colabora
para a formacdo de uma estrutura mais porosa, uma vez que ha um aumento na quantidade e
tamanhos dos poros, conforme visualizado nas imagens de MEV, bem como, estas corroboram

com os resultados de sorcdo, cuja capacidade de captacdo de dgua foi maior nessas formulagdes.

Figura 16 - Imagens de MEV da superficie! e corte transversal® das esponjas de zeina/glicose
e das submetidas a reacdo de Maillard. *Superficie: 40 e 200x 2Transversal: 80 e 180x
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Superficie

Transversal
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Fonte: Autoria propria (2025).
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5.1.6 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

As esponjas apresentaram baixa permeabilidade ao vapor de agua (Figura 17), indicando
a caracteristica de barreira destes dispositivos. Pese a presenca de poros, ndo foi encontrada
diferenca significativa nos valores de PVA entre as esponjas de zeina (Zsw, Z7,5% € Z1o%) (Figura
17A).

Figura 17 - Permeabilidade a vapor de agua (PVA) das esponjas de zeina (A) e zeina/glicose

(B).
A) B)
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z = Ziy, & m M-Z54,Gs,
0- 0-

Os dados foram submetidos em pares & andlise de variancia (One-way ANOVA), e posteriormente ao teste de
Tukey, sendo as diferencas consideradas significantes quanto p<0,05 (*).

Observou-se um aumento gradual dos valores de PVA nas esponjas de zeina 5%
funcionalizadas com glicose (Zs«xGa2,5% € Zs%G25%) € destas quando submetidas a reagdo de
Maillard (M-Zs%G2,5% € M-Zs50%Gs%). Contudo apenas a esponja M-Zs«Gso apresentou um valor
significativamente maior (p<0,05) do que a esponja Zsy (Figura 17B). Estes dados corroboram
com os resultados de sor¢édo desta esponja, 0s quais também foram significativamente maiores
e demonstram a sua elevada afinidade pela dgua.

Os dados de PVA encontrados para as esponjas estdo em consonancia com o0s estudos
de Dong et al. (2018) e Shalom et al. (2021), que relacionaram a baixa PVA da zeina com a sua
capacidade de melhorar as propriedades oclusivas de filmes poliméricos. Esses resultados
podem ser atribuidos a natureza hidrofébica do polimero, a qual dificulta a passagem de vapor
de agua pela membrana (Dong et al., 2018).

Alguns fatores podem influenciar a PVA como, a morfologia do polimero, a presenca

de poros ou fissuras, o grau de reticulacéo e a hidrofilicidade do material (Cazon et al., 2022).

41



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse sentido, a adi¢cdo de glicose poderia aumentar a PVA em relacdo a esponja Zse,
por se tratar de uma estrutura polar, entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa nas
concentracgdes testadas, este resultado possivelmente esta relacionado a baixa concentracdo de
glicose utilizada. Assim, as esponjas com glicose mantiveram a sua capacidade oclusiva frente

ao vapor de agua.

5.2 CARACTERIZACAO DAS ESPONJAS CARREGADAS COM ACIDO ELAGICO

Testes preliminares foram realizados com o intuito de determinar a melhor forma de
incorporacdo do acido elagico as esponjas. A formulacdo Zs%G2 sy foi escolhida devido ao seu
maior grau de consolidacdo, homogeneidade, melhores resultados de sor¢édo, solubilidade e
estabilidade na presenca de glicose.

Desta forma, foi desenvolvida a esponja carregada com &cido eldgico e submetida a
reacdo de Maillard (Zs4EAG25%M) e como forma de comparagdo também foi preparada uma
formulacdo carregada com acido elagico, desprovida de glicose (ZsxEA). Os parametros
avaliados para ambas as esponjas estdo sumarizados na Tabela 2. Assim como as demais
amostras, as esponjas carregadas apresentaram espessura menor que 2 mm, superficie

hidrofilica, alta sor¢éo e baixa solubilidade.

Tabela 2 - Ensaios realizados para as esponjas de zeina carregadas com acido elagico.

Formulacéo Espessura Angulo de Sorcao (%) Solubilidade
(mm) contato (°) (%)
ZsywEA 0,9+0,12 < 302 600,8 + 582 10,7 £ 0,32
ZsuEAG2 56M 1,7 +0,4° 44,08 + 4,7° 366,8 + 15,2° 40,39 + 2,8°

Fonte: Autoria propria (2025).

A esponja ZsxEA apresentou uma superficie mais hidrofilica e maior molhabilidade
inicial, representada pelo angulo de contato <30°, sendo assim a alta sor¢do apresentada por
esta amostra pode estar relacionada a presenca do acido elagico na composicdo, que auxilia na

captacgdo e retencdo de &gua eficiente nos pequenos poros (Chang; Wang, 2011).
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Na Figura 18 sdo apreciadas as diferencas na morfologia das esponjas ap0s 0 ensaio de
sorcdo. A esponja Zs»EA possui uma superficie aparentemente mais densa e com poucos poros,
caracterizada, no entanto pela presenca de microparticulas. Por outro lado, a esponja
ZsEAG2 50 M possui uma superficie visivelmente mais porosa. Estes achados corroboram com
as imagens de MEV (Figura 19), na qual é possivel visualizar claramente que a esponja
ZssEAG25%M apresenta poros maiores, mais bem definidos e interconectados. Isto sugere que
a glicose através da reacdo de Maillard auxilia na modificacdo da microestrutura das esponjas,
promovendo a formacdo de uma rede mais estavel. Por fim, é importante destacar a manutencao
da integridade, homogeneidade, maleabilidade e capacidade de ambas as esponjas em meio
aquoso apos quatro dias de ensaio, reforcando os resultados de solubilidade encontrados neste
estudo.

Figura 18 — Caracteristicas das esponjas pés sor¢do ZsxEA (a) e ZsiwEAG25%M (b): (1)
superficie, (2) frente e (3) verso visualizados a partir de estereomicroscopio binocular.

Fonte: Autoria prdpria (2025).
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Figura 19 - Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie! e corte transversal?
das esponjas de zeina carregadas com acido elagico. ZsxEA (zeina 5%/ acido elagico) e
ZsuEAG25%M (zeina 5%/ acido elagico/ glicose 2,5%). 'Superficie: 50 e 200x 2Transversal: 50-180x.
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Fonte: Autoria propria (2025).

5.3 ENSAIO DE LIBERACAO

A liberacdo do &cido elagico a partir das esponjas de zeina encontra-se representada na
Figura 20 e foi calculada apds correcéo nos valores de absorbancia com a esponja Zsg. O ensaio
foi conduzido durante 10 dias, com uma liberagdo lenta e sustentada do ativo. Nota-se que nas
primeiras 72h a taxa de liberacdo do ativo de ambas as esponjas foi muito similar,
aproximadamente 25%. No entanto, ap6s 96h a esponja submetida a reacdo de Maillard
(ZswEAG254M) comeca a ter uma liberacdo significativamente superior a esponja ZsxEA
(p<0,05). Este resultado pode estar relacionado a presenca de glicose na composigéo, a qual
ajuda a hidratar as esponjas, uma vez que a taxa de absorcao de agua esta entre os fatores que
auxiliam na liberacdo do ativo a partir de composic@es poliméricas (Chou; Carson; Woodrow,
2015). Ao final do ensaio, as esponjas ZsxEA e ZswEAG254M apresentaram uma liberacéo
total de 27,40% e 47%, respectivamente. Outros estudos ja demonstraram a liberacéo sustentada
do acido elagico a partir de diferentes matrizes poliméricas, como filmes (Kaczmarek-
Szczepanska et al., 2024; Tavares et al., 2020), scaffolds (Shaik; Kowshik, 2019)
nanoparticulas (Abd-Elghany; Mohamad, 2023; Tavares et al., 2021) e géis (Kim et al., 2010).
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Figura 20 - Perfil de liberacdo do acido elégico a partir das esponjas de zeina. ZsxEA (zeina
5%/ acido elégico) e ZsiEAG25%M (zeina 5%/ &cido elagico/ glicose 2,5%).
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Fonte: Autoria prépria (2025).

A liberacao lenta e sustentada do acido elagico pode estar relacionada ao aprisionamento
destas moléculas dentro da matriz polimérica, na qual o polimero reticulado forma uma barreira
de difuséo ao controlar o grau de intumescimento da formulacdo, o que desacelera parcialmente
a difusdo da biomolécula dentro de uma solugé@o aquosa. Por outro lado, a liberacdo de acido
elagico seria precoce, caso as moléculas estivessem somente adsorvidas na matriz polimérica
(Shaik; Kowshik, 2019). Este perfil de liberacdo lento e sustentado é util em curativos quando
se deseja uma liberacdo prolongada, o qual contribui para a biodisponibilidade controlada do
ativo, com os seus efeitos farmacoldgicos mantidos ao longo do tempo, bem como, requer
trocas menos frequentes e ajuda na adesdo ao tratamento por parte do paciente (Nie etal., 2021).

De forma complementar, os modelos matematicos séo utilizados como uma ferramenta
para prever o mecanismo e o tipo de liberacdo do farmaco a partir de formulag¢6es farmacéuticas
(Lobo; Costa, 2001). Sendo assim, o perfil de liberacdo do acido elagico foi analisado frente
aos modelos: Zero ordem, primeira ordem, segunda ordem, Logistic, Higuchi, Hixson-Crowell,
Korsmeyer-Peppas, Weibull, Gompertz, Peppas-Sahlin, Kopcha e Makoid-Banakar. Na Tabela
3 séo apresentados os ajustes obtidos para os respectivos modelos.
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A esponja ZsxEA apresentou um ajuste aceitavel/moderado (R?%gj = 0.7-0.8) para o0s
modelos Gompertz, Logistic e Peppas-Sahlin, sugerindo que o mecanismo envolvido é
majoritariamente por difusdo, com uma liberacéo inicial rapida do ativo, seguida de uma fase
de platd precoce, a partir do qual a liberacdo torna-se constante (Ramteke et al., 2014). Por
outro lado, a esponja ZswEAG254M apresentou um melhor ajuste (R%gj > 0.9) aos modelos de
segunda ordem, Logistic, Peppas-Sahlin, Weibull e Korsmeyer-Peppas. Isto indica que a
formulacdo contendo glicose apresenta um comportamento cinético mais complexo quando
comparada a esponja ZsxEA, sendo o principio ativo liberado através de diferentes
mecanismos. Os modelos de segunda ordem e Logistic ndo possuem mecanismos claros, no
entanto, um bom ajuste a esses modelos pode indicar que a liberacdo estd associada a interaces
quimicas ou fisicas entre o ativo e a matriz, 0 que poderia estar associado a interacao da glicose
com a matriz polimérica. Ainda, no modelo de Weibull, o 8 indica o fator de forma da curva
de liberagdo. Assim, se B =1, a curva mantém um formato exponencial; se f < 1, ¢ considerada
parabodlica; e, no caso de B > 1, o formato da curva é sigmoidal. No caso da esponja
ZsuEAG254M o B foi menor que 1, o que indica que o0 sistema comeca a liberar devagar e
depois aumenta (Heredia et al., 2022), conforme pode ser visualizado na transicdo presente na
curva no tempo de 48h (Figura 20).

O modelo de Korsmeyer-Peppas € geralmente usado para analisar a liberacdo de
farmacos a partir de matrizes poliméricas e o valor de n (expoente de difusdo) permite
caracterizar os mecanismos de liberagdo. A esponja ZsEAG25%M apresentou valor de n <
0,45, o que indica um mecanismo de liberagéo por difusdo de Fick (Muhamad et al., 2025). No
modelo de Peppas-Sahlin, as constantes Ki e K representam, respectivamente, a influéncia da
difusdo e do relaxamento do polimero. Um valor maior de K significa uma maior influéncia
do mecanismo de difusdo (Peppas; Sahlin, 1989). Sendo assim, um dos principais mecanismos
envolvido na liberagdo do ativo a partir da esponja ZssEAG2 5%M foi 0 de difuséo e relaxamento
da matriz (erosdo), este fenbmeno pode ser visualizado nas imagens de MEV feitas apds o

ensaio de liberacdo (Figura 21).

46



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3 — Ajuste aos modelos cinéticos das curvas de liberagdo do acido elagico a partir das
esponjas de zeina. ZswEA (zeina 5%/ acido elagico) e ZsuEAG25%M (zeina 5%/ acido elagico/
glicose 2,5%).

Zs% EA Zs% EAG 2,5% M
Modelos R%adj Coeficiente R?adj Coeficiente
ko Co ko Co
Zero order 0.2957 0.02159 19.4872 0.7768 0.0682 20.8184
K1 Co ky Co
First order 0.2699 -0.0001 19.9360 0.6931 -0.0017 23.2555
a b c a b c
Second order 0.4406 17.1578 0.0732 0.0001 | 0.9247 16.3693 0.1667 -0.0002
Min b to Min b to
Logistic 0.7497 26.0926 0.1388 3.8296 | 0.9131 45.7926 0.0158 41.0615
I(H kH
Higuchi 1.6597 1.6647 0.5667 2.5808
Knc o Knc Jo
Hixson-Crowell 0.2781 0.0008 19.7978 0.7206 0.0020 22.5195
k n k n
Korsmeyer-
Peppas 0.6536 13.6624 0.1216 0.9245 10.6128 0.2466
o B o B
Weibull 0.6614 6.9270 0.1394 0.9223 9.7521  0.3001
Xmax o B Xmax o B
Gompertz 0.7873 28.0926 1.3215 0.5682 | 0.9199 26448.8 7.8885 0.0036
k1 k> m ki k> m
Peppas-Sahlin 0.7465 12.2474 -1.3733 0.2720 | 0.9224 6.6546 4.4562 0.1577
a b a b
Kopcha 0.2411 4.2075 -0.1446 0.8589 4.65513 -0.1177
kMB n k kMB n k
Makoid-Banakar 0.7265 11.4233 0.1964 0.0008 | 0.9222 10.2532 0.2577 0.0001

Fonte: Autoria prépria (2025).

A Figura 21 apresenta as imagens de MEV das esponjas ap0s o ensaio de liberagdo, na
qual percebe-se que a estrutura da esponja Zsy manteve-se intacta, sem sinais de erosdo. De
modo semelhante, a esponja ZsxEA permaneceu quase inalterada, com alguns poros visiveis
mesmo apds 10 dias de ensaio. Por outro lado, a estrutura da esponja ZsEAG2,5%M apresentou
uma matriz visivelmente mais erodida e porosa, com a presenca de grandes cavidades indicando
uma degradacéo significativa da matriz polimeérica. Estes achados corroboram com os valores
de eficicia de dissolugdo (DE%) das esponjas ZsxEA e ZswEAG2s5%M, cujos valores,
respectivamente de 25,9% e 39,9%, indicam a contribuicdo da glicose para aumentar a
eficiéncia de liberacdo das formulagdes, possivelmente através do aumento na dissolugdo e
degradacéo da matriz, demonstrando o seu papel na melhoria das propriedades funcionais das

esponjas de zeina.
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Figura 21 - Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie® e corte transversal®
das esponjas de zeina. Zsy, (Zeina 5%), ZsxEA (zeina 5%/ &cido elégico) e ZsxEAG25%M
(zeina 5%/ acido elagico/ glicose 2,5%). Superficie: 200x ?Transversal: 120x.

Zso, Zso,EA Z55,EAG, 55M

Superficie

Transversal

TM3030PIus7318 2024/09/11 10:51 HLMD5.2 X120 500 um TM3030Plus7320 2024/09/11 10:54 HLMD6.9 x120 500 um TM3030Pius7322 2024/09/11 10:57 HLMD6.2 x120 500 pm

Fonte: Autoria prépria (2025).

5.4 DOCKING MOLECULAR

Na primeira etapa deste estudo, foram realizadas simula¢des de docking molecular para
avaliar as interacdes individuais da proteina zeina com os dois ligantes: acido elagico e glicose.
O acoplamento foi conduzido utilizando os cinco sitios de ligacdo previamente identificados
por meio da ferramenta Define Binding Site, implementada no software Discovery Studio,
conforme ilustrado na Figura 22.

Os resultados revelaram que o &cido elagico apresenta uma afinidade de ligacdo mais
favoravel com a zeina, com energias de interacdo variando entre —8,0 e —8,5 kcal/mol,
dependendo do sitio de ligagdo avaliado. Em contraste, a glicose apresentou energias de ligacdo
mais altas (menos favoraveis), com valores médios em torno de —5,6 kcal/mol. Esses achados
indicam que a interagdo entre o acido elagico e a zeina é mais intensa do que aquela observada

com a glicose.
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Figura 22- Analise de acoplamento molecular do &cido elagico e da glicose com cinco sitios
de ligacdo da macromolécula-alvo zeina. As conformaces de ligacdo do acido elagico (azul, a
esquerda) e da glicose (laranja, a direita) sdo apresentadas para cada sitio identificado (1-5),
juntamente com suas respectivas energias de interacdo (E), expressas em kcal/mol
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Fonte: Autoria prépria (2025).

Anédlises adicionais dos modos de interacdo permitem compreender essa diferenca de
afinidade. Verificou-se que o &cido elagico estabelece multiplas ligacbes de hidrogénio,
mediadas por seus grupos hidroxila, com residuos de aminoacidos localizados nas cavidades da
zeina. Além disso, interacdes hidrofébicas também foram observadas entre 0s anéis aromaticos
do acido elagico e as regibes apolares da proteina. Estes resultados corroboram com o estudo
de Zhao et al. (2022), no qual foi demonstrado o que o &cido elagico ocupa os sitios ativos da
zeina através das mesmas interacgdes citadas.

Por outro lado, a glicose interagiu majoritariamente por meio de ligac6es de hidrogénio,
sem contribuicdo significativa de interagdes hidrofébicas ou aromaticas, o que justifica sua
menor afinidade pela proteina.

A partir da identificacdo das diferentes afinidades de ligacdo da zeina com os dois
ligantes, por meio do acoplamento molecular, investigou-se o efeito da presenca de glicose
sobre o perfil de liberacdo do acido eldgico a partir das esponjas de zeina. Com base em
observacdes experimentais, verificou-se que a adicdo de glicose a formulagdo promoveu um

aumento significativo na liberagcdo do acido elagico pelas esponjas.

Algumas hipoteses podem ser propostas para explicar esse fendbmeno:
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1) Competicdo pelo sitio de ligacdo na zeina: moléculas de glicose poderiam
ocupar os sitios de ligacdo do acido eldgico na proteina, facilitando sua liberagdo. No entanto,
essa hip6tese se mostra pouco provavel, dado que os resultados de docking demonstraram uma
afinidade superior do acido elagico em comparacéo a glicose.

2) Interacdo direta entre glicose e acido elagico: uma forte afinidade eletrostatica
e quimica entre essas duas moléculas poderia favorecer a liberacéo do 4cido eldgico na presenca
de glicose.

3) Efeito hidrofilico da glicose: a alta afinidade da glicose pela dgua poderia
aumentar a presenca de moléculas de agua ao redor das cavidades de ligacdo da zeina,

promovendo a hidratacéo local e favorecendo a solubilizacéo e difusdo do &cido elégico.

Para investigar a segunda hipotese, foram realizados calculos baseados na Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) utilizando o software Gaussian. As geometrias moleculares da
glicose e do acido elagico foram otimizadas, e descritores moleculares fundamentais, incluindo
as energias dos orbitais HOMO e LUMO, foram obtidos para o calculo do intervalo de energia
(AE), parametro critico para avaliagdo da reatividade eletrénica.

Adicionalmente, foram gerados mapas de potencial eletrostatico (MEP) (Figura 23) para
identificar regiGes eletronicamente ricas e deficientes em cada molécula, evidenciando os
potenciais sitios de doagéo e aceitacdo de elétrons. Os resultados indicaram que o &cido eléagico
apresenta um menor intervalo de energia em comparacdo a glicose, sugerindo uma maior
tendéncia a aceitacao de elétrons. Em contrapartida, a glicose demonstrou um maior intervalo
energético, indicando seu potencial papel como doadora de elétrons para o acido elagico. Esse
perfil eletrébnico complementar sugere uma afinidade favoravel entre as duas moléculas.

Os mapas de potencial eletrostatico (MEP) corroboram ainda mais esses achados: o
acido elagico apresenta extensas regides hidrofobicas (areas verdes), compativeis com as
interaces hidrofébicas observadas nas simulagfes de docking molecular, além de sitios
eletrofilicos (&reas azuis). Por sua vez, a glicose exibe uma regido proeminente rica em elétrons
(area vermelha), correspondente a sitios doadores de elétrons com potencial para interagir com

0 &cido elagico.
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Figura 23 - Moléculas de acido elagico e glicose analisadas quanto as propriedades eletrénicas:
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital), AE (diferenca de energia) ¢ EPS (Electrostatic Potential Surface).
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Fonte: Autoria propria (2025).

Para aprofundar essa investigacdo, a energia de interacdo do complexo glicose—acido
elagico (Tabela 4) foi calculada por meio da Teoria do Funcional da Densidade (DFT),
comparando-se a energia do complexo com a soma das energias das moléculas isoladas. Essa
anélise permite avaliar se a formacdo do complexo é energeticamente favoravel, sustentando a
hipotese de uma afinidade eletronica significativa que pode ter contribuido para o aumento da

liberacdo de &cido elagico pelas esponjas de zeina na presenca de glicose.

Tabela 4 - Parametros eletrdnicos dos monémeros estudados (&cido elégico e glicose) obtidos
por calculos DFT/B3LYP 6-31g(d,p).

Ligantes E(ZQ/“;O ELumo (€V)  AE (V)  Em(eV, Kcalimol)
Acido _0246  —0.1045 0.1414
elagico

(—0.01796, -0.4141)

Glicose —0.239 0.0424 0.2817
Fonte: Autoria prépria (2025).

Esse valor ligeiramente negativo de energia de interacdo (E;,; ) indica que a formacéo
do complexo glicose-acido elagico € termodinamicamente favoravel, embora fracamente
estabilizada. Tal energia de interagdo reduzida sugere uma afinidade limitada, mas néo

desprezivel, entre as duas moléculas.
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Consequentemente, esses resultados fornecem suporte quantitativo a segunda hipotese,
indicando uma afinidade eletrénica entre a glicose e o acido elagico que pode favorecer sua
associacdo transitoria. No entanto, a baixa magnitude da energia de interacdo também sugere
que, embora essa afinidade exista, ela pode ndo ser o Unico fator responsavel pelo aumento na
liberacdo de &cido elagico na presenca de glicose nas esponjas a base de zeina.

Assim, considerando o conjunto dos dados computacionais e experimentais, a hipotese
de que a glicose facilita a liberacdo do &cido elagico por meio de interacdo molecular direta é
plausivel, mas possivelmente atua em sinergia com outros mecanismos, como efeitos de
hidratacdo ou dindmicas competitivas de ligacdo. Investigacdes adicionais que incorporem
efeitos de solvente e simulagdes dinamicas poderdo esclarecer melhor a contribuicdo relativa

desses mecanismos.

5.5 ENSAIO DE BIODEGRADACAO

As esponjas de zeina foram avaliadas ao longo de 35 dias quanto a perda de massa em
solo (Figura 24). A formulacgdo Zsy foi a que apresentou menor degradacéo no tempo avaliado,
possivelmente devido a estrutura hidrofobica da zeina e a auséncia de grupos polares nesta
formulacdo. Por outro lado, percebe-se que a adicdo do é&cido elagico aumentou
significativamente a degradacdo das esponjas (p<0,05) apds 1 semana, 0 que pode estar
relacionado a presenca deste ativo que atua como ponto de hidratacdo, facilitando a entrada de

agua (Karoyo; Wilson, 2021) e auxiliando no processo de degradacao.

Figura 24 - Biodegradacdo das esponjas de zeina carregadas com acido elagico. Zsy (zeina
5%), ZswEA (zeina 5%/ &cido elagico) e ZsEAG2 5%M (zeina 5%/ acido elagico/ glicose 2,5%).
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Fonte: Autoria prépria (2025).
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Em contrapartida, a esponja Zs,,EAG2,5%M apresentou uma acelerada biodegradagéo,
especialmente nos primeiros 7 dias, alcancando apds 35 dias a perda de mais de 40% da sua
massa inicial. Este resultado estaria relacionado ao aumento da solubilidade desta formulacéo
apos a adicdo de glicose. Além disso, a presenca de glicose nesta esponja atua como fonte de
carbono para microrganismos e reaces enzimaticas, estimulando a sua degradagdo (Folino;
Pangallo; Calabro, 2023). Os resultados encontrados corroboram com o ensaio de liberagdo in
vitro, uma vez que a biodegradacdo controlada possibilita modular a liberacdo do principio

ativo.

5.6 POTENCIAL IRRITATIVO DAS ESPONJAS

O ensaio HET-CAM tem sido empregado como um teste preliminar aos estudos in vivo
para avaliar o potencial irritante de substancias na pele e membranas mucosas (Balestrin et al.,
2021; Ruscinc et al., 2024). Tendo em vista a aplicabilidade das esponjas para o tratamento de
feridas, este ensaio foi empregado para avaliar o potencial irritante in vitro das formulacGes
desenvolvidas com e sem a presenca do acido elagico (ZsxEA e Zsy).

Os resultados do ensaio HET-CAM encontram-se dispostos na Tabela 5 e sdo ilustrados
na Figura 25. Inicialmente o protocolo foi validado pelos efeitos vasculares produzidos pelos
controles positivo e negativo. O controle positivo (Lauril sulfato de sédio a 1% p/v) apresentou
score maior que 9, o que indica o seu alto poder irritante. Por outro lado, o controle negativo
(NaCl 0,9% p/v) apresentou score menor do que 9, 0 que indica que esta substancia ndo causa
irritacdo severa.

As esponjas Zsy € ZsywEA apresentaram pouca ou nenhuma alteragdo vascular na
membrana corioalantdide e, portanto, obtiveram score menor que 9 sendo classificadas como
irritantes ndo severos. Estes dados reforcam a biocompatibilidade e seguranca da zeina quando
em contato com membranas bioldgicas (Jaski et al., 2022) e evidenciam o potencial das
esponjas desenvolvidas para uso como curativos. Isso porque a auséncia de alteracdes
vasculares significativas na membrana corioalantdide indica baixa irritabilidade dérmica, uma

vez que estas alteracOes estdo entre os primeiros sinais de irritacao.
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Tabela 5 - Score e classificacdo do potencial irritante das esponjas de zeina carregadas com
acido elagico pelo método HET-CAM. Zsy (zeina 5%) e Zs%EA (zeina 5% / acido elagico).

Classificacdo ICCVAM

Formulacéo Score (NIH)
NaCl 0,9% 00 Irritante ndo severo
(Controle negativo)
Lauril sulfato de sédio 1% 21+0 Irritante severo
(Controle positivo)
Z5% 5+0 Irritante ndo severo
ZsuEA 7+141 Irritante ndo severo

Fonte: Autoria propria (2025).

Figura 25 - Imagens da membrana corioalantdide de ovo embrionado antes de adicionar as
esponjas de zeina carregadas com &cido elagico e os respectivos controles (A) e apds 5 min de
contato (B).

NaCl 0,9% LSS 1% Zgy, Z.,EA

A)

B)

Fonte: Autoria prépria (2025).




6 CONSIDERACOES FINAIS

As esponjas de zeina apresentaram uma estrutura microporosa. O aumento na
concentracdo deste biopolimero resultou na formacdo de uma estrutura mais compacta,
conforme visualizado nas imagens de microscopia. Dentre as esponjas formuladas somente com
zeina, a esponja Zsy, foi a que apresentou melhores caracteristicas fisicas como homogeneidade,
consolidacdo e maleabilidade. Além disso, apresentou baixa permeabilidade ao vapor de agua,
alta sorcdo e adequada solubilidade, caracteristicas ideais para manutencdo do ambiente Umido
no leito da ferida e promocéo da cicatrizacdo. Diante dessas caracteristicas favoraveis, a mesma
foi escolhida para testar a incorporacédo de glicose e posterior carregamento com acido elagico.

A modificacdo da zeina com glicose, por meio da reacdo de Maillard, conferiu as
esponjas uma melhora significativa nas propriedades estruturais e funcionais, contribuindo para
manter a alta sorcdo e estabilidade das esponjas, bem como, contribuiu para aumentar a
liberacdo do acido elagico. A incorporacado de glicose resultou em maior eficiéncia de liberacdo
e melhor ajuste aos modelos cinéticos de segunda ordem, Weibull, Korsmeyer-Peppas e
Peppas-Sahlin, sugerindo um perfil de liberacdo controlada predominantemente por difuséo e
relaxamento da matriz polimérica, que como consequéncia melhoraram a eficacia de
dissolucdo. Ainda, o estudo de docking molecular revelou uma afinidade transitoria entre a
glicose e o acido elégico, a qual pode ter contribuido para o aumento da liberagdo do composto
ativo.

A incorporacdo do acido elagico favoreceu a biodegradacéo das esponjas de zeina. E a
funcionalizacdo com glicose e posterior reacdo de Maillard contribuiram para aumentar a
velocidade de degradacdo das esponjas. Ademais, as esponjas de zeina carregadas com acido
elagico demonstraram caracteristicas compativeis com uma aplicacéo topica segura, conforme
observado no ensaio HET-CAM. Dessa forma, os dados obtidos indicam que as esponjas de
zeina funcionalizadas com glicose e carregadas com acido elagico representam uma plataforma
promissora para aplicagdo no tratamento de feridas, reunindo propriedades estruturais e

funcionais desejaveis para curativos modernos.
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ANEXO 1 - Normas de publicagédo da revista Journal of Drug Delivery Science and
Technology

Aims and scope

The Journal of Drug Delivery Science and Technology is an international journal devoted to
drug delivery and pharmaceutical technology. The journal covers all innovative aspects of all
pharmaceutical dosage forms and the mostadvanced research on: Controlled release,
Bioavailability and drug absorption, Nanomedicines, Gene delivery, Tissue engineering, etc.

Peer review

This journal follows a single anonymized review process. Your submission will initially be
assessedby our editors to determine suitability for publication in this journal. If your submission
is deemedsuitable, it will typically be sent to a minimum of two reviewers for an independent
expertassessment of the scientific quality. The decision as to whether your article is accepted
or rejectedwill be taken by our editors.

Writing and formatting

We ask you to provide editable source files for your entire submission (including figures, tables
andtext graphics). Some guidelines: Save files in an editable format, using the extension
.doc/.docx for Word files and .tex for LaTeXfiles. A PDF is not an acceptable source file. Lay
out text in a single-column format. Remove any strikethrough and underlined text from your
manuscript, unless it has scientificsignificance related to your article. Use spell-check and
grammar-check functions to avoid errors.

Abstract

You are required to provide a concise and factual abstract which does not exceed 250 words.
The abstract should briefly state the purpose of your research, principal results and major
conclusions. Some guidelines: Abstracts must be able to stand alone as abstracts are often
presented separately from the article. Avoid references. If any are essential to include, ensure
that you cite the author(s) and year(s). Avoid non-standard or uncommon abbreviations. If any
are essential to include, ensure they are defined within your abstract at first mention.

Tables

Tables must be submitted as editable text, not as images. Some guidelines: Place tables next to
the relevant text or on a separate page(s) at the end of your article. Cite all tables in the
manuscript text. Number tables consecutively according to their appearance in the text. Please
provide captions along with the tables. Place any table notes below the table body. Avoid
vertical rules and shading within table cells.

Figures, images and artwork

Figures, images, artwork, diagrams and other graphical media must be supplied as separate files
along with the manuscript. We recommend that you read our detailed artwork and media
instructions. Cite all images in the manuscript text. Number images according to the sequence
they appear within your article. Submit each image as a separate file using a logical naming
convention for your files (for example, Figure_1, Figure_2 etc). Please provide captions for all
figures, images, and artwork.

https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-drug-delivery-science-and-
technology/publish/quide-for-authors
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Abstrack This study aimed fo design and characterize zein sponges functionalized with glucose
and loaded with ellagic acid for wound treatment. The sponges were obtained by an
easy wo-step’ procedure, consisting of homogenization and freeze-drying of zein-
ellagic acid mixtures. Subsequently, glucose solutions were added to the surface of the
pre-lyophilized sponges, which were then incubated in an oven at 120°C for 2h to
induce the Maillard reaction. The formulafions were characterized in terms of
thickness, contact angle, water sorption, solubility, scanning electron microscopy
[SEM), release kinetics, docking molecular, bicdegradability, and irmitative potential
using the HET-CAM assay. The sponges obtained presented a homogeneous aspect,
appropriate mechanical resistance with a highly hydrophilic (contact angle < 44°) and
porows surface. All formulations presented a high sorplion capacity, together with a
limited solubility, vital aspects for the clinical applicability of wound dressing materials.
The functionalization with glucose enhanced their solubility and also the ellagic acid
release. The formulation with glucose exhibited a sustained release, reaching 47%
after 240 hours. Molecular docking revealed a fransient affinity between glucose and
ellagic acid, which may have contributed to the increased release observed. Also,
ellagic acid contributed fo increase the biodegradation rate of the sponges, reaching
40% after 35 days. The HET-CAM assay showed minimal imitant effects, supporiing
their topical application. The zein-based sponges containing ellagic acid represent a
promising alternative as bioactive wound dressings. They combine suitable
marphological properties, controlled release of ellagic acid, high exudate absorption
capacity, low solubility, minimal irritancy potential and fast biodegradability, highlighting
their potential in advanced wound care applications.
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