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RESUMO

Com a eficacia de membranas de quitosana no tratamento de feridas, pesquisadores tem
investido no seu aperfeicoamento com a finalidade de potencializar seus efeitos
bioldgicos. Um método que tem sido utilizado é a incorporacdo de compostos com
potencial farmacoldgico adicional as membranas. O LCC, por exemplo, é um composto
que possui varios componentes que o atribui propriedades bioldgicas, com excegdo de
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um, o cardol, que o torna toxico. Entretanto, ha estudos que comprovam uma toleréncia
de 5g/kg dessa substancia. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi formar membranas de
quitosana com LCC, possuindo baixa toxicidade e efeitos bioldgicos estaveis e
potencializados, além de analisar técnicas de toxicidade viaveis para sua anélise. Como
resultado, foi possivel obter membranas de quitosana com diferentes proporg¢des de LCC,
e para a escolha do melhor teste de toxicidade aplicado as membranas foram feitas
andlises de toxicidade com testes de allium cepa e artémia salina. Entretanto, nao foi
possivel obter os resultados esperados com estes testes.

Palavras-chave: Membranas de quitosana com LCC, Alliun cepa, Artémia salina,
Toxicidade.

ABSTRACT

With the effectiveness of chitosan membranes in the treatment of wounds, a researcher
has invested in its improvement with the capacity to enhance its biological effects. One
method that has been used is the incorporation of compounds with additional
pharmacological potential to the membranes. LCC, for example, is a compound that has
several components that give it biological properties, with the exception of one, cardol,
which makes it toxic. However, there are studies that prove a tolerance of 5g / kg of this
substance. Thus, the objective of this work was to form chitosan membranes with LCC,
having low toxicity and stable and enhanced biological effects, in addition to analyzing
viable toxicity techniques for their analysis. As a result, it was possible to obtain chitosan
membranes with different proportions of LCC, and in order to choose the best toxicity
test applied as membranes, toxicity analyzes were performed with tests for allium cepa
and saline brine. However, it was not possible to obtain the expected results with these
tests.

Keywords: Chitosan membranes with LCC, Alliun strain, Saline brine, Toxicity.

1 INTRODUCAO

Os biomateriais tem sido utilizados para a cicatrizacdo de tecidos desde o século
XX apoés a segunda guerra mundial e de 14 para ca, estes vem sendo aperfeicoados ao
longo do tempo. Um exemplo destes, é a membrana de quitosana, que a cerca de quatro
décadas vem sendo utilizada como pele artificial para cicatrizacdo de ferimentos
(MACEDO et al., 2010; MACEDO et al., 2014; ROLIM et al., 2016). Isso porque a
quitosana possui varias propriedades bioldgicas que a tornou o biopolimero mais utilizado
para essa finalidade (SOUSA et al., 2016), além de sua matéria prima, a quitina, ser
extremamente abundante na natureza, Ihe atribuindo baixo custo.

Tendo em vista a melhoria das membranas de quitosana, pesquisadores tem
procurado por métodos que venham a aperfeicoa-la. Entre esses métodos, o que tem
ganhado énfase, € a “incorporagdo de compostos com potencial farmacoldgico adicional”

(SOUSA et al., 2016), em que 0 uso de substancias bioativas tem se destacado. Um
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composto que pode ser utilizado para essa finalidade é o Liquido da castanha do caju,
conhecido comumente por LCC. Este é um subproduto da agroinddstria do caju, muito
abundante no nordeste brasileiro e em alguns outros paises. Este liquido é constituido de
acido anacérdico, cardanois, cardois e 2-metil-cardol, onde a proporcdo de cada
constituinte depende da forma de extracdo do liquido (MAZZETTO e LOMONACO,
2009). Ainda dependendo da sua forma de extracdo, esse liquido pode ser classificado
como técnico (extraido a altas temperaturas) ou natural (extraido atraves de prensas ou
solvente).

O LCC do tipo técnico possui um grande teor de cardanois em detrimento de uma
reacdo de descarboxilacdo dos &cidos anacardicos, convertendo-os em cardanois quando
submetidos a temperaturas superiores a 180°C. Com este processo, o cardanol torna-se o
componente majoritario do liquido, o que é de grande valia, visto que este por ser capaz
de desnaturar proteinas de microrganismos como bactérias e fungos € responsavel por
atribuir caracteristicas bioldgicas ao LCC (MAZZETTO e LOMONACO, 2009;
OSMARI, et al, 2015). Outra vantagem do LCC do tipo técnico, é que este apresenta um
teor de cardol inferior ao natural, o que é benéfico, dado que este atribui toxicidade ao
LCC. Embora o cardol seja toxico, este esta presente no liquido com baixo teor. Além
disso, estudos comprovaram uma tolerancia de 5g/kg dessa substancia(MAZZETTO E
LOMONACO, 2009).

Outro precursor das propriedades biologicas do LCC, é a presenca abundante de
lipideos fenolicos ndo isoprenoides de origem natural, que apresenta excelentes
atividades bioldgicas como antibacteriana (que é eficiente tanto contra bactérias Gram-
positivas como para Gram-negativas), antioxidante, anti-inflamatdria, antitumoral,
anticolinesterasica e larvicida (MAZZETTO e LOMONACO, 2009; ARAUJO, 2010).
Em seu trabalho, Bastos (2016), buscando uma mistura capaz de aperfeicoar as
membranas de quitosana potencializando seus efeitos bioldgicos, tomou conhecimento
do LCC, entretanto, utilizou apenas um dos seus constituintes, o cardanol. Para tanto, se
utilizou do método da cromatografia liquida em coluna classica para a separacdo dos
componentes do LCC. A separacdo dos constituintes do liquido através deste método
aumenta a m&o de obra e 0 custo do desenvolvimento das membranas com esta mistura.
Dessa forma, uma alternativa viavel seria utilizar o LCC puro, uma vez que seus
constituintes Ihe atribuem propriedades biologicas. Neste pensamento, Sousa, et al.

(2019) utilizou o LCC técnico, com a finalidade de potencializar os efeitos bioldgicos das
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membranas de quitosana, para tanto, desenvolveram misturas com proporgdes que
possuissem teor de cardol dentro da tolerancia conhecida.

Nesta perspectiva, este trabalho tem por objetivo formar membranas de quitosana
com diferentes proporcdes do LCC técnico, de acordo com a metodologia de Sousa et al.
(2019), com baixa toxicidade e efeitos biologicos estaveis e potencializados,
desenvolvendo um biomaterial com baixa toxicidade, identificando uma técnica de

analise toxicologica viavel para sua anélise.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PREEPARO DAS MEMBRANAS

Para o desenvolvimento das membranas, fez-se necessario o0s seguintes materiais:
quitosana, LCC do tipo técnico, Acido acético, balanca analitica, agitador, filtro de nylon,
filtro Mille Millipore® (41um), filtro de papel, placas de petri e estufa. A quitosana
utilizada foi adquirida pela empresa Polymar Ltda, Fortaleza, Brasil, com grau de
desacetilacdo de 85%, pH igual a 8,4 e densidade igual a 1,805 g/L. Ja o LCC utilizado
foi do tipo técnico concedido atraves da Empresa EUROCAJU, situada na BR. 343, Zona
Rural — Altos/Pl. As membranas foram preparadas de acordo com a metodologia de
Sousa et al. (2019), no laboratério de biomateriais (LaBioMat) do Instituto Federal de

Educacéo, Ciéncias e Tecnologias do Piaui campus-Picos.

2.1.1 Membranas de quitosana pura

Para a obtencdo de membranas de quitosana pura, fez-se necessario em primeiro
momento a obtencdo da solugcdo de quitosana pura. Para tal, a quitosana em pé foi
dissolvida em &cido acético a 2% (v/v) com agitacdo constante durante 24h. Apos este
periodo a solucdo de quitosana passou por duas filtragdes para retirada de impurezas,
uma em filtro com tela de nylon e outra em filtro Mille Millipore® (41um). Logo apés,
um volume de 25 ml da solucéo foi vertido sobre as placas de petri e as mesmas foram
acondicionadas em estufa por 24h em temperatura de 50°C. Posteriormente as
membranas formadas foram neutralizadas com NaOH a 5%, e em seguida lavadas com
agua destilada para remocdo de residuos seguido de acomodacdo e secagem em

temperatura ambiente por 24h.

2.1.2 Membranas de quitosana com LCC a 5%, 10% e 15%
Para a obtencdo das membranas de quitosana com proporcdes do LCC, a priori foi

obtido as solugdes de LCC, em que o LCC foi diluido em &cido acético puro obtendo
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solucBes de 5%, 10% e 15% (v/v) e em sequéncia foi filtrado em filtro de papel para
remocdo de impurezas. Em seguida as solugfes de LCC foram adicionadas a solugéo de
quitosana pura (j& prontas) e postas em agitacdo por 24h. Apds a preparacao das solugdes
de quitosana com proporcdes de LCC, estas foram vertidas em placas de petri e em
sequéncia foi realizado os mesmos procedimentos feitos na solucdo de quitosana pura

para a formagdo das membranas.

2.2 ALLIUM CEPA

O teste Allium cepa foi realizado no Laboratério de Pesquisa | da Universidade
Federal do Piaui campus-Picos. Os bulbos utilizados eram de tamanho pequeno,
uniformes, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis. Os parénquimas centrais das
coroas de brotamento foram retirados e em seguida os bulbos de cebola foram colocados
em frascos com agua destilada (figura 1a) a temperatura ambiente para enraizar. Os
bulbos deveriam conter raizes com até 2 cm de comprimento (figura 1b) para serem
colocados nas solucgdes de quitosana pura e nas solucdes de quitosana com LCC para dar
continuidade ao procedimento do teste.

Figura 3- (a) Cebolas com bulbos imersos em agua destilada e (b) raizes dos bulbos.
Fonte: autoria propria

2.3 ARTEMIA SALINA

O teste da Artémia Salina foi realizado no Laboratério de Pesquisa | da
Universidade Federal do Piaui campus-Picos. Para a preparacdo da A. salina, os cistos do
microcrustaceo foram adquiridos no mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta
caracterizacdo foi uma adaptacdo do método descrito por Meyer et al., (1982). Foram
incubados cistos do microcrustaceo (Artémia salina) em becker contendo uma mistura
50:50 de solucéo salina (agua do mar artificial: 23,0 g de NaCl, 11,0 g de MgCI2.6H20,
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4 g de Na2S04, 1,3 g de CaCl2.2H20, 0,7 g de KCl em 1 L de &gua destilada e ajustado
para pH 8,5 utilizando Na2CO3, 1N) e 4gua mineral sob arejamento constante durante 48
ha27+3°C.

Apos incubacdo, os naduplios ativos livres de conchas do microcrustaceo foram
recolhidos a partir da por¢ao mais iluminada da cdmara de incubacéo e utilizados para o
ensaio. Dez nauplios foram retirados por meio de uma pipeta de Pasteur e inseridos em
cada tubo de ensaio contendo 4,5 mL da solugéo salina. O experimento foi realizado por
dilui¢Oes seriadas, onde a concentracdo inicial da substancia foi a mesma utilizada nas
membranas de quitosana com LCC a 5%. Em cada experimento, adicionou-se 3 mL da
amostra teste a 4,5 mL de solucéo de salina, mantendo a mesma temperatura de ecloséo.
Ap0s, sob a luz seria realizada a contagem dos nauplios sobreviventes e em seguida a

analise da taxa de mortalidade dos mesmos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 MEMBRANAS DE QUITOSANA COM MISTURAS DE LCC

Foram obtidas membranas de quitosana puras e com LCC com diametro de
68,7mm. As primeiras apresentaram-se translicidas, enquanto as membranas com LCC
possuiam coloragdo escura, caracteristica da mistura. Na figura 3 é apresentado a

coloracdo escurecida das membranas a medida que se aumenta as proporg¢des do LCC.

MP MQLCC5% MQLCC10%

Figura 3 — Membranas de quitosana pura (MP) e membranas de quitosana proporcdes de LCC a 5%
(MQLCC5%), 10% (MQLCC10%) e 15% (MQLCC15%).
Fonte: autoria prépria

3.2 ALLIUM CEPA

Como citado na metodologia deste trabalho, para a obtencdo das proporcdes do
LCC se faz necessério a diluicdo do mesmo em &cido acético. Este s6 deixa as solugdes
quando passa pelo processo de formacdo das membranas em estufa, onde parte dele é
evaporado e a outra parte neutralizada em solucdo de NaOH. Entretanto, para a realizacao

do teste do Allium cepa, faz-se necessario que as amostras estejam em estado liquido, o
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que nestas condicOes possui a presenca de &cido acético, impossibilitando a continuidade
do procedimento do teste, visto que, e as raizes dos bulbos das cebolas apresentaram-se

sensiveis a este, morrendo apds a exposi¢cdo com solugdes por efeito do acido acético.

3.3 ARTEMIA SALINA

No teste da Arténia Salina, ndo foi possivel realizar a contagem dos nauplios
sobreviventes, pois, assim como no teste do allium cepa, o teste teve que ser realizado
com a solugdo base antes do processo de polimerizacdo, entretanto a presenca do acido
acético na solucéo tornou o teste inviavel, uma vez que os nalplios morreram ao entrarem

em contado com o &cido acético presente na solucéo.

4 CONCLUSAO

Foi possivel obter membranas de quitosana com diferentes propor¢des de LCC,
em que estas possuiam coloracéo caracteristica do LCC. No que diz respeito a toxicidade,
os testes realizados nesse trabalho tornaram-se inviaveis em detrimento da presenca do
acido acetico na composicdo das solucBes em estado liquido, assim ndo foi possivel
determinar a toxicidade das membranas obtidas. Dessa forma, para que as membranas de
quitosana com LCC sejam utilizadas como um cicatrizante de ferimentos, e determinar
se de fato este liquido pode melhorar suas propriedades bioldgicas, faz -se necessario a
realizacdo de testes bioldgicos e diferentes testes toxicoldgicos em que seja possivel a
utilizacdo da membrana ja pronta, pois dessa forma serd possivel obter o real nivel de

toxicidade das membranas.
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