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ABSTRACT

Chitosan is a natural, low cost, renewable and biodegradable product duo to its properties in wound healing,
biocompatibility and low toxicity. Chitosan is obtained by deacetylation of chitin. Propolis is a complex mixture
composed of resinous materials collected by bees from branches, flowers, pollen. Has antibacterial, antifungal,
anti-inflammatory, cicatrizing activity among others, its wide application is explained by the variety of its
chemical composition. The objective of the research was the incorporations of propolis to the chitosan
membranes thus creating a new biomaterial. The produced membrane was characterized by MEV, wettability,
surface energy and cytotoxicity by allium cepa. Is was observed that there was no change in topography, the
hydrophilicity increased, for surface energy there was an increase in the polarity and surface tension of

membranes, this way the propolis can be to added to the chitosan because it had no cytotoxic effect.
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I. INTRODUCTION

Os biomateriais podem ser qualquer tipo de
material de origem natural ou sintética e tem
aplicacBes em diversas areas, sdo amplamente
pesquisados na area biomédica pelo fato de serem
substancia ou combinagdes de substancias, sintética
ou natural, que possa ser usada por um periodo de
tempo, completa ou parcialmente como parte de um
sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo. Podem ser
classificados de acordo com sua composi¢cdo como
ceramicos poliméricos ou metalicos [1].

A quitosana é amplamente utilizada em
procedimentos para regeneracdo de pele, uma vez
que apresenta efeitos antimicrobianos e de
biocompatibilidade, além de estimular a proliferagédo
celular [2]. Possui atividades hemostética, fungicida,
antibacteriana e antitumoral, podendo ainda ser
utilizado no tratamento da obesidade, na producgdo
de microesferas para a incorporacdo e liberacdo
controlada de variados farmacos, na preparacdo de
filmes para embalagens de alimentos, de fios

DOI: 10.9790/9622-1009061823

cirGrgicos, de materiais para regeneracdo 6ssea e
especialmente, de curativos [3].

A incorporacdo de diversos extratos a
membrana de quitosana pode ser realizada para
amplas aplicagbes. O extrato de acafrdo foi
incorporado a filmes de quitosana onde se obteve
uma maior atividade antimicrobiana e rigidez [4].
Extrato de semente de uva foram revestidas em
filmes de bicamadas ativas baseados em quitosana,
os filmes apresentaram atividade antibacteriana e a
capacidade antioxidante das sementes continuou
ativa dentro da matriz dos filmes de quitosana [5].

O o6leo essencial de  Ziziphora
clinopodioides e extrato etandlico de semente de uva
foram incorporados a filmes de quitosana, obtendo-
se uma melhora de atividades antibacterianas,
antioxidantes e espessura, mostrando ter potencial
aplicacdo para embalagem ativa e biodegradavel [6].

O extrato alcodlico da prépolis tem sido
objeto de estudos farmacoldgicos devido as suas
propriedades antibacteriana, antiflngica, antiviral,
anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antioxidante,
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antitumoral, imunomodulatéria, entre outras[7]. A
prépolis vem sendo usada desde os primérdios da
civilizacdo, povos como 0s egipcios, gregos e
romanos ja& a utilizavam na medicina para
embalsamar cadaveres por suas caracteristicas anti-
putrefativas. O uso de extratos de prépolis na
medicina popular data de 300 a.C [8].

Torlaka e Sertb [9] constataram a eficacia
antibacteriana em filmes de polipropileno revestidos
de quitosana incorporadas com extrato etanélico de
propolis, sua atividade bacteriana foi avaliada contra
patégenos de origem alimentar como Bacillus
cereus, Cronobacter sakazakii, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e
Staphylococus aureus. Os filmes formados
apresentaram atividade contra todos os patdgenos.

Elbaz e colaboradores [10] misturaram
nanoparticulas de prdpolis com microparticulas de
quitosana, o0s resultados demonstraram um
considerdvel aumento na solubilidade da propolis
com perfil de liberacdo controlada em diferentes
ambientes, aumento na eficiéncia terapéutica trés
vezes maior que a prépolis livre.

As amostras tropicais de propolis,
especialmente as brasileiras, tém mostrado
diferencas significantes nas suas composi¢des
quimicas em relagdo a propolis da zona temperada.
Por essa razdo, a propolis brasileira tem se tornado
objeto de grande interesse por parte dos cientistas
[11]. A composicdo quimica da propolis, esta
intimamente relacionada a origem geogréfica e
ecologia da flora visitada pelas abelhas. Bem como
variando de acordo com a espécie e a variabilidade
genética das rainhas [12].

Neste trabalho adicionou-se diferentes
proporcbes de extrato etanodlico de propolis as
membranas de quitosana com o intuito de produzir
membranas com novas caracteristicas com
finalidade de uso como um novo biomaterial, ja que
0s materiais de partida possuem caracteristicas
biocompativeis.

Il. METODOLOGIA

O trabalho foi dividido em trés etapas. A
primeira foi a pesquisa e revisdo da literatura sobre
membranas de quitosana e propolis. A segunda etapa
foi a preparacdo das membranas de quitosana com
prépolis. A terceira se constitui na caracterizacdo das
membranas por: Microscopia Eletrénica de
Varredura - MEV, Molhabilidade, Energia de
superficie e Citotoxicidade.

Para a obtengdo das membranas foram
utilizados os seguintes reagentes, de qualidade
analitica certificada: quitosana 85% desacetilada
(POLYMAR, LTDA) 4&cido acético glacial,
hidroxido de sédio, extrato etandlico de propolis
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doado pelas industrias de Mel Wenzel (Picos —
Piaui).

Para a producdo das membranas de
quitosana pura, o pé da quitosana foi dissolvido em
acido acético 2% e deixado por 24 horas em agitacédo
constante, ap6s 24 horas a solugéo foi filtrada em
filtro de nylon e em seguida em um filtro de Mille
Millipore. Apds a filtragem verteu-se a solugdo em
placas de Petri, e as mesmas foram a estufa durante
24 horas a 50°C. As membranas formadas foram
neutralizadas com uma solugdo de hidréxido de
sddio, lavadas com agua destilada e estiradas para
secagem em temperatura ambiente por 24h.

Para membranas De quitosana com prépolis
foi adicionado o extrato etandlico de prépolis a
solugo das membranas antes de ir para a estufa,
com proporgdes de propolis a 2,85%, 4% e 15%.

2.1 MEV

A andlise da topografia superficial foi
realizada por meio de microscopia eletrdnica de
varredura modelo SHIMADZU ® SSX — 550, foram
obtidas 5 imagens de diferentes partes da superficie
das membranas com e sem a adicdo de proépolis,
utilizando aproximacdo de 100 vezes, no modo SE.
Esta analise foi realizada no laboratério de
Microscopia Eletronica do Instituto Federal do Piaui/
Campus Teresina Central.

2.2 Molhabilidade

O grau de molhabilidade foi mesurado
utilizado o método da gota séssil, utilizando agua
destilada, formamida e glicerina como liquidos
molhantes. Esta analise foi realizada no laboratdrio
de Fisica do Instituto Federal do Piaui/ Campus
Picos.

Nesta andlise, uma amostra da membrana
de quitosana foi colocada na base do aparelho em
seguida e gotejou-se 20ul na superficie da
membrana, o procedimento € registrado em um
computador pelo software Movie Maker, os videos
foram gravados separadamente para cada liquido
molhante e tiveram duracdo de 60 segundos,
posteriormente 0S mesmos passaram por um
processo de analise onde foram isoladas as imagens
dos instantes: 00s, 10s, 20s, 30s, 40, 50s, 60s e
obtido 7 imagens de cada video.

Apls esse processo as imagens foram
analisadas no software Surftens versdo 4.7 DEMO,
foram realizadas 5 marcacGes em volta da gota onde
gera-se um circulo para obter a tangente da gota
baseado na absor¢do da membrana.

2.3 Energia de superficie

Calculou-se a energia de superficie
utilizando a teoria de Fowkes (equacdo 1). Para
tanto, foram utilizados os valores dos angulos de
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contato medidos utilizando a metodologia descrita
no item 2.2 e os valores das componentes polar e
dispersiva de cada um dos liquidos, descritos no
trabalho de Macedo [13].

R
]

1+ cos@ . (. ly!
| x| = (= vz x [Par e
2 Il_d NCF \‘l}-‘:d |
,\J]"l (1)

2.3 Citotoxicidade

O teste A. cepa foi realizado no Laboratdrio
de Pesquisa | da Universidade Federal do Piaui —
Campus de Picos. Os bulbos utilizados eram de
tamanho pequeno, uniforme, de mesma origem, néo
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, a temperatura ambiente,
para enraizar. Os bulbos com as raizes até 2 cm de
comprimento foram colocados nas soluces de
tratamento com Prépolis a 15% diluido em &agua
destilada.

Para verificar a atividade citotoxica e
mutagénica da propolis nessa porcentagem, foram
realizados 01 tratamento com cinco repeticdes
(bulbos), além de um controle negativo (CN) feito
com &gua destilada e um controle positivo (CP)
utilizando sulfato de cobre (6 pg/mL). Apds os
periodos de exposicdo (24 e 48h), as pontas das
raizes (meristemas) foram removidas e fixadas em
Carnoy (3:1, etanol: &cido acético) por 6-8 h, a
temperatura ambiente, e estocadas a -20° C, até o
momento de confeccdo das laminas. Para a
confeccdo das laminas, as raizes foram lavadas trés
vezes em 4gua destilada de 5 min cada e hidrolisadas
(HCI 1N, 10 min). Apos a hidrolise, as raizes foram
novamente lavadas em agua destilada e transferidas
para frascos de vidro &mbar, contendo o Reativo de
Schiff, onde permaneceram em local escuro, por 2 h.
Apobs esse periodo, as raizes foram lavadas, até a
total retirada do reativo, transferidas para laminas,
onde foram esmagadas em uma gota de carmim
acético 2%. As laminas foram avaliadas, utilizando o
microscopio 6éptico (400 x). Foram avaliadas 1000
células por repeticdo, totalizando 5.000 células por
tratamento.

A citotoxicidade (indice Mitético, IM) e a
genotoxicidade (alteragBes cromossdmicas, AC) da
prépolis a 15% foram avaliadas pela contagem de
5.000 células meristematicas (unidade experimental:
1000 células/ lamina; total de 5 Ilaminas por
tratamento) em microscépio de luz DM 500 (400 x).
O IM foi calculado utilizando a seguinte formula: n°
de células em divisdo dividido pelo n° total de
células analisadas e multiplicado por 100. A
genotoxicidade inclui alteracbes resultantes de
efeitos aneugénicos (C-metafases, metafase com
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aderéncias cromossdmicas, perdas cromossémicas,
anafases multipolares, metafases poliploides, e
outras alteragdes) ou efeitos clastogénicos
(fragmentos cromossémicos, pontes cromossdmicas
e outras alteracdes). Adicionalmente, a presenca ou
ndo de MN, os quais podem ser resultantes de efeitos
aneugénicas ou clastogénicos, também foi avaliada
juntamente com as outras altera¢cdes cromossdmicas
[14].

A analise dos resultados foi realizada pela
analise de variancia One-way e Two-way (ANOVA)
seguido do pos teste Tukey como Post hoc teste,
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 7.00
para Windows, (GraphPad Software, San Diego
Califérnia U.). O valor de p < 0,01 foi utilizado
como valor de significancia.

I1l. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 MEV

A microscopia eletrdnica das membranas
puras e a base de propolis, a 2,85% (Q2), 4% (Q3) e
15% (Q4), podem ser visualizadas na figura 1, onde
(a) Q2, (b) Q3 e (c) Q4 com aproximacdes de 100x.

Nota-se nas imagens, a auséncia de poros
visiveis, as superficies mostram-se irregular ao
longo de sua extensdo, e observa-se a formagéo de
pequenas bolhas, assemelhando-se as membranas

puras.

Figura 1 - Microscopia eletrdnica da superficie das
membranas produzidas.

3.2 Molhabilidade

Quando uma gota de agua é gentilmente
colocada sobre uma superficie sélida, um de trés
comportamentos pode ocorrer, A gota se espalha
continuamente sobre a superficie, formando uma
pelicula cada vez menos espessa; a gota se espalha
até certo ponto, tomando a forma de uma calota; a
gota se contrai, tentando assumir o formato esférico.

Na figura 2, apresenta-se os valores dos
angulos de contato medidos a partir da técnica da
gota séssil de agua destilada sobre superficies das
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amostras de quitosana pura (Q1), quitosana prépolis
a2,8% (Q2), quitosana propolis 4% (Q3) e quitosana
prépolis 15% (Q4). Em todos os tratamentos ocorreu
uma diminuicdo dos angulos de contato tendendo a
uma estabilidade.
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Figura 2 - Dindmica entre o angulo de contato de
membra pura e com proépolis a nas diferentes
concentragdes.

Pode-se observar que as membranas
tiveram a sua  hidrofilicidade  aumentada
proporcional a porcentagem de prépolis adicionada a
membrana, o extrato alcodlico da propolis € uma
substancia soldvel em &gua isso se d& a grande
quantidade de grupos polares presentes em sua
composicéo.

A hidrofilicidade ¢ um dos fatores que
afetam a citocompatibilidade dos biomateriais. A
adesdo e crescimento celular nas superficies sdo
considerados como sendo fortemente influenciados
pelo balango hidrofilicidade/hidrofobicidade,
frequentemente descritos como molhabilidade [15].

3.3 Energia de superficie

A tensdo superficial é um efeito fisico que
ocorre na interface entre duas fases quimicas, isto
faz com que os atomos da superficie tenham, em
média, maior coesdo do que no interior. Assim, a
superficie de um liquido pode ser compreendida
como uma fina pelicula que reveste toda sua
extensdo.

ensiio superficial

80
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[
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dispersiva

mtensio total - W polar

Figura 3 - Energia superficial das membranas de
quitosana pura e com propolis.
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Analisando a figura 3 verifica-se que a
quitosana pura (Q1), quitosana/propolis 2,85% (Q2),
quitosana/prdpolis 4% (Q3) e quitosana/prépolis
15% (Q4). A membrana pura foi a que apresentou
menor energia em relagdo as membranas de
quitosana com o0 extrato etandlico de propolis.
Observa-se que houve um aumento na polaridade a
medida que se aumentou a porcentagem de prépolis
adicionado a membrana de quitosana. A polaridade é
proporcional a tensdo superficial total, ou seja, a
medida que a polaridade aumenta a energia de
superficie aumenta fazendo assim com que o liquido
sofra uma maior absorcéo.

A energia de superficie é um indicador da
quimica da superficie, em termos das interacGes que
podem ocorrer. Sabe-se que a energia de superficie
afeta fortemente as interagdes bioldgicas, tais como
a adesdo, proliferacdo e a morfologia celular [16].

O angulo de contato de um material tem
forte relacdo com a energia superficial. Um liquido
como a &gua tende a se espalhar sobre uma
superficie com alta energia superficial e por outro
lado formar gotas sobre uma superficie de baixa
energia superficial [17].

3.3 Citotoxicidade

O sistema de teste de Alliumll cepa é bem
aceito para o estudo de efeitos de citotoxicidade e
genotoxicidade para solugdes aquosas de propolis, as
raizes ficam em contato direto com a substéncia,
permitindo a avaliagdo de concentragdes diferentes.
As alteragcBes cromossOmicas e a divisdo celular
meristeméticas da raiz da cebola sdo frequentemente
utilizadas para determinar a toxicidade da
substancia.

Apb6s um periodo de 24 horas as raizes
selecionadas dos bulbos foram remedidas, a tabela
abaixo relaciona a média de crescimento.

00h 24h 48h

Bulbo 1 Cmdas raizes Cmdasraizes Cm das raizes

R1 0,8 0,8 -

R2 1,0 1,0 1,0

R3 0,5 0,5 0,7
Bulbo 2

R1 0,6 0,6 0,6

R2 0,7 - -

R3 0,9 0,9 0,9
Bulbo 3

R1 0,9 0,9 0,9

R2 0,6 0,6 0,6

R3 0,9 0,9 0,9
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Tabela 1 - Raizes dos bulbos de allium cepa

Na medida do comprimento em 24h as
raizes ndo sofreram crescimento e a raiz 2 (R2)
quebrou, no tempo de 48h no bulbo 1 a raiz 1
quebrou e a raiz 3 (R3) teve um crescimento de 0,2
cm, as demais ndo sofreram alteraces.

A nivel celular, a concentragdo da prépolis
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avaliada ndo apresentou efeitos citotdxicos, como
observado pela ndo reducdo significativa do IM do
mesmo (49,9 + 3,3; 50,9 *+ 3,3) quando comparado
com o controle negativo (56,2 £ 3,2; 56,6 £ 2,6) para
os 02 tempos de exposicdes (TE) analisados,
respectivamente. A analise estatistica de cada fase
do ciclo celular comprovou que realmente a
substancia avaliada ndo interfere na dindmica da
divisdo celular como pode ser observado quando se
compara ao controle negativo (CN) para os 02 TE. O
controle positivo interferiu significativamente na

divisdo celular para os 02 TE como era esperado,
porém a prépolis quando comparado ao CP se
mostrou estatisticamente diferente ao mesmo,
ratificando sua ndo citotoxicidade. Além de ndo ser
citotoxico, a propolis também ndo foi mutagénica
(1,6 £ 2,0; 2,0 £ 0,1) para as células meristematicas
avaliadas nos 02 TE analisados, respectivamente,
como observado pelos valores ndo significantes
quando comparados como CN (2,0+0,1; 1,6 + 1,1)
(Tabela 2).

Tratamento Concentracio TE Fases do ciclo celular IM AC
¢ (h) Intérfase Profase Metéafase Anéfase Telo6fase (%)
4430 £ 4506 + 562 £ 20 %
CN 191 135 47641  300%26 286+25 L5 01
8873 £ 536 * . 114 + 31,3 =
cp 6 pg/mL 24h 8.0° 700 29,6 +4,7 183+11° 123+15 g 23
- 500,6 + 4340 499 £ 16
Prépolis 15% 23.0° 115 35,6+8,1 180+72 116+28 3.3 2.0b
4276 £ 4813 +« 566 + 1,6 =
CN 225 346 423+100 246+90 240%85 ¢ 11
8600 + 730 # 146 + 37,0 =
cp 6 pg/mL 48h 34° 530 300469  210£51 16017 4 430
- 4963 £ 4283 £ 509 £ 20 %
0 ) , ) )
Prépolis 15% 22,5 24.2° 40,0+ 4,5 26,6 +5,7 14,6 £5,0 33" 0.1°
Tabela 01 - Avaliagdo do efeito citotoxico e REFERENCIAS
mutagénico da propolis a 15% em células [1]. ANDERSON, D. G.: PUTNAM,
meristematicas de Allium cepa. D.; LAVIK, E. B,;,MAHMOOD, T.
CN: Controle negativo (Agua destilada). CP: A.;, LANGER, R. Biomaterial microarrays:

Controle positivo (CuSO,: Sulfato de cobre). TE:
Tempo de exposicdo. IM: indice Mitético. AC:
Alteragdes cromossdmicas. One-way ANOVA para
IM e AC e Two-way ANOVA para fases do ciclo
celular com poés-teste de Tukey. Valores de
significancia (p < 0,01), ®comparado ao CN;
bcomparado ao CP. (p < 0,01).

IV. CONCLUSOES

Foi possivel obter e caracterizar as
membranas de quitosana com extrato alcodlico de
propolis. A adicdo de propolis a membrana nédo
trouxe alteracdo a sua morfologia. Entretanto as
membranas com extrato de propolis tiveram um
aumento da hidrofilicidade, devido ao aumento da
componente polar, observou-se que para a
concentragdo  utilizadas as membranas néo
apresentaram efeito citotéxico. Com os resultados
obtidos as membranas de quitosana/propolis
possuem caracteristicas superficiais adequadas para

utilizacdo como biomateriais.
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