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RESUMO

Vérias estratégias tém sido utilizadas para que materiais, quando em contato com sangue,
possam reduzir a adsorcdo de proteinas do plasma e, consequentemente, a probabilidade de
formacéo de trombos. Além disso, outro problema associado é a calcificacdo, descrita como
um processo de formacdo de fosfato de calcio, que é a causa priméaria de falhas em tecidos
moles e implantes devido a deposicdo destes sais. A quitosana e a carragenana sao dois
polimeros que apresentam propriedades que os tornam promissores para utilizagdo como
biomateriais. A quitosana, em funcdo dos grupos amino em sua estrutura, pode promover a
adesdo plaquetaria, sendo necessaria uma modificagdo quimica, como reacles de
sulfonatagdo, que visam diminuir a adsorcéo de proteinas plasmaticas. A presencga de grupos
sulfato na carragenana pode contribuir para a obtencdo de superficies com propriedades
antitrombogénicas sem a necessidade de modificacdo quimica da estrutura. A formacéo de
complexos polieletroliticos (PECs) alia a biocompatibilidade superior da quitosana com a
densidade de carga da carragenana, gerada pela presenca dos grupos sulfato. Esse trabalho
teve por objetivo estudar os efeitos da calcificacdo e da trombogenicidade de filmes de
quitosana e carragenana caracterizando-os atraves de técnicas de microscopia e
espectroscopia, assim como realizar estudo de revestimento de superficie metalica utilizando
estes polimeros. Observou-se uma diminuicdo nos efeitos de calcificacdo para as blendas de
quitosana e carragenana e nos filmes sulfonatados (Ca/P 0,11 ou auséncia de fdsforo),
reduzindo a formacdo e deposicdo de sais de célcio quando comparados com a quitosana
natural (Ca/P 2,78). Ensaios de adesdo plaquetaria mostraram melhoria das superficies de
quitosana quando modificadas pela sulfonatacdo, ou quando misturadas com carragenana,
apresentando ades&o, em média, de 1 a 2 plaquetas/0,01 mm?, contra a formacdo de trombos
em filme de quitosana. No ensaio de revestimento, a modificacdo da superficie metalica foi
evidenciada pela alteracdo da quantidade percentual de carbono e oxigénio na composicao
quimica da superficie quando comparado o aco eletropolido bruto e apds a inser¢do da
quitosana. As sucessivas mudancas sofridas pelo angulo de contato reforcam o sucesso do
grafting dos polimeros, através da formacdo de uma camada hidrofilica tanto para quitosana
natural quanto para a sulfonatada. Pelos resultados obtidos, pode-se inferir que a quitosana
sulfonatada e as blendas de quitosana/carragenana mostram-se promissoras para serem
utilizadas como biomateriais em contato com sangue.

Palavras-chave: Coagulabilidade, calcificacdo, quitosana sulfonatada, carragenana
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ABSTRACT

Various strategies have been proposed to reduce the plasma proteins adsorption and
consequently the probability of thrombus formation on materials when contacted with blood.
Furthermore, another problem associated with biomaterials is the calcification process, which
is described as calcium phosphate formation, which is the primary cause of failures in soft
tissues and implants. Chitosan and carrageenan are two polymers that show properties that
make them promising for use as biomaterials. Chitosan, due to amino groups in its structure,
may promote platelet adhesion, being necessary to perform a chemical modification on it,
such as sulfonation reactions, in order to reduce plasma protein adsorption. The presence of
sulfate groups in carrageenan structure may contribute to obtain surfaces with
antithrombogenic properties without the need of chemical modification on its structure. The
formation of polyelectrolyte complexes (PECs) combines the high biocompatibility of
chitosan with the charge density of carrageenan, generated by the presence of sulfate groups.
This work aimed to study the effects of calcification and thrombogenicity of chitosan and
carrageenan films, characterizing them by microscopy and spectroscopy techniques. We also
conducted the study of metal surfaces coating using these polymers. A reduction in the effects
of calcification for chitosan and carrageenan blends and for sulfonated chitosan films (Ca/P
0.11 or phosphate absence) was observed, reducing the formation and deposition of calcium
salts when compared with pristine chitosan (Ca/P 2.78). Assays of platelet adhesion for
chitosan surfaces when modified by sulfonation reaction or when blended with carrageenan,
showed adhesion on average of 1 to 2 platelets/0.0lmm? against thrombus formation on
chitosan film. For the coating essays, the modification on metal surface was characterized by
the changing of carbon and oxygen percentage amount on the chemical composition surface,
comparing the raw electropolished steel and grafted chitosan. The successive changes
observed in the contact angle reinforce the success of the grafting of polymers, forming a
hydrophilic layer both for pristine and sulfonated chitosan. From the results obtained, it can
be inferred that the sulfonated chitosan and chitosan/carrageenan blends are promising for use
as biomaterials in blood contact.

Keywords: Coagulability, calcification, sulfonated chitosan, carrageenan
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Capitulo 1 — Introducéo CAMPELOQO, C.S.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de biomateriais remonta a um passado distante, ninguém sabe ao
certo quando o homem passou a utilizar materiais no tratamento de feridas e tecidos perdidos
(DUCHEYNE et al., 2011). A principio, estes materiais eram obtidos através de tentativa-
erro, com pouquissimas chances de sucesso. Apenas apds a Segunda Guerra Mundial,
cientistas e terapeutas passaram a Se preocupar mais com a selecdo de materiais e a
diversificacdo de seu uso (RATNER et al., 2004; DUCHEYNE et al., 2011).

As principais propriedades desejaveis para um biomaterial sdo: a)
biocompatibilidade; b) baixa citotoxicidade e auséncia de efeitos carcinogénicos c)
estabilidade quimica; d) ser de facil processabilidade e custo aceitavel (RATNER et al., 2004;
OREFICE, PEREIRA & MANSUR, 2006). Dentre estas propriedades, a biocompatibilidade
destaca-se em importancia, quando o biomaterial entra em contato com o sangue, devido a
hemocompatibilidade.

Varias estratégias tém sido utilizadas, separadamente ou em conjunto, para
melhorar a biocompatibilidade de um biomaterial, tais como: derivatizacdo para mimetizar
um material mais biocompativel (AMIJI, 1998), revestimento com outro biomaterial que
apresente maior biocompatibilidade (LI et al., 2011), liberacdo controlada de farmacos
(SHAIKH et al., 2013) ou fatores de crescimento (RUAN et al., 2013), entre outras.

Tanto polimeros sintéticos como naturais tém sido propostos para uso em
dispositivos médicos em contato com o sangue, por apresentarem boas propriedades de
hemocompatibilidade (AMIJI, 1995; CHUANG et al., 1999; DON et al., 2006; LIN, YU e
YANG, 2006; ZHU e CHEN, 2006; MA, MAO e GAO, 2007). Como esta é uma propriedade
de importancia fundamental em muitas aplicacdes biomédicas, a melhoria das propriedades de
hemocompatibilidade de biomateriais tem sido foco de muitas pesquisas recentes.

Estes biomateriais quando em contato com sangue podem acarretar: a) adsorcao
de proteinas, lipidios, calcio ou outras substancias a partir do sangue na superficie do
biomaterial, b) adesdo de plaquetas, leucocitos ou eritrocitos sobre o biomaterial, ¢) ativacéo
das plaquetas ou degranulagdo de leucdcitos, além de adenosina difosfato, trombina e
serotonina para ativar outras plaquetas restantes, bem como a reacdo de coagulacdo e a
formacgdo de trombos (FARHATNIA et al., 2013). Entretanto, a relagdo precisa entre a
natureza da superficie, compatibilidade sanguinea e 0 mecanismo de trombose induzido pela

superficie, assim como de calcificacdo sobre a superficie é objeto de estudo.

11



Capitulo 1 — Introducdo CAMPELOQ, C. S.

A calcificacdo ou biomineralizacdo é descrita como um processo de formagéo de
fosfato de célcio e outros compostos de célcio. O interesse pela calcificacdo, e de como
controla-la, deve-se ao fato de que ela pode ser altamente desejada, quando ocorre em locais
como 0ssos e dentes, ou 0 contrario, quando se d& em tecidos moles e implantes onde nao €
desejada a deposicao dos sais de célcio (valvulas cardiacas, implantes mamarios), sendo esta a
causa primaria de falhas. Assim, faz-se necessario o conhecimento detalhado do mecanismo
de calcificacdo ao qual um biomaterial é exposto ao ser implantado (BEPPU, 1999).

A quitosana € um polissacarideo obtido atraveés da desacetilacdo alcalina da
quitina, sendo constituida por mondmeros de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
acetoamino-2-desoxi-D-glicopiranose ligados entre si através de ligagdes do tipo p (1—4). A
presenca destes grupos amino mostra-se uma grande vantagem, pois € possivel realizar
modificacbes quimicas na estrutura da quitosana a fim de obter derivados mais adequados a
aplicacdo desejada. Um exemplo de modificagdo quimica sdo as reacdes de sulfonatacdo, que
visam conferir aos polimeros caracteristicas similares as da heparina, dextrana sulfato e
polietileno glicol sulfonato (AMUJI, 1997; AMIJI, 1998), diminuindo, desta forma, a adesao
de proteinas plasmaticas. Nesta reacdo, grupos sulfatos ou sulfonatos sdo introduzidos na
cadeia polimérica através dos grupos hidroxila (O-substituicdo) ou dos grupos amino (N-
substituicdo) pela utilizacdo de agentes sulfatantes (acido clorossulfurico, acido 5-formil-2-
furansulfénico sal de s6dio, 6leum etc.).

A carragenana € um conjunto de polissacarideos sulfatados extraido da parede
celular de algas vermelhas. E formada por mondmeros de D-galactopiranose e 3,6-
anidrogalactose ligados entre si através de ligagdes cruzadas do tipo a (1—3) e f (1—4). A
carragenana divide-se em diversos tipos, sendo os tipos A, k € 1 0S mais abundantes, os quais
diferem entre si pelo contetdo de 3,6-anidrogalactose e pelo nimero de grupamentos sulfato
presentes na estrutura ao longo da cadeia. A presenca de grupos sulfato na carragenana pode
contribuir para a obtencdo de superficies com propriedades antitrombogénicas melhoradas
sem a necessidade de modificacdo quimica da estrutura.

O revestimento de superficies combina as propriedades mecanicas e de superficie
(propriedades antitrombogénicas e anticalcificante) de um material, garantindo, assim, o
sucesso em longo prazo quando implantados (LI et al., 2011). Varias técnicas sao utilizadas
para o revestimento de biomateriais, entre elas: dip, grafting, eletrofiacdo, layer-by-layer,
Langmuir-Blodgett, deposi¢do de vapor quimico, transferéncia de atomo de polimerizacdo

radical e deposicdo por plasma (FARHATNIA et al., 2013). As vantagens de cada método

12



Capitulo 1 — Introducéo CAMPELOQO, C.S.

variam de acordo com a aplicacdo. A deposicéo por plasma, por exemplo, deve proporcionar
uma melhor aderéncia entre a camada de polimero e uma estrutura metélica, quando
submetido a deformacéo, friccdo, ou tensdo de cisalhamento induzidas pelo fluxo sanguineo,
do que um revestimento feito por dip. Esta melhor adesdo é devido a ativacdo inicial da
superficie metalica (HOLVOET et al., 2010).

Diante do exposto, 0 presente estudo visa estudar os efeitos da calcificagdo e da
adesdo plaquetaria em filmes de quitosana, quitosana sulfonatada, carragenana e complexos
polieletrolitos de quitosana e carragenana caracterizando-os através de técnicas de
microscopia e espectroscopia, assim como realizar estudo de revestimento de superficie

metalica, através de grafting, utilizando estes polimeros.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade de coagulabilidade e calcificacdo em filmes de quitosana
sulfonatada e blendas de quitosana e carragenana.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Produzir membranas densas de quitosana e carragenana e caracteriza-las;

b) Realizar ensaio de adesdo plaquetaria analisando os efeitos provocados através de

microscopia confocal e microscopia de forca atbmica (MFA);

c) Avaliar o grau de calcificagdo in vitro através de analises de microscopia eletronica de
varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);

d) Estudar o revestimento de superficies de aco inoxidavel utilizando técnicas de
espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS), microscopia de forca atbmica (MFA) e
angulo de contato.

13



Capitulo 2 — Revisdo bibliografica CAMPELOQO, C.S.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomateriais

O uso de materiais para o tratamento de feridas ou substituicdo de o6rgdos e
membros perdidos remonta a um passado longinquo da histéria da humanidade. Néo se sabe
ao certo quando o ser humano comecou a desenvolver tais dispositivos (DUCHEYNE et al.,
2011). Quando criancgas, nos aprendemos a cantar sobre um pirata com perna de pau e olho de
vidro sem nos darmos conta de que estamos falando de exemplos antigos de biodispositivos.
O Rigveda, a primeira colecéo de hinos sagrados hindu datados de 1500 a 1200 AC, conta
sobre como Vishpla, uma rainha guerreira que perde sua perna em batalha, recebe dos deuses
Ashvins uma perna de ferro em substituicdo ao membro perdido (CANTQOS, 2005). A historia
de olhos artificiais, da antiguidade aos nossos dias, tem sido descrita (GU et al., 2000). Em
2007, arqueotlogos italianos e iranianos encontraram na necropole da cidade de Shahr-i-
Sokhta, no deserto de Sistan, um olho artificial semi-esférico feito com um derivado de pasta
de betume, apresentando um circulo central para representar a iris e linhas de ouro “como
raios de Sol”. A idade deste olho foi estimada em aproximadamente 5.000 anos (ENOCH,
2007).

Os primeiros materiais ndo levavam em conta a interacdo que estes
desenvolveriam com o organismo, sendo usados apenas pela funcionalidade e usabilidade
(RATNER et al., 2004). A partir da Segunda Guerra Mundial, cientistas e terapeutas passaram
a se preocupar mais com a selecéo de materiais e a diversificacdo de seu uso (RATNER et al.,
2004; DUCHEYNE et al., 2011). E conveniente separar a historia dos biomateriais em quatro
geracOes (RATNER et al., 2004).

A primeira geracdo é marcada pelo empirismo. Os dispositivos ndo tinham
preocupacao estética e em sua maioria eram produzidos com materiais de origem natural, tais
como ouro e marfim em préteses dentérias, vidro ou metal para globos oculares e madeira
para confeccdo de membros perdidos (RATNER et al., 2004; CANTQOS, 2005).

A segunda geracdo passa a usar novos materiais, mais duraveis e inertes, que
haviam sido desenvolvidos para os tempos de guerra. Entre estes materiais estdo silicones,
poliuretanos, Teflon, Nylon, metacrilatos, titanio e aco inoxidavel (RATNER et al., 2004).

A terceira geracdo € marcada pelo surgimento dos materiais bioengenheirados, ou

seja, 0s materiais foram desenvolvidos especificamente para o uso como biomateriais. Muitos
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materiais da geracdo passada foram estudados e modificados para uso exclusivo como
biomateriais como, por exemplo, Teflon poroso, polietilenoglicol, hidroxiapatita e biovidro.

A quarta geracdo, ou era contemporanea, é a era onde 0s biomateriais sdo
desenvolvidos para controlar respostas bioldgicas especificas (RATNER et al., 2004). Varias
ideias da Ciéncia de Materiais passaram a ser aplicadas, sendo uma delas, a modificacdo de
superficie, explorada neste estudo.

Na antiguidade, os materiais usados nos dispositivos ndo recebiam uma
denominacdo especifica. Somente na década de 1960, com o surgimento do termo biomaterial
mesmo sem uma definicdo formal, é que eles passaram a ser uma classe especial de materiais
(DUCHEYNE et al., 2011). Hoje, biomaterial pode ser definido como “qualquer substancia
(que ndo seja um farmaco) ou combinacdo de substancias, de origem natural ou sintética, que
possa ser usada por um periodo de tempo, como um todo ou parte de um sistema, que trata,
melhora ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou fung¢do do corpo” (DEE, PULEO e BIZIOS,
2002). Esta definicdo mostra que um biomaterial difere dos outros materiais pela necessidade
de atender o requisito de biocompatibilidade, que ¢ “a habilidade de um material desempenhar
sua funcdo com uma resposta apropriada do hospedeiro em uma aplicagdo especifica”
(RATNER et al., 2004; DUCHEYNE et al., 2011). A ciéncia dos biomateriais € uma area
multidisciplinar que visa o desenvolvimento de materiais para desempenhar, aumentar ou
substituir uma funcdo natural.

Vérias propriedades podem ser desejadas nos biomateriais de acordo com a
funcdo que este venha a desempenhar. Entre estas propriedades, a mais importante seria a
biocompatibilidade (MA, MAO & GAO, 2007; BAUER et al., 2013). A principio,
biocompatibilidade era defina como a caracteristica que um material tinha em ndo interagir
com o0 organismo, ou seja, qualquer material biocompativel seria tdo bem aceito pelo
organismo que, ao ser implantado, formaria, para o organismo, um tecido homogéneo
composto pelo proprio tecido junto com o biomaterial. Entretanto, percebeu-se que qualquer
material sempre provoca uma resposta dos tecidos vizinhos. Em alguns casos, esta interacéo
material-tecido é totalmente desejada, em outros, um material pode ser biocompativel para
algumas aplicacbes e ndo-biocompativel para outras (OREFICE, PEREIRA & MANSUR,
2006).

Assim, para se estudar biocompatibilidade é importante observar quatro aspectos

importantes:
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- Fendmenos fisico-quimicos na interface material-tecido nos primeiros instantes
apos o contato;

- Respostas dos tecidos a presenca do material;

- Mudancas ocorridas no material promovidas pelo meio;

- Reac0es de outras partes do organismo que ndo estejam em contato direto com o
material (KASEMO & LAUSMAA, 1994).

Entre outras propriedades dos biomateriais podemos citar algumas, tais como:
resisténcia mecanica (ceramicas utilizadas em implantes dentarios), flexibilidade (lentes
intraoculares), biodegradabilidade (suturas internas) e nédo-toxicidade, sendo esta a principal
propriedade, pois é requerido que o biomaterial ndo ative uma reagdo adversa do organismo
ao ser colocado em acdo (CZERNUSZKA, 1996).

Os biomateriais podem ser utilizados para diversas aplicacfes. Na Engenharia de
Tecidos e Orgdos, sdo utilizados para valvulas cardiacas (HASAN et al., 2014), suportes
(LEE et al., 2014) ou membranas (YAMANO et al., 2014) para regeneracdo 0ssea,
recobrimento de ferimentos/lesdes (LACIN, 2014) e peles artificiais (CIRILLO et al., 2014).
Nos dispositivos de entrega os biomateriais sdo utilizados para realizar uma liberacdo
controlada e direta no local de acdo. Estes sistemas de entrega sdo utilizados para liberacéo de
farmacos (EBERLE et al., 2014), vacinas (EVEN et al., 2014), genes (DU et al., 2014) e
acidos nucleicos (YAMADA et al., 2014). No desenvolvimento de proteses, eles sdo
utilizados para lentes intraoculares (OGURA et al., 2014), proteses dentarias (JAIN et al.,
2013) e stents (LAUTO et al., 2001; NELKEN & SCHNEIDER, 2004; HAIDOPOULOS et
al., 2006; LEWIS et al., 2008; TOUZIN et al., 2008; MENG et al., 2009; HANADA et al.,
2013; FARHATNIA et al., 2013; TAN et al., 2013; FORTIER, GULLAPALLI &
MIRSHAMS, 2014).

2.1.1 Hemocompatibilidade

Tanto polimeros sintéticos como naturais tém sido propostos para uso em
dispositivos médicos em contato com 0 sangue, por apresentarem boas propriedades de
hemocompatibilidade (AMIJI, 1995; CHUANG et al., 1999; DON et al., 2006; LIN, YU e
YANG, 2006; ZHU e CHEN, 2006; MA, MAO e GAO, 2007). Como esta € uma propriedade

de importancia fundamental em muitas aplicagdes biomédicas de materiais, a melhoria das
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propriedades de hemocompatibilidade de biomateriais tem sido foco de muitas pesquisas
recentes.

Estes biomateriais quando em contato com sangue podem acarretar: a) adsor¢édo
de proteinas do plasma, lipidios, calcio ou outras substancias a partir do sangue na superficie
do biomaterial, b) adesdo de plaquetas, leucécitos ou eritrocitos sobre o biomaterial, ¢)
ativacdo das plaguetas ou degranulacdo de leucdcitos, além de difosfato adenosina, trombina e
serotonina para ativar outras plaquetas restantes, bem como a reacdo de coagulacdo e a
formacéo de trombose (KEUREN et al., 2013; FARHATNIA et al., 2013).

Da perspectiva do padréo 1SO, a avaliagdo da hemocompatibilidade pode ser feita
através de cinco testes: trombose, coagulacao, plaquetas, hematologia e imunologia (sistema
complemento e leucécitos) (BALAN & VERESTIUC, 2014).

Ao contrario da biocompatibilidade, o termo hemocompatibilidade ndo esta bem
definido (BALAN & VERESTIUC, 2014). Labarre (2001) definiu um superficie
hemocompativel como “uma superficie capaz de manter os processos de coagulagdo e
inflamacdo sob controle em sua interface quando em contato com sangue, em dadas condigdes
hemodinamicas”. Por outro lado, Gorbet e Sefton (2004) levam em consideracdo apenas a
resposta trbmbica causada pelo material quando em contato com o sangue. Porém, ambos 0s
casos levam em consideragdo o processo de coagulacgéo.

O mecanismo de coagulacdo, também chamado de cascata de coagulacéo, pode
ser uma resposta do organismo a um trauma causado aos tecidos e vasos sanguineos ou a
presenca de um corpo exdgeno (DEE, PULEO & BIZIOS, 2002). Caso o inicio da cascata de
coagulacdo seja decorrente de um trauma ao vaso ou tecidos circum-vizinhos, a coagulagéo
seguird uma rota chamada extrinseca, se for originada por um material estranho ao corpo,
seguira a via intrinseca.

A rota extrinseca (Figura 1) comeca com a liberacdo de tromboplastina tissular
que ird se combinar e ativar o fator VII. Este complexo por sua vez, ira ativar
enzimaticamente o fator X na presenca de fons de Ca**. O fator Xa se liga & tromboplastina,
ou fosfolipideos provenientes de plaquetas, e juntamente com o fator Va forma um ativador
de protrombina. Este complexo promove a protedlise de protrombina gerando fragmentos de
trombina, que age como uma enzima. Estes fragmentos enzimaticos ativam o fator VV quando
entram em contato com ele. A trombina também é responsavel pela clivagem de outra
proteina sanguinea, o fibrinogénio. O resultado dessa clivagem é o mondmero de fibrina.

Estes mondmeros se polimerizam, com a ajuda de um fator estabilizante (fator XIII) que é

17



Capitulo 2 — Revisdo bibliografica CAMPELOQO, C.S.

liberado por plaquetas e ativado pela trombina, formando uma rede de fibrina, que ira reter

células sanguineas formando um coagulo.

Figura 1 - Fluxograma da rota extrinseca da cascata de coagulagdo
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Fonte: Elaborada pelo autor

A rota intrinseca (Figura 2) é iniciada quando uma superficie exdgena (diferente
do endotélio normal de um vaso sanguineo) entra em contato com o sangue. Em um primeiro
momento, o fator XII se adsorve a superficie e é ativado, em seguida o fator Xlla ativa o fator
XI. O fator Xla se combina com o fator 1X e na presenca de calcio promove a ativacdo deste
altimo. O fator 1Xa entdo se liga aos fosfolipidios presentes na membrana celular das
plaquetas, ou ao fator plaquetario 3, e juntamente com o fator Vllla (ativado pela trombina na
presenca de Ca’") promove a ativacio do fator Xa, o qual ird se combinar com os
fosfolipideos das plaquetas ou do fator plaquetario 3 e juntamente com o fator Va (ativado
pela trombina na presenca de Ca®") ir4 formar o ativador de protrombina. A partir deste ponto,
a rota intrinseca segue a mesma cascata que a rota extrinseca, sendo a cascata chamada de rota

comum (Figura 3) deste ponto em diante.
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Figura 2 - Fluxograma da rota intrinseca da cascata de coagulacéao
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E importante notar que existem alguns elementos chaves na cascata de
coagulacao: calcio, plaguetas, trombina e fator X. O controle destes elementos pode resultar
em um mecanismo de anticoagulacdo. De fato, tubos para coleta de sangue se utilizam de
substancias quelantes, tais como citrato de sédio e EDTA, para sequestrar 0s ions de célcio
presentes no sangue e impedir a cascata de coagulacdo (DEE, PULEO & BIZIOS, 2002). Este
mecanismo, porém, ndo seria viavel para ser utilizado in vivo, pois qualquer corte resultaria
em uma hemorragia. O controle, quando se trata de um biodispositivo, deve ser feito de forma
localizada. Este controle localizado é possivel através de engenharia da superficie que ira

entrar em contato com o sangue.
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Figura 3 - Fluxograma da rota comum da cascata de coagulacao
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A superficie pode evitar o0 mecanismo de coagulacdo através de: a) adsorcdo de
antitrombina 111 (AT I11), uma proteina sérica que inibe a expressdo da trombina e do fator
Xa; b) repulsdo de proteinas sanguineas carregadas negativamente impedindo a adesdo de
plaquetas; ou c) acdo conjunta dos itens a e b (JURD et al.,, 1995, AMUJI, 1998;
SHANMUGAM & MODY 2000; DEE, PULEO & BIZIOS, 2002; KEUREN et al., 2003;
ZHU & CHEN, 2006; BALAN & VERESTIUC, 2014).

2.2 Calcificacao

A calcificacdo, ou biomineralizacdo, € um processo onde ocorre formacgdo de
depésitos de fosfato ou outros sais de calcio. E tida como normal quando ocorre em locais
esperados (0ssos, dentes e materiais osteoindutivos), e anormal, ou patoldgica, quando se da
em tecidos moles e implantes onde néo é esperada a deposicdo dos sais de célcio (SCHOEN
& LEVY, 2004).

A calcificacao patoldgica pode ser classificada em:
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a) Distrdfica: ocorre em biomateriais ou tecidos lesionados, em individuos com
metabolismo normal de célcio;

b) Metastatica: ocorre em tecidos inicialmente normais devido a metabolismo
anormal de célcio.

As condicdes que favorecem ambos os tipos podem atuar de forma sinergistica,
ou seja, em condicBes de metabolismo anormal de célcio, a calcificagdo em um biomaterial
pode ter sua velocidade elevada (SCHOEN & LEVY, 2004).

A fase mineral formada ¢ um fosfato de calcio pouco cristalino chamado de
apatita, cuja formula quimica é Ca3(PO,4)2(OH), um composto muito semelhante com a
hidroxiapatita de célcio, mineral responsavel por promover a rigidez estrutural dos 0ssos e
que tem formula quimica Cayo(PO4)s(OH), (SCHOEN & LEVY, 2004).

Em biomateriais, a calcificacgdo € responsavel por falhas ocorridas,
comprometendo o desempenho do dispositivo e reduzindo seu tempo de vida util (PATHAK
et al., 1990). Entre os dispositivos prejudicados pela calcificacdo, estdo: valvulas cardiacas
bioldgicas e sintéticas, coracdes artificiais, dispositivos de assisténcia ventricular, proteses
urinarias, dispositivo intrauterino, lentes de contato gelatinosas e bexigas artificiais
(SCHOEN & LEVY, 2004; CHANDRAN 2007).

A necessidade de se obter uma superficie livre de calcificacdo tem motivado
pesquisas buscando o desenvolvimento de tratamento que inibam a calcificagdo (CHANDRA,
1994; SHANTHI & RAO, 2001; NOGUEIRA et al., 2010; POLAK et al., 2013;
GALLYAMOV et al., 2014). Chandra (1994) estudou o uso de quitosana para prevenir a
calcificacdo de pericardio bovino tratado com glutaraldeido. O resultado aponta que a
quitosana foi capaz de reduzir a calcificacdo através da neutralizacdo dos grupos aldeido livre
e preenchimento de espacos que poderiam ser sitios de deposicdo de célcio. Resultados
similares foram obtidos por Nogueira et al. (2010) ao tratarem pericardio bovino com
quitosana e fibroina de seda. As amostras tratadas com os polimeros ndo apresentaram
qualquer sinal de calcificagdo mesmo ap06s serem imersas em solucéo rica em calcio.

Embora diversos estudos tratem dos efeitos anticalcificante de sulfatos (PATHAK
et al;, 1990; CHANDRA, KURIBAYASHI & ABE, 1997; VYAVAHARE et al., 1997,
PARK et al., 1997; CHANDRA, KURIBAYASHI & ABE, 1999; LEE et al., 2001; ARENAZ
et al., 2004; CHEN et al., 2014), até a presente data ndo se tem conhecimento de pesquisas

avaliando o efeito anticalcificante da carragenana.
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2.3 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo obtido pela N-desacetilacdo alcalina da quitina,
polissacarideo natural que esta presente no exoesqueleto de insetos e crustaceos, na parede
celular de fungos e leveduras, entre outros (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006;
LARANJEIRA & FAVARE, 2009; DASH et al., 2011). A molécula de quitosana é uma
cadeia linear constituida por mondémeros de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-
desoxi-D-glicose ligados entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo B (1 — 4) (KUMAR,
2000; RINAUDO, 2006; AZEVEDO et al., 2007; LARANJEIRA & FAVARE, 2009; DASH
et al., 2011). A quitosana possui uma estrutura quimica muito similar a da celulose,
diferenciando-se desta pela presenca de grupos amino ou acetamida no carbono 2 do anel

glicosidico (Figura 4).

Figura 4 - Comparativo entre as estruturas da celulose e da quitosana.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A principal fonte comercial de quitosana provém dos residuos da inddstria
pesqueira (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006; AZEVEDO et al., 2007). No mundo todo,
cascas de camardo e carapaca de siris, caranguejos e lagostas sdo utilizadas para producdo de
toneladas de quitina (AZEVEDO et al., 2007; DASH et al., 2011). A utilizacdo de uma
solugédo aquosa de hidroxido de sodio 40-45% (m/v) a 90-120°C por 4-5h determinara o grau
de desacetilacdo e o peso molecular da quitosana obtida (DASH et al., 2011).

A quitosana apresenta muitas caracteristicas desejaveis, tais como

biodegradabilidade, ndo toxicidade, biocompatibilidade e baixa imunogenicidade (AZEVEDO
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et al., 2007; PHILLIPS & WILLIAMS, 2009; KONG et al., 2010). Devido a estas
caracteristicas, tem sido utilizada na agricultura (ZHANG et al., 2014), no tratamento de agua
(ZEMMOURI et al.,, 2013), na inddstria cosmética (PARK, JO & JEON, 2014) e
biofarmacéutica (SETH et al., 2014), como agente bactericida (PINHAS et al., 2014) e,
sobretudo, na area biomédica, com énfase na liberacdo de farmacos (PAVALOIU et al., 2014)
e engenharia de tecidos (CROISIER & JEROME, 2013). Sua natureza catidnica, devido aos
grupos amino ao longo da cadeia, é responsavel por estas caracteristicas, sendo o Unico
polimero de origem natural carregado positivamente (RINAUDO, 2006; CROISIER &
JEROME, 2013).

Embora apresente vérias propriedades desejadas, a quitosana tem uso restrito para
aplicacdes que envolvam contato com o sangue devido a sua trombogenicidade (AMIJI 1998;
ZHU & CHEN, 2006; DON et al., 2006; BALAN & VERESTIUC, 2014). De acordo com
Balan & Verestiuc (2014), duas estratégias podem ser utilizadas para conferir atividade
antitrombogénica a quitosana:

a) Assossiacdo da quitosana com outra substancia que apresente propriedade

complementar (blendas);

b) Modificacdo da estrutura da quitosana através de N-substituicdo, O-

substituicdo ou N,O-substituig&o.

Vérias pesquisas foram realizadas usando estas duas estratégias. Amiji (1995)
desenvolveu uma membrana de hemodialise a partir de uma blenda de quitosana e 6xido de
polietileno. Don et al. (2006) avaliaram a hemocompatibilidade de blendas feitas com
quitosana e alcool polivinilico (PVA), desenvolvendo uma superficie aliando a boa
viabilidade celular da quitosana com a hemocompatibilidade do PVA. Carneiro et al. (2013)
estudaram a adsorcdo de proteinas plasmaticas, BSA e fibrinogénio, em blendas de quitosana
e carragenana, obtendo um resultado promissor que mostra que o0 aumento da concentracao de

carragenana na composi¢do da blenda diminui a adsorcéo das proteinas estudadas.

2.3.1 Modificacéo da quitosana

Balan & Verestiuc (2014) citam varios métodos de modificagdo da quitosana para
aumentar a hemocompatibilidade, sendo eles: acilagéo, sulfatacdo, modificagdo com pequenas

e macro moléculas, e modificagdo com fosforilcolina. Comumente, as pesquisas que usam a
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estratégia de modificacdo da estrutura da quitosana séo realizadas usando a N-substitui¢do. A
presenca de aminas priméarias ao longo da cadeia de quitosana confere a quitosana uma
caracteristica altamente desejada: a facilidade de derivatizacao (Y1 et al., 2005; THOMAS &
THOMAS, 2013). OQutras caracteristicas da quitosana, como insolubilidade em pH alto,
natureza hemostética e catidnica, podem ser revertidas atraves da sulfonatacdo da amina, por
exemplo, gerando um polimero anidnico, solivel em pH elevado e anticoagulante (AMIJI,
1998; RINAUDO, 2006; DASH et al., 2011; THOMAS & THOMAS, 2013). Desta forma é
possivel utilizar a quitosana para um grande namero de aplicacoes.

Sagnella e Mai-Ngam (2005) desenvolveram um composto surfactante para
melhorar a hemocompatibilidade de biodispositivos. Este composto consiste em um backbone
de quitosana com ramificacdes de polietileno glicol, para repelir a adsor¢do de proteinas ndo
especificas, e hexanal, para facilitar a adsor¢do e orientagdo em substratos hidrofébicos
através de interagdes hidrofobicas. Zhu e Chen (2006) realizaram o grafting de o-carboximetil
quitosana (OCMCS) em uma superficie de polietileno tereftalato (PET) para melhorar a
hemocompatibilidade desta superficie. Para demonstrar a eficiéncia da modificacdo da
quitosana, foi realizado um grafting de quitosana (CS) e poliacido acrilico (PAA) em outras
superficies de PET para servir como controle positivo. Neste estudo, a superficie PET-
OCMCS apresentou menor adesdo plaquetaria e reducdo na adsorcao de fibrinogénio quando
comparado com as outras duas superficies.

Vaérios estudos tém sido feitos para melhorar a hemocompatibilidade da quitosana
atraves de reacdes de sulfatacdo. O principal objetivo alcancado com a sulfatacdo da
quitosana é a mimetizagdo da heparina. A heparina é um polissacarideo sulfatado, constituido
por mondémeros de a-D-glucosamina e acido urénico, extraido das mucosas de suinos e
bovinos. E a molécula bioldgica que possui a maior densidade de carga negativa (NELSON &
COX, 2008). O mecanismo de acao da heparina tem carater fortemente eletrostatico e baseia-
se na adsor¢do de antitrombina, um inibidor de serino protease, que ird promover a inibigdo da
trombina e do fator Xa. Devido a presenca de grupos sulfatos, a heparina causa repulsao
eletrostatica de componentes sanguineos carregados negativamente, gerando uma superficie
mais hemocompativel e diminuindo, ou tornando mais reversivel, a adsorcdo de proteinas
(KEUREN et al., 2003). Entretanto, o custo da etapa de purificacdo da heparina torna-a um
produto caro (SHANMUGAM & MODY 2000). A quitosana sulfonatada desponta como um

forte candidato para substituir a heparina como agente anticoagulante aplicado em superficies
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por apresentar biocompatibilidade, ndo toxicidade e antitrombogenicidade. Nos ultimos 20
anos, varias rotas de sulfonatagdo da quitosana tém sido exploradas.

Vérias pesquisas exploraram diversos agentes de sulfatacdo da quitosana, tais
como: N,N-dimetilformamida (DMF) e trioxido de enxofre (HIRANO et al., 1985), &cido 2-
cloroetilsulfénico em meio organico (MUZZARELLI, 1992), &cido clorossulfarico, DMF e
triéxido de enxofre para formar um complexo de sulfatacio (GAMZAZADE et al., 1997),
acido dicloroacetico e piridina-SO3 (NISHIMURA et al., 1998), carbonato de sodio anidro e
trimetilamina-trioxido de enxofre (TMA-SO3) (JE, PARK & KIM, 2005).

Amiji (1998) desenvolveu uma metodologia de modificagdo da quitosana
utilizando o sal sédico 5-formil-2-furano 4&cido sulfénico (FFSA). Esta reagdo de
derivatizacdo produz a N-sulfofurfuril-quitosana (Figura 5) que, devido as cargas negativas
dos grupos sulfonato, apresenta propriedades ndo trombogénicas. Neste estudo, foi realizada
adesdo de plaquetas em laminas de vidro, uma sem revestimento e outras duas revestidas com
quitosana natural e quitosana sulfonatada. A lamina de vidro sem revestimento apresentou 5,9
plaguetas por 0,01 mm? enquanto que as laminas revestidas por quitosana, natural e

sulfonatada, apresentaram 2,9 e 0,2 plaguetas por 0,01 mm?, respectivamente.

Figura 5 - Estrutura da quitosana sulfonatada.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Lima et al. (2013) avaliaram a adsorcdo de proteinas em filmes de quitosana
sulfonatada produzidos com metodologia modificada de Amiji (1998). Através dos resultados

é possivel verificar que a sulfonatacdo da quitosana promove uma diminui¢cdo na taxa de

adsorcéo das proteinas plasmaticas globulares.
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2.4 Carragenana

Carragenana é nome dado ao conjunto de polissacarideos sulfatados extraido da
parede celular de algas vermelhas. E formada por mondmeros de D-galactopiranose e 3,6-
anidrogalactose ligados entre si através de ligacdes cruzadas do tipo a (1—3) e B (1—4)
(Figura 6). A carragenana divide-se em diversos tipos, sendo os tipos A, K € 1 0S mais
abundantes, os quais diferem entre si pelo contetido de 3,6-anidrogalactose e pelo nimero de
grupamentos sulfato presentes na estrutura ao longo da cadeia (BONDU et al., 2010;
PRAJAPATI et al., 2014). A presenca de grupos sulfato na carragenana pode contribuir para a
obtencdo de superficies com propriedades antitrombogénicas melhoradas sem a necessidade
de modificacdo quimica da estrutura.

Figura 6 - Estruturas da kappa, iota e lambda carragenanas.

lambda-carragenana

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Estudos na literatura relatam os efeitos anticoagulantes da carragenana (OPOKU,
QIU & DOCTOR, 2006), indicando que este polissacarideo age de sobremaneira no tempo de
trombina. Estudos efetuados sobre a protedlise da trombina constatam a influéncia da
carragenana. Os resultados mostram que a carragenana atua inibindo a prote6lise da trombina
tanto através da expressdo da antitrombina-1l1, quanto que diretamente (KINDNESS, LONG e
WILLIAMSON, 1980). Jurd et al. (1995) realizaram um estudo sobre a influéncia do
conteddo de sulfato de polissacarideos na coagulacdo sanguinea. Os resultados mostraram que
0s grupos sulfatos potencializam a expressdo do cofator heparina Il, um inibidor de serino
protease, que inibe a trombina e o fator Ila, desempenhando um papel de anticoagulante.
Embora este mecanismo ndo diminua a adesdo de plaquetas, ele inibe fortemente a agregacéo
plaquetaria e, por consequéncia, reduz a formacdo de codgulos (SHANMUGAM e MODY,
2000).

2.5 Complexos polieletroliticos

Os complexos polieletroliticos (PECs) sdo uma combinacgédo de polissacarideos de
cargas opostas em solucdo aquosa (HUGERTH, LELHAM & SUNDELOF, 1997). A atracdo
eletrostéatica entre os polieletrolitos é responsavel pela reticulacdo iénica dos PECs, sendo esta
caracterizada por uma alta densidade de cargas em microambiente hidrofilico (SAKIYAMA
et al., 1993; BERGER et al., 2004,). Existem duas formas de preparacdo de PECs: método de
mistura de solucdes, onde o contato entre os polieletrdlitos se da dentro de uma solucdo, e
método de complexacdo superficial, quando o contato ocorre em camadas intercaladas (layer-
by-layer), com o auxilio de um suporte (ZHAO et al., 2011).

O objetivo dos PECs é combinar diferentes caracteristicas de cada polimero para a
obtencdo um material que apresente caracteristicas desejaveis de ambos. Assim, a utilizacdo
de PECs desponta como uma alternativa de biomateriais para dispositivos de contato com
sangue, pois sdo capazes de aliar materiais que sejam biocompativeis com materiais
antitrombogénicos.

Estudos tém sido realizados com PECs formados por misturas de polimeros
naturais (SOYSAL, KOFINAS & LO, 2009; CARNEIRO et al., 2013), misturas de polimeros
sintéticos (MORADI, MODARRES & NOROOZI, 2004; LIU et al., 2012) e misturas de
polimeros sintéticos com polimeros naturais (LIN, YU & YANG, 2006, IRFAN et al., 2014).
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Embora polimeros sintéticos apresentem vantagens como custo e melhores propriedades
mecénicas, a utilizacdo de materiais de origem natural é necessaria para conferir, ao PEC,
biocompatibilidade e biodegradabilidade superiores (SIONKOWSKA, 2011).

Algumas propriedades dos PECs, influenciadas pelas interacdes eletrostaticas,
variam de acordo com a composi¢cdo e com o0 pH da mistura (SAKIYAMA et al., 1993,
SOYSAL, KOFINAS & LO, 2009; BERGER et al., 2004; ZHAO et al., 2011; CARNEIRO et
al., 2014). O grau de intumescimento, por exemplo, pode ser influenciado pelo grau de
dissociacao dos grupos funcionais dos polimeros gerado por mudanca no pH (SAKIYAMA et
al., 1993).

Diversas pesquisas tém estudado PECs formados entre quitosana e carragenana
para aplicacbes biomédicas dos mais variados tipos, tais como engenharia tissular,
dispositivos cardiovasculares e sistemas de entrega (HUGERTH, LELHAM & SUNDELOF,
1997; PARK et al., 2001; TAPIA et al.,, 2004; PINHEIRO et al., 2012; RODRIGUES,
COSTA & GRENHA, 2012). A atracdo eletroestatica entre os grupos amino (catiénicos),
presentes na quitosana, e o0s grupos sulfato (anidnicos), presentes na carragenana, €
responsavel pela formacao dos PECs.

Assim, para aplicagbes que envolvam contato com o sangue, o PEC
quitosana/carragenana deve aliar a biocompatibilidade da quitosana com a alta densidade de
cargas negativas da carragenana, gerando um material com caracteristicas antitrombogénicas

e gue seja bem aceito pelo organismo quando implantado.

2.6 Revestimento

A combinacdo de propriedades mecanicas e de superficie (propriedades
antitrombogénicas e anticalcificante) é fundamental para determinar o sucesso em longo prazo
dos biomateriais quando implantados. Uma forma de garantir, ou pelo menos aumentar, as
chances de sucesso ap6s o implante é o revestimento com uma substancia mais biocompativel
(LI et al., 2011). Estes dispositivos revestidos devem apresentar critérios essenciais, tais
como: a) a matriz revestida e o polimero de revestimento ndo devem causar qualquer reacdo
alérgica, ou inflamatéria ndo intencional, nos tecidos circum-vizinhos, que ultrapasse 0s
limites de defesa do hospedeiro; e b) é desejavel que a modificacdo da superficie permita a

ligacdo de peptideos biomiméticos, anticorpos e/ou fatores de crescimento, ou que seja
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possivel incorporar nanomateriais e/ou medicamentos para a distribui¢do localizada ou com
controle de liberagdo (FARHATNIA et al., 2013) .

Vaérias técnicas sdo usadas para o revestimento de biomateriais. As técnicas mais
comumente utilizadas sdo: dipping, eletrofiacdo, layer-by-layer, moldagem, Langmuir-
Blodgett, atomizagdo ultrassénica, deposicdo de vapor quimico, transferéncia de atomo de
polimerizagéo radical e deposi¢do por plasma (FARHATNIA et al., 2013). As vantagens de
cada método variam de acordo com a aplicacdo. A deposicao por plasma, por exemplo, deve
proporcionar uma melhor aderéncia entre a camada de polimero e uma estrutura metélica,
quando submetido a deformacdo, friccdo, ou tensdo de cisalhamento induzidas pelo fluxo
sanguineo, do que um revestimento feito por dip. Esta melhor adesdo € devido a ativacdo
inicial da superficie metalica (HAIDOPOULOS et al., 2006; LEWIS et al., 2008; TOUZIN et
al., 2008; HOLVOET et al., 2010).

A utilizacdo de catecol para formacdo de uma camada organica seguida do
grafting do polimero mostra-se como a forma mais eficaz de garantir a fixagdo do polimero.
Catecol, o isbmero orto do benzenodiol, ocorre naturalmente em frutas e vegetais, como
cebola, macd e acucar bruto de beterraba, sendo encontrado também em arvores, como
pinheiro, carvalho e salgueiro. Foi primeiramente isolado em 1839 por H. Reinsch através da
destilacdo do catecino (IARC, 1999; SURESH, SRIVASTAVA & MISHRA, 2012). Eles
podem atuar como antioxidantes, agentes quelantes ou blocos de construcdo (FAURE et al.,
2013).

Em 1981, uma pesquisa conduzida por Waite e Tanzer identificou o catecol como
sendo o principal responsavel pela adesdo de mexilhGes em zonas entremarés e quebra-mares
(LEE et al., 2011; FAURE et al., 2013). Um estudo detalhado das proteinas que compdem o
byssus, estrutura utilizada pelos mexilhdes para se aderirem as rochas, mostrou que em seis
delas é possivel encontrar 3,4 — dihidroxifenil-L-alanina, também conhecida como dopamina
(Figura 7) com porcentagem molar variando de 3 a 30% (FAURE et al., 2013). Vérios
estudos de modificacdo de superficie utilizam cloridrato de dopamina como um bloco de
construcdo para a obtencdo de novas estruturas (GE et al., 2009; HU et al., 2010; SAIDIN et
al., 2013; YUAN et al., 2013; KOHRI et al., 2014).

Em condicdes alcalinas, o catecol se oxida formando quinona. Esta forma oxidada
permite que o catecol reaja com a propria quinona, gerando uma autopolimerizagéo, e grupos
tiol e amina, por adicdo de Michael ou reacdo de base de Schiff, produzindo camadas

funcionais de forma covalente (NAM et al., 2013). A dopamina pode se polimerizar sobre
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diversos substratos, incluindo metais nobres, materiais inorganicos (SiO; e Al,QO3), polimeros
organicos (polietileno, poliestireno, polietileno tereftalato e policarbonato) além da criacéo de
nanoparticulas revestidas de polidopamina (KOHRI et al., 2014).

Figura 7- Estrutura da dopamina

NH,

OH

Dopamina

Fonte: Elaborada pelo autor

Uma abordagem comum ¢é a funcionalizacdo de polimeros, lineares ou
ramificados, com Dopa ou outros grupos funcionais do catecol utilizando reacfes quimicas
padrdo (LEE et al., 2011). Desta forma pode-se ter duas abordagem da forma de grafting. A
primeira é conhecida como grafting from e consiste em fazer o grafting de um polimero a
uma superficie. Nesta abordagem, a superficie é tratada como o backbone da reacdo. A outra
abordagem, chamada de grafting to, introduz ramificacdes em cadeias poliméricas bem

definidas e posterior deposicao sobre a superficie a ser revestida (FAURE et al. 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico. Quitosana com
grau de desacetilagdo de 85%, «-carragenana e dicloridrato de quinacrina foram obtidos da
Sigma-Aldrich (EUA). Acido 5-formil-2-furansulfonico sal de sodio (FFSA) foi obtido da
Alfa Aesir (EUA). Metanol, acetona, &cido acético glacial, acido cloridrico, cloreto de sddio,
cloreto de potassio, cloreto de calcio, cloreto de magneésio, bicarbonato de sodio, fosfato
dibasico de potassio, sulfato de sodio, tris hidroximetilaminometano (TRIS), glutaraldeido,
epicloridrina, borohidreto de sédio e hidroxido de sodio foram obtidos da VETEC Quimica
Fina (Brasil). Trietanolamina foi adquirida da Cinética Reagentes & Soluges (Brasil). Para o
ensaio de revestimento, foram adquiridas placas de aco inoxidavel AlISI 316L (espessura 0,5
mm) da Goodfellow Cambridge Limited (Inglaterra). Acido sulfarico, &cido fosférico, acido
nitrico e acido fluoridrico foram comprados da Laboratoire MAT (Canadd). Dopamina,
Poli(etilenoglicol) bis (carboximetil) éter (PEGb) (Mn 600), N-(3-dimentilamiopropil)-N-
etilcarbodiimida hidroxicloridrico (EDAC) e tampdo é&cido 2-morfolinoetanosulfonico
monohidratado (MES) foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Todas as solu¢es utilizadas
para os ensaios de calcificacdo foram preparadas com &gua ultrapura produzida através de
sistema Milli-Q.

3.2 Solugdes

3.2.1 Solucéo de quitosana natural

A solucdo de quitosana 2% (p/p) foi feita através da dispersdo 2,0 g de quitosana
em 97 mL de agua destilada, mantendo o sistema em agitagdo mecéanica por um periodo de 2
h. Passado esse periodo, foram adicionados 3,0 mL de &cido acético glacial para promover a
solubilizacédo da quitosana. A solucdo foi recoberta com filme de PVC e mantida sob agitacao
mecénica por um periodo de 24 h. Em seguida, foi acondicionada em frascos de esterilizacdo

e guardada sob refrigeracdo até o0 momento do uso. A Figura 8 ilustra o preparo da solucéo.
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Figura 8 - Preparo da solucdo de quitosana 2%
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.2 Solugdo de k-carregenana
3.2.2.1 Solugéo para filmes

A solugéo de k-carragenana 2% (p/p) utilizada na producéo de filmes foi realizada
adicionando-se lentamente 2,0 g de k-carragenana em 100 mL de &gua destilada previamente
aquecida e mantida a 80°C, mantendo-a sob agitacdo por 2 h (Figura 9). Apos esse periodo, a

solucgéo foi imediatamente utilizada conforme descrito no item 3.3.2, adiante.

Figura 9 - Solucgéo de carragenana para filmes
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100mL de agua

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.2.2.2 Solugéo para blendas

Devido a natureza da carragenana de gelificar rapidamente quando a temperatura
é inferior a 80°C, utilizou-se uma variacdo no modo de preparar a solucdo para ser utilizada
nas blendas de quitosana/carragenana. Foram dissolvidos 2,0 g de k-carragenana em 100 mL
de solucdo 0,5 M de KCI de forma a se obter uma solugédo de carragenana 2% (p/p) (Figura
10). A solucéo foi mantida sob agitacdo por 2 h. Em seguida, a solugéo foi utilizada conforme

0 procedimento descrito no item 3.3.4, adiante.

Figura 10 - Preparo da solucéo de carragenana
para blendas

2g de carragenana

T

100ml CaCl, 0.5M
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.3 Solucdes para ensaio de calcificacao

As solucgdes utilizadas no ensaio de calcificagdo foram preparadas usando-se
metodologia proposta por Kokubo et al. (1990) para producdo do fluido corp6reo simulado
(simulated body fluid, SBF), com pequenas modificacdes. Foram produzidas solugfes salinas
nas concentragdes constantes na Tabela 1, além de solugdes de &cido cloridrico e TRIS para o
ajuste do pH. Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura e cuidadosamente

estocadas antes do uso.
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Tabela 1 - Concentracdes das solugdes salinas e volumes utilizados para preparo do SBF

Soluc¢do Concentragdo Volume utilizado para solucdo de SBF
NaCl 2,74M 50mL
KCI 0,06M 50mL
CaCl, 0,05M 50mL
MgCl, 0,03M 50mL
NaHCO; 0,0895M 50mL
K,HPO, 0,02M 50mL
Na,SO, 0,01M 50mL
TRIS 0,4M 125mL
HCI 0,36M ~112mL
Volume final 1000mL

Fonte: Weska, 2009.

3.3 Filmes

3.3.1 Filmes de quitosana natural

Os filmes de quitosana natural foram feitos despejando-se aproximadamente 20 g
de solucdo de quitosana 2% (p/p) em placas de Petri de vidro de 10 cm de diametro. Em
seguida, as placas com a solucdo foram levadas a estufa a 65°C por 5 h ou até que a massa
permanecesse constante. Os filmes foram entdo imersos em solugdo 2 M de NaOH e deixados
em repouso por 24 horas. Apos as 24 horas, os filmes foram lavados em abundéncia com agua
destilada até a agua de lavagem atingir pH 7, verificado com fita de pH Merck (Alemanha).
Os filmes foram entdo estendidos em placas de Petri de plastico e levados para secagem em
dessecador a vacuo. Apos a secagem por cerca de uma semana, os filmes foram estocados a
temperatura ambiente até 0 momento do uso. A Figura 11 mostra o preparo dos filmes de

quitosana natural.

3.3.2 Filmes de x-carragenana

Os filmes de k-carragenana foram feitos despejando aproximadamente 25 g de

solucéo de carragenana em placas de Petri de vidro de 10 cm de didmetro. Em seguida, foram
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levados a estufa a 60°C por 5 h ou até que a massa permanecesse constante. Os filmes foram
imersos por 24 horas em solucdo 2M de KCI para efetuar a reticulacdo entre as duplas hélices
de cadeias de carragenana (PICULELLet al., 1997, VIEBKE, PICULELL & NILSSON,
1994). Passado esse tempo, os filmes foram rapidamente lavados com agua destilada para
retirada do excesso de cloreto de potassio. Os filmes foram entdo estendidos em placas de
Petri de plastico e levados a dessecador a vacuo para secarem. Apds a secagem, os filmes
foram estocados em temperatura ambiente até 0 momento do uso.

Também foram produzidos filmes de carragenana utilizando glutaraldeido e
epicloridrina como agentes reticulantes. Ap6s o preparo dos filmes usando a metodologia
descrita acima, eles foram imersos em solugdo de glutaraldeido 5%, permanecendo em
contato por 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos. Decorrido o tempo, os filmes foram lavados com
etanol para retirada do glutaraldeido em excesso, seguido de lavagem com &gua destilada e
levados para dessecador a véacuo. Para a reticulacdo com epicloridrina, os filmes foram
imersos em solucdo de epicloridrina 0,01 M, preparada em 50 mL de NaOH 0,067 M, a 40°C,
ficando sob agitacdo por um periodo de duas horas, sendo em seguida lavados para retirada do
excesso de epicloridrina. Os filmes foram dispostos em placas de Petri de plastico e levados
para dessecador a vacuo para secagem. Os procedimentos realizados para o preparo dos trés
tipos de filmes de k-carragenana encontram-se na Figura 12.

Figura 11 - Preparacdo do filme de quitosana natural
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20g de solucio NaOH

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 12 - Esquema de preparo dos filmes de k-carragenana
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.3 Filmes de quitosana sulfonatada

Os filmes de quitosana sulfonatada foram produzidos através de reacdo
heterogénea utilizando-se filmes de quitosana natural, seguindo uma modificacdo da
metodologia proposta por Amiji (1998). Para produzi-los, utilizou-se de um baldo de fundo
chato acoplado a um condensador. No baldo foram adicionados 25 mL de metanol e 1 g de
FFSA e deixados sob agitacdo por 1 h para completa dissolugdo do sal. Em seguida, foram
adicionados os filmes de quitosana natural em recortes de aproximadamente 1,5x1,5 cm,
prosseguindo com a agitacdo por mais 1 h. Apds esse periodo, foram adicionados 2 g de
NaBH,4, mantendo-se a agitacdo por mais 4 h para neutralizacdo da base de Schiff formada.
ApoOs o término da reagdo, os filmes foram lavados com metanol em excesso para retirada do
FFSA néo reagido. Os filmes foram levados para dessecador a vacuo. ApOs estarem secos,
foram guardados até o momento do uso. A Figura 13 apresenta 0 esquema de reacdo

envolvido no processo de sulfonatacéo.
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Figura 13 - Esquema de sulfonatacdo da quitosana natural
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.4 Blendas quitosana/carragenana

As blendas de quitosana e carragenana foram produzidas em trés propor¢oes
diferentes de quitosana/carragenana: 25:75, 50:50 e 75:25 (v/v). Para cada blenda, tomou-se
uma aliquota apropriada das solugdes de quitosana natural e carragenana, misturando-as de
forma a obter a proporcdo desejada. As solugdes ficaram sob agitacdo por 24 h para completa
homogeneizacdo. Depois de homogeneizadas, foram despejados 20 g em placas de Petri de 10

cm de diametro e levados para estufa a 60°C por 5 h ou até que 0 peso permanecesse
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constante. Os filmes foram entdo imersos em solugdo 1 M de NaOH por 24 h. Em seguida,
foram lavados com &gua destilada até que a &gua de lavagem atingisse pH 7, estendidos em
placas de Petri de plastico e levados para dessecador a vacuo. Apos secagem, foram estocados

até o momento da utilizacdo. Os procedimentos estdo esquematizados na Figura 14.

Figura 14 - Esquema de preparo das blendas de quitosana e carragenana
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Modificagédo da solucéo de quitosana para os ensaios de resvestimento

Foi realizada sulfonatacdo da quitosana em solucdo utilizando metodologia
modificada de Amiji (1998). Para a producéo da quitosana sulfonatada por via homogénea, foi
utilizado o mesmo sistema reacional da preparacdo dos filmes de quitosana sulfonatada por
via heterogénea. Foram misturados 50 mL da solucdo de quitosana natural com 50 mL de
metanol, contendo 1% de trietanolamina (v/v), e a mistura ficou sob agitacdo por 5 h. Em
seguida, foram adicionados 0,75 g de FFSA e a agitacdo continuou por mais 12h. Terminado
este periodo, foram adicionados 0,5 g de NaBH,, para reduzir a base de Schiff formada,
agitando-se por mais 1 h. Terminada a reacdo, a solucéo foi precipitada em metanol e filtrada.
O filtrado foi lavado varias vezes com 2 L de metanol:acetona, na proporgdo de 1:1, para
remover o excesso de FFSA. A massa obtida foi seca em dessecador a Vacuo e posteriormente
triturada. A partir do pé obtido, foi preparada uma solugdo de quitosana sulfonatada 2%

seguindo a mesma metodologia utilizada para fazer solugéo de quitosana natural (item 3.2.1).
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3.5 Ensaio de adesdo plaquetaria

3.5.1 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas de voluntarios saudaveis em laboratério
de coleta de um posto de salde da Prefeitura Municipal de Fortaleza, utilizando-se
instrumentos e técnicas apropriadas. O sangue foi coletado em tubos Vacuette ® de 3,5 mL,
proprios para esta finalidade, da marca Greiner Bio-One (S&o Paulo, Brasil). Estes tubos

contém como agente anticoagulante uma solucdo de citrato de sédio 0,109 M/3,2%.

3.5.2 Adesdo plaquetaria

As amostras de sangue foram transferidas para 20 tubos Falcon de 10 mL, de
forma que em cada tubo contivesse aproximadamente 7 mL de sangue. Em metade dos tubos,
foi adicionada solucdo quinacrina de forma que a concentracdo final em cada tubo fosse de 20
pUM. O sangue foi entdo incubado a 37°C por 30 minutos para promover a marcagdo das
plaquetas. Foram utilizados quatro tubos para cada uma das amostras, sendo dois tubos com
sangue sem quinacrina, utilizados nas leituras com microscopia de forga atbmica, e dois tubos
com sangue com quinacrina, utilizados nas leituras de microscopia confocal. As amostras
foram incubadas sob agitacdo suave a 37°C durante 15 minutos. Em seguida, as amostras
foram lavadas com TRIS para retirada das plaquetas ndo aderidas. As amostras foram
acondicionadas em placas de Petri e abrigadas da luz até 0 momento das analises.

3.5.3 Microscopia confocal

A leitura dos filmes, ap6s o ensaio de adesdo plaquetaria, foi realizada no Centro
de Biomedicina do Departamento de Medicina/UFC em microscépio Olympus Fluoview 1000
(Tokyo, Japdo), utilizando Magnificacdo da objetiva de 60x e filtros Alexa Fluor 488, com
emissdo em 520 cm™ e excitagdo em 488 cm™, e DAPI, com emissdo em 461 cm™ e excitacio
em 405 cm™. As imagens obtidas foram analisadas através do software Fiji ImageJ versdo

1.48f, do Institutos Nacional de Saude (Maryland, EUA).
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3.5.4 Microscopia de forga atdmica (MFA)

A leitura das amostras foi realizada no Laboratério de Microscopia do
Departamento de Fisicas/lUFC em um microscéopio de forca atdmica Nanoscope Multimode
Illa da Bruker (Karlsruhe, Alemanha) em modo de contato. Foi utilizada sonda OTR8 da
Bruker (Kalrsruhe, Alemanha) com constante de mola de 0,57 N/m. A taxa de varredura foi
de 1 Hz. As imagens foram adquiridas a presséo e temperatura ambiente com resolucdo de

512x512 linhas. Foram feitas imagens de altura, deflexéo e friccao.

3.6 Ensaio de calcificacdo

3.6.1 Fluido corpdreo simulado (SBF)

O fluido corpéreo simulado (simulated body fluid, SBF) visa reproduzir, de forma
similar, a concentracdo de sais presentes da por¢cdo aquosa do sangue humano. O SBF,
também conhecido como solucdo Kokubo, foi desenvolvido por Kokubo et al. (1990) com a
finalidade de reproduzir a formagéo de apatita em materiais bioativos em condigdes in vitro.
Trata-se de uma solucdo multi-ibnica saturada em equilibrio. Para prepara-la, tomaram-se
aliquotas de diversas solucBes salinas, da solucdo tampdo TRIS e da solucdo de acido
cloridrico conforme as quantidades apresentadas na Tabela 1. Durante a mistura das solucdes,
convém adicionar todas as solucfes deixando a solucdo de CaCl, por ultimo, e esta deve ser
adicionada lentamente, observando se ha turvamento da solucdo. Este turvamento indica o
principio da formagdo de ndcleos de calcio, o que poderia fornecer um resultado falso durante

o teste de calcificacdo. O pH foi ajustado em 7,3 com TRIS e HCI.

3.6.2 Calcificacao

No ensaio de calcificagdho foram utilizadas amostras de quitosana natural,
carragenana, quitosana sulfonatada e dos trés tipos de blendas (quitosana/carragenana 25:75,

50:50 e 75:25). Cada amostra foi acondicionada em um frasco plastico de aproximadamente
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70 mL. Em seguida foram adicionados 50 mL de SBF em cada frasco. Os frascos com as
amostras e soluc6es foram levados para um banho Dubnoff da Quimis (Brasil) ajustado para
37°C, com agitacdo de 50 rpm. Estes parametros visam simular o ambiente encontrado no
interior de um vaso sanguineo. As solucdes de SBF foram trocadas com 48 h e 96 h a fim de
evitar proliferacdo microbioldgica. Apds decorrido um periodo de 7 dias, as amostras foram
lavadas com tampédo TRIS/HCI, liofilizadas e preparadas para anélises de MEV e FTIR.

3.6.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletrénica de varredura foi realizada no Laboratorio de
Recursos Analiticos e Calibragdo (LRAC) da Unicamp. As amostras foram metalizadas com
ouro utilizando um equipamento Sputter Coater Polaron, modelo SC7620, da VG Microtech
(Uckfield, Inglaterra). A espessura da camada de ouro foi estimada em 92 A. Para obtencéo
das micrografias e microanalise elementar foi utilizado um microscépio eletronico de
varredura modelo Leo 440i acoplado a um detector de energia dispersiva de raios X modelo
6070, ambos da LEO Electron Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra). A tensdo de
aceleracdo utilizada, tanto para as micrografias quanto para os espectros de raios X, foi de 20
KV e a corrente de feixe foi 50 pA para as micrografias e 600 pA para obtencdo dos espectros

de raios-X.

3.6.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizadas andlises de infravermelho das amostras antes e depois do ensaio
de calcificacdo com a finalidade de comparar 0s espectros obtidos e verificar se ocorreram
alteracdes significativas nas intensidades dos picos caracteristicos de cada amostra ou
surgimento de picos referentes a formacéo de fosfatos. As anélises foram feitas na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical
(Fortaleza, CE), sendo conduzidas em espectrometro de infravermelho com Transformada de
Fourier modelo Cary 660 da Agilent (California, EUA). As medidas foram feitas em modo de
reflectancia total atenuada (ATR) diretamente sobre os filmes. A faixa de comprimento de
onda analisada foi de 4.000 a 650 cm™, com resolucdo de 4 cm™. Foram efetuadas 32

varreduras em cada amostra.
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3.7 Ensaio de revestimento

O ensaio de revestimento foi realizado no Laboratério de Biomateriais e
Bioengenharia da Université Laval, Québec, Canada. Usou-se dopamina, para aminolizar a
superficie, e polietileno glicol bis(carboximetil) éter (PEGb), mostrado na Figura 15, como
agente reticulante entre os polimeros testados e a superficie de aco inoxidavel revestida com

dopamina. O esquema geral de reacdo € mostrado na Figura 16.

I_:igura 15 - Estrutura do polietileno glicol bis(carboximetil)
O O

A\ /

C—CHz—O—(CH2CHZO)H—CH2—C\

HO OH

Fonte: Elaborada pelo autor

Para o ensaio de revestimento, o aco inoxidavel foi cortado em discos com
didmetro de 12,7 mm e espessura de 0,5 mm. Previamente ao uso, os substratos foram lavados
com acetona, 4gua nanopura e metanol em banhos ultrassénicos sucessivos de 10 minutos
cada. Entre cada banho, e ao final destes, as amostras foram secas com ar comprimido livre de

particulas.

3.7.1 Eletropolimento do substrato metéalico

A etapa de eletropolimento visa obter uma superficie metélica lisa, removendo
imperfeicGes e compostos ndo-metélicos, gerando uma camada rica em 6xidos e hidroxidos
(HAIDOPOULOS et al., 2006; SAIDIN et al., 2013). O eletropolimento foi realizado em
sistema de célula eletrolitica com alimentador externo com controle da densidade de carga, de
forma que a voltagem permanecesse constante em 2V durante todo o processo de
eletropolimento. A solugdo eletrolitica utilizada consiste em uma mistura de
glicerol:H3PO4:H,0, na proporcdo de 50:35:15. A amostra a ser eletropolida foi utilizada

como anodo enquanto que uma peca de aco semelhante foi utilizada como catodo. A distancia
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entre os dois eletrodos € de 60 mm. O diferencial de tensdo é aplicado ao sistema durante seis
minutos O eletropolimento foi seguido de um banho acido em solucdo de H,O:HNO3:HF,
com proporcéo de 88:10:2 respectivamente. As amostras foram condicionadas em placas de

24 pocgos.

Figura 16 - Diagrama esquematico ilustrando as etapas de revestimento para quitosana natural.

1 NH, 2
N-‘[{l
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—> \ /
+  C—CH,—0—(CH,CH,0),—CH,—C |:>
/ \
OH OH HO OH
+
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CH,
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\
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g

CH,
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Elaborada pelo autor. (1) Aminolizacdo da superficie com dopamina; (2) Grafting do PEGb na
superficie aminolizada; (3) Grafting da quitosana na superficie modificada com PEGDb; (4) Resultado
final do revestimento com quitosana natural. O revestimento com quitosana sulfonatada segue as
mesmas etapas e principios.
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3.7.2 Aminolizacéo da superficie metalica

Visando efetuar uma ligacdo covalente da quitosana com o substrato metélico, €
necessaria a aminolizacdo da superficie e utilizacdo de um agente reticulante. Para a
aminolizacao da superficie metalica foi utilizada a ancora biomimética dopamina, conforme o
seguinte procedimento: 20 mg de dopamina foram dissolvidos em 10 mL de tampdo MES
0,1M, o pH foi ajustado para 8,6 com solucdo de NaOH 0,1M e 2 mL desta solugdo foram
colocados sobre os substratos eletropolidos na placa de 24 pocgos. A placa foi colocada ao
abrigo da luz e permaneceu em repouso por 24 horas. Apds este periodo, as amostras foram
lavadas trés vezes com &gua nanopura utilizando-se um sistema de vortex por 1 minuto a cada

lavagem, foram secas e dispostas em placa de 24 pocos.

3.7.3 Grafting do PEGb

Devido a natureza nucleofilica da dopamina e da quitosana, faz-se necessaria a
utilizacdo de um agente reticulante para fazer a ligagdo entre as duas moléculas. Neste estudo,
0 agente reticulante escolhido foi o PEGb. Foi preparada uma solucédo de PEGb 0,5g/L, a qual
foram adicionados 3 mg/mL de EDAC. Foram colocados 2 mL desta solucdo sobre as
amostras revestidas com dopamina e a placa foi colocada em agitador oscilante por 3h para
ativacdo e grafting do PEGh. Apoés este periodo, as amostras foram lavadas trés vezes com
agua nanopura utilizando-se um sistema de vértex por 1 minuto a cada lavagem, foram secas

e dispostas em placa de 24 pogos.

3.7.4 Grafting dos polimeros

O procedimento a seguir foi utilizado tanto para a quitosana natural quanto para a
sulfonada. Na descricao sera utilizado apenas o termo quitosana, que se referira aos dois tipos
de polimeros. Sobre as amostras modificadas com PEGb foram adicionados 3 mg de EDAC,
diluidos em 0,5 mL de tampdo MES 0,1M, e 1,5 mL de solucdo de quitosana. A placa foi
colocada em agitador oscilatorio por 3h para homogeneizacdo durante o grafting da quitosana.

Decorrido o tempo, as amostras foram lavadas trés vezes com agua nanopura utilizando-se um
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sistema de vortex por 1 minuto a cada lavagem, foram secas e guardadas sob vacuo até o

momento das analises de XPS, MFA e angulo de contato.

3.7.5 Caracterizacao da superficie

3.7.5.1 Espectroscopia de Foto-Elétrons de Raios-X (XPS)

As andlises XPS foram realizadas nas amostras apds cada modificacdo da
superficie utilizando-se equipamento PHI 5600-ci da Physical Electronics (Minnesota, EUA)
para gravar os espectros. Uma fonte de raios-X monocromatica de aluminio (1486,6 eV) 300
W foi utilizada juntamente com um neutralizador de carga para gravar espectros de pesquisa
enquanto que uma fonte de raios-X monocromatica de magnésio (1253,6 eV) foi usada para
gravar espectros de alta resolucdo. A deteccdo foi realizada em angulo de 45°, em uma &rea de
0,005 cm?, em trés pontos diferentes em cada amostra. Esta técnica visa determinar a
composicdo quimica da superficie estudada. Alteragdes na composic¢do quimica da superficie

podem ser um indicativo de que o polimero foi enxertado com sucesso.

3.7.5.2 Microscopia de Forca Atdmica (MFA)

As amostras foram avaliadas atraves da microscopia de forca atbmica
empregando equipamento Dimension 3100 da Veeco (New York, EUA) em modo tapping.
Foram realizadas imagens de 20x20 um e em trés pontos diferentes de cada amostra. As
imagens foram obtidas a presséo e temperatura ambiente, com resolugdo de 256x256 linhas e
taxa de varredura de 1 Hz, para as micrografias de 20x20 um, e 0,5 Hz, para as micrografias
de 2x2 um. Nesta técnica € empregada uma haste que oscila na direcdo z ndo tocando a
superficie da amostra, sendo mantida a distancia de décimos ou centésimos de Angstrons da
mesma. As variagdes na frequéncia de ressondncia da haste sdo utilizadas como medidas de
mudangas no gradiente de forga, que reflete as alteracdes na interacdo entre a agulha e a
amostra, fornecendo dados sobre sua rugosidade média. As imagens foram tratadas com o
software WSxM 5.0 Develop 7.0, da Nanotec Eletronica S.L. (HORCAS et al. 2007).
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3.7.5.3 Determinagéo do angulo de contato (AC)

As andlises foram realizadas em equipamento Video Contact Angle System
VCA-2500 XE da AST Products Inc. (Massachusetts, EUA) para verificar a molhabilidade da
superficie. O liquido de medicédo utilizado foi 4gua deionizada em gotas de 1 pL. O célculo
dos angulos de contato foi realizado em modo estatico em cinco regides diferentes para cada
amostra. Com esta técnica é possivel quantificar alteragdes na superficie levando-se em conta
sua molhabilidade. Superficies mais polares apresentam um menor angulo de contato e,

consequentemente, uma maior molhabilidade devido ao espalhamento do liquido de medigé&o.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacg0es dos filmes

Os filmes apresentaram um aspecto macroscépico homogéneo com uma
superficie lisa. O filme de quitosana apresentou a maior transparéncia entre os filmes
estudados. O filme de quitosana sulfonatada apresentou uma coloracdo levemente amarelada
produzida pela adicdo de FFSA. Esta coloracdo pode ser atribuida a presenca de grupos imina
que nao foram reduzidos pelo borohidreto de sédio, podendo ser mais um indicio de que
houve reacdo de substituicdo. Nas blendas, pode ser observado um aumento da opacidade
conforme o0 aumento da quantidade de carragenana na composi¢do. Isto esté relacionado com
a formacéo de fibras entre as cadeias de quitosana e carragenana devido, respectivamente, a
interacdo dos grupos amino (positivo) e sulfato (negativo) presentes em suas cadeias. O
aspecto geral dos filmes pode ser observado na Figura 17.

Carneiro et al. (2013) estudaram o grau de intumescimento em filmes de
quitosana, k-carragenana e blendas quitosana/carragenana. Seus resultados mostram que o0s
filmes de quitosana apresentam um menor intumescimento que os filmes de carragenana e as
blendas quitosana/carragenana. Isto se deve ao fato de que, em pH 7,4, 0s grupos amino da
quitosana estdo parcialmente protonados. Desta forma, a repulsdo entre estes grupos contribui
com o intumescimento da quitosana, mesmo que esta ndo tenha absorvido uma grande
quantidade de agua. O filme de carragenana apresentou 0 maior grau de intumescimento
devido a repulsdo existente entre seus grupos sulfatos, o que levou a absorcao de agua até seis
vezes maior que a quitosana. As blendas apresentaram valores intermediarios entre a
quitosana e a carragenana, sendo que o valor aumentava de acordo com o0 acréscimo de
carragenana em sua composicdo. Isto foi explicado como resultado da repulsdo eletrostatica

originada pelos grupos sulfato da carragenana.

4.1.1 Espessura

A medicdo da espessura foi feita utilizando-se paquimetro digital com preciséo de
0,005 mm. Para cada filme, foram realizadas quatro medidas em recortes quadrados retirados
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do centro do filme. Os valores médios, assim como o desvio padréo, encontram-se na Tabela
2.

Tabela 2 - Espessura média dos filmes estudados

Filme Espessura (mm)
Quitosana natural 0,050 + 0,008
Quitosana sulfonatada 0,073 £ 0,005

Quitosana/carragenana 75:25 0,040 +0,014
Quitosana/carragenana 50:50 | 0,025+ 0,010
Quitosana/carragenana 25:75 0,018 £ 0,005
Fonte: Elaborada pelo autor

O filme de quitosana sulfonatada apresenta uma espessura maior em relacdo ao
filme de quitosana natural devido ao aumento no espagamento entre as cadeias de quitosana
(LIMA et al., 2013). Este aumento é causado pelo efeito repulsivo gerado pelos grupos
sulfonatos inseridos no polimero. Para as blendas, podemos observar uma diminuigcdo da
espessura conforme se aumenta a quantidade de carragenana na composicdo do filme. Este
efeito pode ser explicado pela maior interacdo entre as cadeias de quitosana e carragenana, o

que leva a exclusao de agua e, consequentemente, reducdo do volume ocupado pelo filme.

4.1.2 Grau de substituicdo

O grau de substituicdo (GS) dos filmes de quitosana sulfonatada foi obtido através

da aplicacao da seguinte férmula proposta por Pires (2013):

167 X %S

G5 = 3300 = 182,13 X %S

onde 167 é a massa molar média da quitosana 85% desacetilada (MA, 2008), %S é a
porcentagem de enxofre na amostra determinada por analise elementar, 3.200 sdo 100 vezes a
massa atdmica do enxofre e 182,13 é a massa molecular do FFSA menos 16 devido a perda de
um oxigénio durante a reacdo de sulfonatacdo. Todas as massas estdo expressas em g/mol. O
valor utilizado para %S, 3,5%, foi determinado em estudo prévio por Lima et al. (2013), que
realizou a sulfonatacdo diretamente sobre o filme de quitosana. O grau de substituicdo

encontrado para esses parametros foi de 0,23. O valor encontrado na literatura para este
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mesmo tipo de reagdo, porém realizada em solucdo, é de 0,23-0,26, determinado por
alcalinometria (MUZZARELLLI, 1992; AMIJI, 1998).

Figura 17 - Aparéncia dos filmes utilizados nos experimentos

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) Quitosana natural; (B)
Quitosana sulfonatada; (C) Blenda quitosana/carragenana
75:25; (D) Blenda quitosana/carragenana 50:50; (E) Blenda
quitosana/carragenana 25:75.

4.2 Ensaio de adesédo plaquetaria

O sangue utilizado permaneceu sem coagular durante todo o ensaio. A
temperatura durante o ensaio ficou em 37 = 2°C. Foram utilizados pedagos de filmes de

aproximadamente 2,0x2,0 cm. Devido a sensibilidade da quinacrina, e para evitar que ela
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perdesse a fluorescéncia, o preparo da solucdo e a incubacdo foram feitas no escuro. Os filmes
foram transportados dentro de placas de Petri e estas foram colocadas em recipiente opaco e
fechado para proteger da luz. Os filmes de quitosana sulfonatada e a blenda
quitosana/carragenana 25:75 permaneceram translicidos apds o ensaio, enquanto que 0S
filmes de quitosana natural, blenda quitosana/carragenana 50:50 e blenda
quitosana/carragenana 75:25, apresentaram uma leve coloragdo avermelhada. Nas blendas
podemos observar que quanto maior a quantidade de quitosana presente, maior a quantidade
de material sanguineo presente no filme, isto se deve ao carater trombogénico da quitosana. A

aparéncia dos filmes apds o ensaio pode ser vista na Figura 18.

4.2.1 Microscopia confocal

As micrografias realizadas das amostras foram efetuadas em campos de
211,97x211,97 pm, totalizando uma é&rea de 44.931,28 um® A partir das micrografias,
realizou-se a contagem de particulas utilizando-se o software Fiji ImageJ. Apesar de possuir
varias vantagens, a quitosana € reconhecidamente trombogénica (AMIJI, 1998;
JAYAKUMAR et al., 2007; CARNEIRO et al., 2013; LIMA et al., 2013). Em condicdes
acidas, a quitosana natural torna-se carregada positivamente, o que pode atrair as proteinas
plasméticas negativamente carregadas, levando a adesdo de plaquetas e, consequentemente, a
formacéo de trombos (HOVEN et al., 2007). Devido a isto, pode-se perceber que o filme de
quitosana natural apresentou uma quantidade maior de plaquetas aderidas na superficie do que
os outros filmes. De fato, a quantidade de plaguetas impediu a contagem destas, pois muitas ja
se encontravam formando trombos.

A blenda quitosana/carragenana 25:75 foi o filme que apresentou uma menor
quantidade de plaquetas aderidas entre os filmes estudados. Isso pode ser explicado devido a
presenca de grupos SOs presentes na estrutura da carragenana (OPOKU, QIU e DOCTOR,
2006) e uma menor quantidade de quitosana em sua composicdo (CARNEIRO et al., 2013).
Grupos sulfatos séo citados na literatura como capazes de diminuirem a adsorcéo de proteinas
plasmaticas (albumina sérica humana, fibrinogénio e IgG majoritariamente) que séo
responsaveis pelo inicio da cascata de coagulacdo (HOVEN et al., 2007). Estes grupos séo
utilizados por varios pesquisadores na tentativa de sintetizar uma substancia ndo toxica com

propriedades anticoagulantes proximas as da heparina, um dos produtos mais utilizados como
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anticoagulante, e que tenham um custo de producdo mais baixo, pois a heparina € muito cara
devido as etapas de purificagdo que se fazem necessarias para obté-la (JAYAKUMAR et al.,
2007).

Figura 18 - Aspecto dos filmes apds ensaio de adesdo plaquetéria

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) Quitosana natural; (B) Quitosana sulfonatada; (C)
Blenda quitosana/carragenana 25:75 (v/v); (D) Blenda quitosana/carragenana 50:50
(v/v); (E) Blenda quitosana/carragenana 75:25 (v/v).
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Carneiro et al. (2013) e Lima et al. (2013) realizaram estudos de adsorcéo de
proteinas utilizando filmes de quitosana, natural e sulfonatada, e blendas de quitosana e
carragenana. Os resultados obtidos por Carneiro et al. (2013) mostram que 0 aumento de
quitosana na composicédo das blendas leva a uma maior interacdo da quitosana (efeito atrativo)
do que da carragenana (efeito repulsivo) com as proteinas plasméticas. Lima et al. (2013)
demonstram que a modificacdo quimica da quitosana diminui a disponibilidade de grupos
aminos protonados, além de aumentar a carga negativa da quitosana. Estes dois efeitos
combinados levam a uma menor adsorcdo de proteinas pela quitosana sulfonatada quando
comparada com a quitosana natural.

Periayah et al. (2013) estudaram o efeito de varios derivados de quitosana na
inducdo da adesdo e agregacdo plaquetaria. Os resultados encontrados mostram que
oligoquitosana, uma forma de quitosana com cadeia mais curta, induziu a formacdo de
coagulos de forma superior quando comparada com outros derivados. A quitosana é capaz de
ativar a rota intrinseca de coagulacdo. Além disso, os resultados sugerem que a relacdo entre a
quitosana e a adesdo e agregacdo plaquetdria existe de uma maneira dependente de
concentracdo, dose e tempo. Isto ocorre porque os efeitos da quitosana na coagulacdo ndo sdo
apenas interagdes fisicas (propriedades de superficie), mas também sdo relacionados com a
estrutura quimica da quitosana, em especial 0os grupos amino. Os grupos amino sao
importantes para a agregacdo plaquetaria e, por consequéncia, a formacdo de trombos
(OKAMOTO et al., 2003).

A quitosana sulfonatada apresentou uma grande reducdo no nimero de plaquetas
aderidas quando comparada coma quitosana natural. Isto pode ser explicado pela presenca dos
grupos SOs, presentes na estrutura do anel de furano, que séo descritos na literatura como
capazes de reduzir a adsorcdo de proteinas responsaveis pelo inicio da cascata de coagulacdo
(HOVEN et al., 2007; AMIJI, 1998). Estes grupos sdo utilizados para se obter superficies
negativamente carregadas similares a da heparina (JAYAKUMAR et al., 2007), um dos
anticoagulantes mais utilizados. Lima et al. (2013) demonstraram que a modificacdo da
quitosana diminui a disponibilidade grupos amino protonados e aumentam a carga negativa
total da quitosana. Este fato pode contribuir para a diminui¢cdo da adsorcdo de proteinas
plasmaticas e do nimero de plaquetas aderidas.

O mecanismo pelo qual a heparina atua na cascata de coagulacdo é baseado na
adsorcdo de antitrombina, que neutraliza a amidolise da trombina e o fator Xa, atraves da

antitrombina-111 (KEUREN et al., 2003). Alguns estudos sobre a amidolise da trombina
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avaliaram a influéncia da carragenana na inibicdo da trombina. Os resultados obtidos
mostraram que a carragenana inibe a amiddlise da trombina tanto através da antitrombina-I11
quanto que diretamente (KINDNESS, LONG e WILLIAMSON, 1980). Jurd et al. (1995)
estudaram a influéncia do contetdo de sulfato de polissacarideos sulfatados na coagulacdo
sanguinea. Os resultados obtidos mostraram que os grupos sulfatos desempenham um papel
importante como anticoagulante potencializando a expressdo do cofator heparina I, um
inibidor de serino proteases, que inibe a trombina e o fator l1la. Embora este mecanismo néo
diminua a adesividade plaquetaria, ele inibe fortemente a agregacao plaquetaria, 0 que vem a
reduzir a formacgéo de codgulos (SHANMUGAM e MODY, 2000).

Os resultados obtidos seguem o padrdo apresentado, sendo as blendas
quitosana/carragenana 25:75 e 50:50 e a quitosana sulfonatada os filmes que apresentaram
uma menor quantidade de plaquetas aderidas. A contagem de particulas para cada amostra,

quando possivel, € mostrada na Figura 19.

Figura 19 - Contagem de plaquetas
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Quitosana sulfonatada Quitosana/carragenana 25:75 Quitosana/carragenana 50:50

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.2 Microscopia de forga atdbmica

Técnicas de microscopia Optica sdo amplamente utilizadas para visualizacdo de
células em superficies. Apesar de serem técnicas simples, o limite de difracdo torna-se a
grande desvantagem desses meétodos. Com o intuito de superar essa dificuldade, muitos
pesquisadores passaram a utilizar microscopia eletronica de varredura (MEV) para
visualizacdo de material biologico na superficie de biomateriais (BUSCH et al., 2014; ZHOU
et al., 2014; PERIAYAH et al., 2013; YE et al., 2010). Embora seja uma técnica avancada e
eficaz, a MEV requer preparo das amostras que ndo garantem a viabilidade celular
(KARAGKIOZAKI et al., 2009; KARAGKIOZAKI et al., 2008). A microscopia de forca
atbmica (MFA) desponta como um método ndo destrutivo que permite analisar em tempo real
a interacdo de plagquetas com o biomaterial sem a necessidade de preparacdo mais elaborada.
Desta forma, é possivel visualizar, em resolucdo nanométrica, as plaquetas em seu estado
nativo, sem marcadores, e em seu ambiente por horas sem que haja dano as plaquetas.

Foram feitas imagens dos filmes estudados antes e apds o0 ensaio de adeséo
plaquetaria. Pelas imagens obtidas, pode-se verificar resultados que corroboram os
encontrados na microscopia confocal. Em todas as imagens obtidas foi possivel verificar a
presenca de trombos na amostra de quitosana natural. Este resultado est4 de acordo com o
apresentado no item 4.3.1 e mais uma vez ratifica o efeito trombogénico da quitosana. A
Figura 20 mostra a superficie da quitosana natural antes do contato com o sangue. Pode-se
observar uma superficie regular, com rugosidade de 134,375 + 105,922 nm. Comparando com
a Figura 21, obtida ap6s o contato da quitosana natural com o sangue, pode-se observar
alteracdes tanto na topografia quanto com a rugosidade, que aumentou para 1.086,655 +
189,779 nm devido a deposicao de material bioldgico.

Enquanto a quitosana natural apresentou um grande aumento na rugosidade apos
0 contato com sangue, a quitosana sulfonatada mostrou um aumento mais ameno, tendo sua
rugosidade aumentada de 141,05 + 144,73 nm para 202,37 £ 12,70 nm apds o ensaio de
adesdo plaquetaria. Através da Figura 22 pode-se constatar a presenga de leves ‘depressoes’
na superficie da quitosana sulfonatada, o que gera uma superficie mais rugosa que a quitosana
natural. Este aumento da rugosidade pode estar relacionado com os efeitos de repulsédo e
atracdo da cadeia polimérica devido a sulfonatagdo (LIMA et al., 2013).

A Figura 23 mostra leve aumento destas ‘depressdes’ na superficie do filme de

quitosana sulfonatada. Essa alteracdo pode ser atribuida ao material plasmatico que pode ter
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se depositado sobre a superficie do filme. Este material, porém, ndo representa a adesdo de
plaquetas ou a formac&o de trombos, como podemaos verificar através das imagens de friccao.

Figura 20 - Quitosana natural antes do contato com sangue

150.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21 - Quitosana natural ap6s contato com sangue

2541.9 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 22 - Quitosana sulfonatada antes do contato com sangue

150.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 23 - Quitosana sulfonatada ap6s contato com sangue

500.0 nm

250.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Um comparativo entre as imagens de friccdo das amostras de quitosana (Figura
24), natural e sulfonatada, antes e apds a adesdo plaquetéria, deixa claro o comportamento

esperado neste tipo de imagem quando ha a presenca de plaquetas aderidas.

Figura 24 - Comparacdo entre imagens de friccdo da quitosana, natural e
sulfonatadas, antes e apds contato com sangue

P

"'t
S

o ™~

Fonte: Elaborada pelo autor. (1) Quitosana natural; (2) Quitosana sulfonatada;
(A) Antes do contato com sangue; (B) Ap6s contato com sangue.
Micrografias com 10um de lado.

Ao percorrer a amostra, a sonda provoca pequenas tor¢des no cantilever de acordo
com a resisténcia encontrada na superficie. As imagens geradas por estas tor¢cdes possuem um
padrdo de linhas que seguem praticamente a mesma direcdo (Figura 24-1A). Quando ha a
presenca de plaquetas ou trombos na superficie, a sonda passa a gerar tor¢des mais severas no
cantilever, como resultado tem-se o desenho de linhas em vérias dire¢cdes e com intensidades
diferentes (Figura 24-1B). Este padrdo ndo é observado nas imagens referentes a quitosana
sulfonatada. No entanto, é preciso ressaltar que, embora a Figura 24-2B mostre que pequeno

aumento da rugosidade da quitosana sulfonatada pode estar relacionado com a deposi¢édo de
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material sanguineo sem que haja a formacdo de trombos, foram encontradas plaquetas
aderidas a superficie dos filmes de quitosana sulfonatada.

A Figura 25 mostra plaquetas em estado ativado. E possivel observar as projeces
de actina citoplasmatica, essencial para a mudanca morfolégica e agregacdo
(KARAGKIOZAKI et al., 2009). As plaquetas, em sua forma natural, ndo ativada, séo
caracterizadas por sua forma discoide e auséncia de pseudépodes. Ao entrarem em contato
com a superficie do biomaterial e ativarem, elas comecam a projetar o hialoplasma formando
pseudopodes, que sdo chamados de filépodes. Com essa modificacdo em seu formato, as
plaquetas aumentam sua &rea e expdem uma superficie de fosfolipideos para fatores de
coagulacdo que necessitam destes, além de liberarem granulos através da degranulacéo, o que
ird recrutar e ativar plaquetas adicionais (KARAGKIOZAKI et al., 2008).

Figura 25 - Imagem de deflexdo da quitosana sulfonatada mostrando
agregados plaguetarios e filépodes

10.0 nm

5.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor. A seta preta indica um agregado de
plaguetas. A seta branca mostra um filopode originado em um
agregado plaquetario.
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As Figuras 26 e 27 trazem imagens de deflex&o da blenda quitosana/carragenana
75:25 antes e apds contato com sangue. E possivel verificar a presenca de plaquetas ativadas

na superficie do filme (Figura 27).

Figura 26 - Imagem de deflexdo para a blenda
quitosana/carragenana 75:25 antes do contato com sangue

1.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 27 - Imagem de deflexdo para a blenda
quitosana/carragenana 75:25 ap0s contato com sangue

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor. O circulo azul destaca a presenca
de quatro plaquetas em estado ativado. E possivel ver a
alteracdo de formato e aparecimento dos filopodes.
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Em seus trabalhos, Karagkiozaki et al. (2009, 2008) realizaram o estudo de
adesdo plaquetéaria em superficies de um filme de carbono amorfo hidrogenado e nitreto de
titinio. Nos resultados, € possivel observar estruturas semelhantes as apresentadas aqui,
plaquetas ativadas com a projecédo de filopodes.

As Figuras 28 e 29 trazem a blenda quitosana/carragenana 50:50 antes e ap6s
contato com o sangue, respectivamente. E possivel observar uma grande deposicdo de
material bioldgico. A Figura 30 traz a imagem de friccdo resultante da Figura 29. As setas
indicam estruturas que possivelmente sejam plaquetas. O formato discoide e auséncia de
filépodes da estrutura indicada pela seta vermelha sugere uma plaqueta que esta apenas
aderida a superficie, enquanto que a estrutura indicada pela seta preta pode ser uma plaqueta

iniciando o estado de ativacao.

Figura 28 - Imagem de deflexdo para blenda
guitosana/carragenana 50:50 antes do contato com sangue
g, ‘ "v:"\," ’ % 1.5 nm
'P"{'\.z-'h o 22 it
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Gy i
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0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 29 - Imagem de deflexdo para blenda quitosana/
carragenana 50:50 ap0s contato com sangue

15.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 30 - |Imagem de friccdo da blenda
quitosana/carragenana 50:50 ap0s contato com sangue

Fonte: Elaborada pelo autor. A seta vermelha indica uma
possivel plaqueta em estado ndo ativado (morfologia
circular). A seta preta indica uma plaqueta ativada
(morfologia ameboide).
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As Figuras 31 e 32 sdo referentes a blenda quitosana/carragenana 25:75 antes e
apos contato com sangue, respectivamente. De forma similar a blenda quitosana/carragenana
50:50, pode-se observar uma grande deposicao de material sanguineo sobre a superficie. Ao
analisarmos a imagem de friccdo (Figura 33), pode-se ver que ndo se trata de um trombo,
sendo possivelmente proteinas. De fato, os resultados apresentados por Carneiro et al. (2013)
mostram que este € 0 comportamento esperado pelas blendas estudadas.

A x-carragenana possui um alto grau de intumescimento, 0 que aumenta a
porosidade e area superficial, gerando canais que favorecem a penetracdo de proteinas. Aliado
a isso, temos a rugosidade destes filmes que aumenta de acordo com a quantidade de
carragenana em sua composic¢ao. A coacervagao entre 0s grupos sulfato e amino ocasiona a
combinacdo das cadeias, com exclusdo de agua e reducdo do volume ocupado pelos
polimeros, levando a formacéo de poros localizados.

Os resultados obtidos para a adesdo plaquetaria analisada por MFA estdo
condizentes com aqueles encontrados nas andlises por confocal. O filme de quitosana
apresentou trombos em sua superficie, enquanto que as outras amostras apresentaram

plaquetas, sendo algumas ativadas, sem, contudo, estarem formando trombos.
Figura 31 - Imagem de deflexdo da blenda quitosana/

carragenana 25:75 antes do contato com sangue

2.0 nm

.0 nm

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 32 - Imagem de deflexdo da blenda quitosana/
carragenana 25:75 ap6s contato com sangue

Y% N
A

0.0 nm

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 33 - Imagem de friccdo da blenda
quitosana/carragenana 25:75 ap0s contato com sangue
- ~ o . ,# ’

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Ensaio de calcificacao

Foram realizados testes com as amostras de quitosana, quitosana sulfonatada,
carragenana e trés tipos de blendas quitosana/carragenana: 25:75, 50:50, 75:25 (v/v).

Durante a primeira troca de SBF do ensaio de calcificacdo, foi observado que o
filme de carragenana, preparado com KCI como agente de reticulagdo, se dissolvia no SBF
quando submetido as condic¢Ges do ensaio. Inicialmente, imaginou-se que isto ocorria devido
a forca idnica presente na solucdo de SBF, pois esta apresenta uma grande variedade de sais
dissolvidos que poderiam deslocar os jons K* responsaveis pela insolubilidade do filme de
carragenana.

Entdo se procedeu a utilizacdo de glutaraldeido e epicloridrina como agentes de
reticulacdo. Os filmes reticulados com epicloridrina e glutaraldeido foram deixados em
repouso de 24h em solucdo de SBF para verificar se ocorreria solubilidade dos filmes. Os
filmes reticulados com glutaraldeildo com tempos de contato de 2, 5, 10 e 15 minutos ndo
apresentaram estabilidade no SBF e se dissolveram. Os filmes reticulados com glutaraldeido
com tempos de contato de 30 e 60 minutos permaneceram insoluveis, assim como o filme
reticulado com epicloridrina. Optou-se por utilizar o filme reticulado com glutaraldeido com
tempo de contato de 60 minutos para se ter uma margem de seguranga maior quanto a
estabilidade da reticulagéo.

Ao se proceder ao ensaio de calcificacdo, os filmes de carragenana reticulados
tanto com epicloridrina quanto com glutaraldeido também se dissolveram. A variavel
diferente entre o teste de solubilidade feito com os filmes reticulados com glutaraldeido e o
ensaio de calcificacédo foi a temperatura, 25°C e 37°C, respectivamente.

Na literatura, a carragenana é reportada como um gel termorreversivel (PHILLIPS
e WILLIAMS, 2009) capaz de formar um gel firme e rigido quando resfriada, sobretudo na
presenca de ions de potassio. Em temperaturas elevadas, o polimero estd presente como
serpentinas aleatorias. Conforme vai arrefecendo, a carragenana passa a formar duplas
hélices, seguida pela agregacédo destas duplas hélices de modo a formar uma rede polimérica
infinita (FARAHNAKY et al., 2013). A agregacdo é intensificada com a adi¢do de ions
potéssio que diminui a repulsdo entre as cadeias e promove a agregacao das duplas hélices,
mantendo-se sélida na temperatura ambiente. Porém, a rede de gel € capaz de se dissolver
quando a temperatura chega a apenas 5°C acima da temperatura de gelificagdo (PHILLIPS e

WILLIAMS, 2009). Além disso, a presenca de ions de s6dio em concentracdes elevadas é
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capaz de induzir a transi¢ao conformacional na k-carragenana, revertendo a conformacéo de
dupla hélice para serpentina aleatdria (FARAHNAKY et al., 2013). No caso estudado, a
solucdo de carragenana geleificava ao atingir a temperatura ambiente (25°C) e o ensaio foi
conduzido a 37°C, perfazendo uma diferenca de 12°C, com uma concentragio de Na* de 142
mol/L, o que foi suficiente para dissolver os filmes. Por este motivo, nos outros ensaios néo
foram utilizados filmes de carragenana.

Este efeito ndo foi observado nas blendas de quitosana e carragenana devido a
interacdo eletrostatica que ocorre entre 0s grupos amino da quitosana e os grupos sulfato da
carragenana (PHILLIPS e WILLIAMS, 2009; PINHEIRO et al., 2012).

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura

Pelas micrografias, € possivel observar a formacdo de depositos sobre os filmes
estudados. Estes depositos apresentam tamanho de aproximadamente 2,5 um (Figura 34),
podendo, em alguns casos, apresentarem tamanhos maiores. A forma arredondada dos
depdsitos, bem como sua estrutura e tamanho, sdo condizentes com aqueles encontrados em
outros estudos de calcificacdo in vitro (BEPPU, 1999; AIMOLI, 2007; WESKA, 2009).

Através das micrografias é possivel observar depdsitos bem definidos formados
nos filmes de quitosana natural e sulfonatada (Figuras 35 e 36). As blendas apresentaram
nenhum ou poucos depdsitos formados (Figuras 37, 38 e 39).

4.3.2 Microanélise elementar

A anélise de EDS mostrou a presenca de Na, C, K e O para todas as amostras,
além de S para as amostras das blendas e quitosana. Foram realizadas medidas de EDS
pontual e por area nas amostras de quitosana, tanto natural quanto sulfonatada. Nas amostras
das blendas foram realizadas apenas analises pontuais. Os resultados para a porcentagem de

calcio obtida para os filmes de quitosana natural e sulfonatada encontram-se na Tabela 3.
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Figura 34 - Tamanho médio dos depositos formados durante ensaio de calcificagdo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 — Microanalise elementar de céalcio por area e pontual

% Ca
Area Pontual
Média Desvio Média Desvio
padrédo padrdo
Quitosana natural 0,125 0,08 12,79 8,61
Quitosana sulfonatada 0,093 0,03 5,54 8,13

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na analise pontual, o valor percentual de célcio obtido para a quitosana natural é

de 2,3 vezes o valor encontrado para a quitosana sulfonatada, enquanto que na analise por

area, o valor obtido para a quitosana natural é aproximadamente 1,3 vezes maior do que 0

valor da quitosana sulfonatada. Esta diferenca pode estar relacionada a quantidade de NaCl

adsorvido na superficie dos filmes analisados mostrando (AIMOLI, 2007). Através da analise

de EDS, foi possivel verificar que a maioria dos depoésitos formados ndo continha fésforo, o

que pode indicar que ndo houve formacdo de hidroxiapatita, que € a fase mineral encontrada
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no processo de calcificacdo de préteses e aparelhos implantados (BEPPU, 1999), sendo os
depdsitos possivelmente de cloreto de sddio, carbonato de célcio ou magneésio, quando estes
elementos estdo presentes. A quantificacdo percentual de carbono foi excluida em todas as
analises.

As Figuras de 40 a 44 mostram os pontos selecionados para as analises pontuais
de EDS. Nos pontos analisados para a blenda quitosana/carragenana 50:50 néo foi indicada a
presenca de calcio ou de fésforo. Nestes pontos, foram encontrados apenas oxigénio, sodio e
cloro. Os depositos, quando encontrados, sdo basicamente NaCl. Para as amostras de
quitosana sulfonatada e blenda quitosana/carragenana 75:25 foram encontrados, além
daqueles presentes na blenda quitosana/carragenana 50:50, os elementos célcio e magnésio.
As médias para estes dois elementos foram, respectivamente, 5,54% e 1,88% para quitosana
sulfonatada e 10,93% e 0,55% para blenda quitosana/carragenana 75:25.

Nas amostras de quitosana natural e blenda quitosana/carragenana 25:75 foi
possivel observar a presenca de fésforo, em adicdo aos elementos encontrados nas outras
amostras. Os valores médios para calcio e fésforo nestas amostras foram, respectivamente,
12,79% e 1,49% para a quitosana natural e 6,02% e 5,33% para a blenda
quitosana/carragenana 25:75.

A razdo Ca/P para os pontos das amostras que mostraram a presenca de fosforo
foi de 0,11, para a blenda quitosana/carragenana 25:75, e 2,78, para a quitosana natural. Na

Tabela 4, estdo relacionados valores da razdo Ca/P para diversos tipos de fosfatos de célcio.

Tabela 4 - Razdo Ca/P para diversos tipos de fosfatos de calcio

Razdo Ca/P Nome Férmula
2,0 Fosfato tetracalcio Ca;O(PO,)2
1,67 Hidroxiapatita Cayo(PO4)s(OH),
1,50 Fosfato tricalcio (a, B, y) Caz(PO,)2
1,33 Fosfato octacalcio CagH2(P0O4)6-5H,0
1,00 Fosfato dicalciodihidratado ou Brushita CaHPO,4-2H,0
1,00 Fosfato dicalcio anidro ou Monetita CaHPQO,
1,00 Pirofosfato de célcio (a, B, v) CayP,07
1,00 Pirofosfato de célcio dihidratado Ca,P,0;-2H20
0,7 Fosfato heptacélcio Ca7(Ps05)2
0,5 Metafosfato de calcio (a, B, v) Ca(POs3);

Fonte: Aimoli, 2007.

Pelo valor obtido da razdo Ca/P da quitosana natural, pode-se ter a presenca de

hidroxiapatita entre os depdsitos formados.
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Figura 35 - Micrografias eletronicas de varredura de filmes de quitosana natural apds
calcificagcdo em SBF

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) Magnificacdo de 1.000 vezes. (B) Magnificacdo de
3.000 vezes.
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Figura 36 - Micrografias eletrénicas de varredura de filmes de quitosana sulfonatada
apos calcificacdo em SBF

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) Magnificacdo de 1.000 vezes. (B) Magnificacdo de
3.000 vezes.
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Figura 37 - Micrografias eletronicas de varredura da blenda quitosana/carragenana
25:75 (v/v) apés calcificacdo em SBF

Fonte: Elaborada pelo autor.(A) Magnificacdo de 1.000 vezes. (B) Magnificacdo de
3.000 vezes.
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Figura 38 - Micrografias eletronicas de varredura da blenda quitosana/carragenana
50:50 (v/v) ap6s calcificacdo em SBF

N

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) Magnificacdo de 1.000 vezes. (B) Magnificacdo de
3.000 vezes.
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Figura 39 - Micrografias eletronicas de varredura da blenda quitosana/carragenana
75:25 (v/v) apés calcificacdo em SBF

Fonte: Elaborada pelo autor. (A) Magnificacdo de 1.000 vezes. (B) Magnificagdo de
3.000 vezes.
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Figura 40 - Pontos selecionados para anélise de EDS da quitosana
natural

40pm
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 41 - Pontos selecionados para analise de EDS da quitosana
sulfonatada

40pm
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 42 - Pontos selecionados para analise de EDS da blenda
quitosana/carragenana 25:75

i
Spectrum 258

; 40pm
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 43 - Pontos selecionados para analise de EDS da blenda
quitosana/carragenana 50:50

¢ 40pm
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 44 - Pontos selecionados para anélise de EDS da blenda
quitosana/carragenana 75:25

40pm .
Fonte: Elaborada pelo autor.

O fenbmeno de calcificacdo ainda ndo esta bem elucidado. Pesquisas apontam que
a quitosana pode promover a calcificacdo devido a natureza nucledfila do &tomo de nitrogénio
(AIMOLI, TORRES e BEPPU, 2006). Por apresentar um par de elétrons livre, o nitrogénio
estaria livre para se ligar ao célcio formando um sitio de nuclea¢do. Outro fato importante é a
capacidade da quitosana em agir como um quelato para cations (FURLAN, FAVERE e
LARANJEIRA, 1996), o que poderia contribuir com o processo de nucleacdo do calcio e
promogéo da calcificacdo. Aimoli e Beppu (2006) citam a quitosana como um bom substrato
para a deposic¢do tanto em solugdes ricas em fdésforo, quanto naquelas pobres neste elemento.
Diversos trabalhos podem ser encontrados na literatura versando sobre a capacidade da
quitosana de promover osteoinducdo e osteoconducdo de forma ordenada (MUZZARELLI et
al., 1994; YUAN et al., 2008; LEE et al., 2009; MORALES et al., 2014).

Embora a quitosana seja bastante utilizada na regeneracdo dssea, por oferecer
sitios para nucleacdo do calcio, alguns estudos apontam que a quitosana pode ser utilizada
como um agente anticalcificante de tecidos moles. Chanda (1994) realizou estudo in vivo do
efeito da quitosana sobre a calcificacdo de pericardio bovino previamente tratado com
glutaraldeido. Os grupos aldeido livres presentes no glutaraldeido sdo apontados como um
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dos fatores que acarretam a calcificagdo do pericardio bovino, sendo a rugosidade da sua
superficie o outro (CHANDA, 1994; NOGUEIRA et al., 2010). No estudo de Chanda (1994),
foi verificado que os grupos amino livres, presentes na estrutura da quitosana, podem se ligar
com os aldeidos da superficie da bioprétese, além de preencher os espacos dentre as fibrilas
de tropocolageno diminuindo a rugosidade da superficie. Estes dois fatores seriam
responsaveis pela diminuicdo da calcificagdo. Nogueira et al. (2010), realizando estudo
comparativo entre pericardio bovino ndo tratado e tratado com quitosana, chegaram a
resultados similares ao de Chanda (1994). A quitosana foi capaz de reduzir a calcificacdo
quando comparados 0s pericardios com e sem tratamento prévio com quitosana, ou seja, 0S
pericardios que foram tratados com quitosana apresentaram menor susceptibilidade a formar
depdsitos de célcio. O resultado foi atribuido a acdo da quitosana em preencher as
irregularidades da superficie tornando-a menos susceptivel a deposicdo de célcio. Nos filmes
de quitosana, a natureza catibnica dos grupos amino, presentes em sua estrutura, é apontada
como responsavel por diminuir o efeito de calcificacdo através de repulsdo eletrdnica.
(CHANDA, 1994; PARK et al., 1997; LEE et al., 2001).

Alguns estudos mostram que grupos carregados positivamente, tais como o grupo
amino, e fons, como AI** e Fe®*, sdo capazes de inibir o crescimento de cristais de
hidroxiapatita e repelem os ions de célcio, dificultando sua deposicdo sobre a superficie do
biomaterial. Pathak et al. (1990) compararam o efeito de duas matrizes poliméricas (Biomer e
Silastic 6605-41), com e sem liberacdo controlada de Fe** e AI**, sobre a calcificacdo de
pericardio bovino. Os resultados mostraram uma calcificacdo menor do pericardio revestido
(calcificacdo de 91,16% para Biomer e 96,67% para Silastic 6605-41) quando comparado
com o natural (calcificacdo 100%). Os resultados com a liberagdo controlada dos ions
mostraram uma reducdo em mais de 80% para a matriz de Silastic 6605-41 liberando qualquer
um dos ions estudados. A matriz de Biomer apresentou reducédo na calcificacdo de 38% e 60%
com a liberacdo de Fe** e AI**, respectivamente.

Desta forma, o filme de quitosana natural apresenta um mecanismo de retardo da
calcificacdo através da repulsdo eletrénica entre seus grupos amino e 0s ions de célcio
responsaveis pela formacéo dos nucleos de calcificagao.

Nas blendas, temos a presen¢a dos grupos sulfatos provenientes da estrutura da
carragenana. Estes grupos possuem natureza anionica e como tal apresentam afinidade por
cargas positivas. Desta forma, seria esperado que eles atraissem o0s atomos de calcio e

promovessem a calcificagdo. Porém, ndo foi o ocorrido. Como ja foi demonstrado, as blendas
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apresentaram poucos ou nenhum depdsito de célcio. Existem estudos que podem explicar este
fendmeno. Park et al. (1997) utilizaram 6xido de polietileno sulfonatado (PEO-SOs3) para
modificar a superficie de tecido bioprostético, observando que esta modificacao foi capaz de
reduzir o efeito da calcificagdo em valvula adrtica porcina. O mecanismo de a¢do envolvido
nédo estava elucidado no primeiro momento. Em outro estudo, Lee et al. (2001) enxertaram
PEO-SOs3 e heparina em pericardio bovino tratado com glutaraldeido e obtiveram resultados
que mostram a influéncia dos grupos sulfatados na calcificacdo. Estes resultados apontam
que, assim como na PEO-SO; e heparina, 0os grupos sulfato, presentes na carragenana, e
sulfonatos, presentes na quitosana sulfonatada, causam uma reducgéo localizada do pH,
aumentando a solubilidade dos compostos de célcio formados, retardando, assim, a formacao
dos ndcleos de céalcio nos estagios iniciais da calcificacdo (LEE et al., 2001; PARK et al.,
1997).

De fato, pode-se observar que as blendas e a quitosana sulfonatada sdo menos
propensas a formar depdsitos de calcio do que a quitosana natural. Isto pode ser explicado
pela forma sinergistica com a qual os dois mecanismos acima citados (repulsdo eletrdnica dos
fons Ca®* pelos grupos amino e diminuicéo localizada do pH gerada pelos grupos sulfatados)
agem nestes filmes, enquanto apenas a repulsdo eletronica age nos filmes de quitosana

natural.

4.3.3 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier

Foram realizadas analises de FTIR para todas as amostras antes e ap0s 0 ensaio de
calcificacdo. Para a quitosana natural, pode-se observar a presenca de bandas em torno de
1642 cm™, associado ao carbonil (C=O-NHR), em 1569 cm™, referente & vibracdo
proveniente dos grupos amino (-NH2), em 1372 cm™, devido a deformacdo assimétrica
angular do da ligacdo CH, em 1151 cm™, caracteristico da ligagdo glicosidica B (1-4) entre os
mondmeros da quitosana, em 1057 cm™, devido a vibracdo de alongamento da ligagdo C-O-C
presente no anel glicosidico, e em 1022 cm™ referente a ligacdo C-N. Para as blendas, além
destas bandas, pode-se observar a presenca de bandas em 1247 cm™, referente a vibracéo e
alongamento da ligacdo S=O presente nos grupos sulfatos, em torno de 1060 cm™, atribuido a
ligagdo glicosidica o (1-3) entre os mondmeros da carragenana, em 930 cm™, devido ao

mondmero de 3,6-anidrogalagtose, e em 846 cm™, referente a0 mondmero de galactose-4-
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sulfato. Na quitosana sulfonatada, pode-se observar as mesmas bandas encontradas na
quitosana natural com adicéo da banda em 817 cm™ atribuida a ligagdo C-O-S.

As Figuras 45 a 49 trazem a comparacao entre os espectrogramas de cada amostra
antes e apos o ensaio de calcificacdo. Através delas podemos observar que ndo ha mudancas
nas principais bandas das amostras, porém ha o surgimento de uma banda em 842 cm™ no
espectrograma da quitosana natural depois da calcificacdo (AIMOLI e BEPPU, 2006). Este
pico indica a presenca de HPO,* na amostra, o que reforca o resultado obtido na analise de
EDS.

Na literatura é relatado que o fosfato de célcio produz uma banda de absorcéo
entre 1200 e 1000 cm™ resultante do estiramento do grupo PO,*(vP-O) e da deformacéo
antissimétrica do grupo POs™. Os sinais va, v € v4 do grupo PO, ocorrem em 560 cm™, 1085
cm™ e 602 cm™, respectivamente (AIMOLI, 2007; BASKAR, BALU e KUMAR, 2011). A
auséncia dessas bandas caracteristicas nos espectros obtidos retifica que ndo houve formacéao
de fosfato de célcio nas amostras analisadas.

Ao serem comparados 0S espectrogramas obtidos para as amostras com um
espectrograma tipico da hidroxiapatita, como o encontrado em Ratner et al. (2004), pode-se
observar a auséncia da larga banda de absorcéo entre 1200 e 1000 cm™ caracteristica dos
fosfatos. Além disso, seria esperada a presenca de bandas de absorcéo largas e mal formadas
caracteristicas dos fosfatos amorfos de célcio, devido aos ions que ndo sofrem distorcGes
regulares como aconteceria em um reticulo cristalino (AIMOLI e BEPPU, 2006). Nas
amostras analisadas, apenas a quitosana natural apresentou a formacdo de fosfatos,
evidenciando o comportamento calcificante bastante relatado na literatura.

Ao serem comparados 0s espectrogramas obtidos para as amostras com um
espectrograma tipico da hidroxiapatita, pode-se observar a auséncia da larga banda de
absorcdo entre 1200 e 1000 cm™ caracteristica dos fosfatos. Além disso, seria esperada a
presenca de bandas de absorcdo largas e mal formadas caracteristicas dos fosfatos amorfos de
calcio, devido aos ions que ndo sofrem distor¢des regulares como aconteceria em um reticulo
cristalino (AIMOLI e BEPPU, 2006).
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Figura 45 — Espectrogramas de infravermelho da quitosana natural antes e depois do

ensaio de calcificacdo
Quitosana Natural antes
— Quitosana Natural depois
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 46 - Espectrogramas de infravermelho da blenda quitosana/carragenana 25:75

(v/v) antes e depois do ensaio de calcificagdo
Blenda 25:75 antes

—— Blenda 25:75 depois
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 47 — Espectrogramas de infravermelhodablenda quitosana/carragenana 50:50

(v/v) antes e depois do ensaio de calcificacdo
—— Blenda 50:50 antes
—— Blenda 50:50 depois
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 48 - Espectrogramas de infravermelho da blenda quitosana/carragenana 75:25

(v/v) antes e depois do ensaio de calcificagéo
— Blenda 75:25 antes

—— Blenda 75:25 depois
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 49 - Espectrogramas de infravermelho da quitosana sulfonatada antes e depois do

ensaio de calcificacdo

—— Quitosana Sulfonatada antes
Quitosana Sulfonatada depois
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Ensaio de revestimento

Os resultados de revestimento foram realizados no Laboratoire de Biomatériaux et

Bioingénierie da Université Laval. As analises de XPS, MFA e angulo de contato foram

realizadas nas amostras ap6s cada etapa de modificacdo de superficie.

4.4.1 Espectroscopia de Foto-Elétrons de raios-X (XPS)

A composicdo quimica do aco inoxidavel eletropolido, do ago ap6s o

recobrimento com dopamina, da superficie ap6s o grafting de PEGb e dos polimeros séo

mostradas na Tabela 5.

A andlise de XPS mostra que apos a formagdo do filme de polidopamina ndo ha

deteccdo de elementos metalicos. Isto se deve ao fato da dopamina se autopolimerizar nas

condi¢cdes do experimento (auséncia de luz, pH 8,6), formando um filme aderente de

polidopamina capaz de recobrir homogeneamente a superficie metélica, o que € evidenciado

pela porcentagem atdmica similar a composicéo tedrica da dopamina: 72,7% de C, 18,2% de
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0¢e9,1% de N (SAIDIN et al., 2013; YUAN et al., 2013; FAURE et al., 2013). Além disso, 0
surgimento de sinal em 397 eV, referente ao sinal N1s, o aumento do sinal C1s e a diminuigao
do sinal Ols, concomitantemente, contribuem para a afirmacdo de que a dopamina foi

depositada com sucesso sobre a superficie metalica.

Tabela 5 - Composi¢do quimica por XPS das amostras de aco inoxidavel eletropilida e apds
reacdo com dopamina PEGb e quitosana natural e sulfonatada

Porcentagem atomica (%)
Amostra
C 0] N S Cr Fe
Ss 258+514 | 532+144 - - 11,3+2,08 | 9,7+2,46
SS-Dopa 69,6 0,60 | 23,4+040 | 7,0+0,15 - <0,1 <0,1
SS-Dopa-PEGb 70,3+0,65 | 22,6+0,66 | 6,9+0,06 - <0,1 <0,1
SS-Dopa-PEGh-Chi 61,7+1,46 | 31,1+1,15 | 7,1+0,25 - <0,1 <01
SS-Dopa-PEGb-SChi | 67,0+0,65 | 249+045 | 700,17 | 0,9+0,06 <0,1 <0,1

Fonte: Elaborada pelo autor. SS — a¢o inoxidavel; SS-Dopa — ago inoxidavel recoberto com
dopamina; SS-Dopa-PEGb — acgo inoxidavel recoberto com dopamina e grafting de PEGb; SS-
Dopa-PEGb-Chi — ago inoxidavel recoberto com dopamina e grafting de PEGb e quitosana
natural; SS-Dopa-PEGb-SChi — a¢o inoxidavel recoberto com dopamina e grafting de PEGb e
quitosana sulfonatada.

A anélise de composicdo quimica ndo mostrou diferencas entre a superficie
revestida de dopamina e a superficie apds a modificacdo com PEGb, devido a estrutura do
PEGb ser composta apenas de C e O e ao fato de que o PEGb néo se liga formando uma
camada sobre a superficie de dopamina, mas se liga para formar hastes sobre a superficie.
Porém, a curva ajustada do espectro de alta resolucdo de Cls da superficie recoberta com
dopamina apresenta picos em 285,0 e 286,5 eV, referentes aos pares de ligacées C-C; C-H e
C-O; C-N, respectivamente. O surgimento de um pico em 288,8 eV, referente a ligacédo
C=0ONH, no espectro de alta resolugdo de C1ls indica a ligacdo entre o grupo amino da
dopamina e o grupo carboxil do PEGDb.

Ao se comparar a superficie modificada por dopamina com a superficie da
quitosana natural apds o grafting observa-se uma reducdo na porcentagem atdmica de carbono
de 70,3 £ 0,65 para 61,7 £ 1,46 um aumento na porcentagem atémica de oxigénio de 22,6 +
0,66 para 31,1 + 1,15. Estas alteracbes mostram que o polimero foi fixado com sucesso sobre

a superficie. Além disso, ha um deslocamento na curva ajustada do espectro de alta resolucéo
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de C 1s, com reducdo do pico em 285,0 eV e aumento do pico em 286,5 eV, indicando uma
diminuicdo das ligacdes C-C; C-H, presentes em grande quantidade na dopamina e no PEGb,
com aumento simultaneo das ligacGes C-O; C-N, que estdo presentes em grande ndmero nos
anéis glicosidicos que formam a quitosana.

Entre as quatro estruturas usadas no grafting (dopamina, PEGb, quitosana natural
e quitosana sulfonatada), a quitosana sulfonatada € a que mais se diferencia das outras devido
a presenca do grupo sulfonato em sua estrutura. Esta diferenca facilita a visualizacdo de
mudangas na composicdo quimica da superficie. O surgimento de um sinal em 168 eV no
espectro de pesquisa é atribuido ao sinal S2p. A composi¢do quimica da superficie apds o
grafting da quitosana sulfonatada mostra uma variagdo nas concentracfes de carbono e
oxigénio quando comparada com a composic¢ao quimica da superficie modificada com PEGD,
porém estas variacdes sdo mais sutis do que aquelas da quitosana natural. Contudo, tem-se a

contribuicdo do enxofre na composicao quimica, apresentando um percentual de 0,9 + 0,06.

4.4.2 Microscopia de Forga Atdmica

A morfologia de superficie do aco inoxidavel eletropolido, do aco apds o
recobrimento com dopamina, da amostra apos o grafting de PEGb e com os polimeros sdo
mostradas na Figura 50. A rugosidade RMS para cada amostra é apresentada na Tabela 6.

O processo de eletropolimento produziu uma superficie suavemente polida e
hidrofilica onde é possivel observar os limites de grdos (Figura 50A). A altura méxima
observada na superficie de aco inoxidavel eletropolida foi de 181,4 nm e a altura média foi de
46,6 nm. A rugosidade RMS para esta superficie foi de 15,17 nm. Apds a deposicdo e
polimerizacdo da dopamina sobre a superficie, pode-se observar um aumento na altura
maxima para 912,0 nm e altura média de 304,4 nm. Este aumento na altura pode estar
relacionado com a forma através da qual a dopamina se autopolimeriza, formando uma rede
polimérica complexa com grupos catecdis livre, 0 que por sua vez forma nodulos densos por
toda a superficie de dopamina (FAURE et al., 2013; JIN et al., 2014). O aumento da
rugosidade RMS para 56,51 nm evidencia a ligacdo da dopamina com a superficie metalica.
N&o é mais possivel perceber os contornos de grdo. Quando é feito o grafting do PEGb, a
altura maxima sobe para 937,2 nm porém a altura média cai para 204,5 nm. A rugosidade

RMS sobe ainda mais atingindo 70,34 nm, a maior observada durante o experimento.
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Figura 50 - Morfologia das superficies apos eletropolimento, recobrimento com dopamina,
grafting com PEGDb e quitosana natural e sulfonatada

86,1

Elaborada pelo autor. A — aco inoxidavel; B — aco inoxidavel recoberto com dopamina; C —
aco inoxidavel recoberto com dopamina e grafting de PEGb; D — aco inoxidavel recoberto
com dopamina e grafting de PEGb e quitosana natural; E — aco inoxidavel recoberto com
dopamina e grafting de PEGb e quitosana sulfonatada.
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Tabela 6 — Rugosidade RMS das amostras de aco inoxidavel antes e ap0s reacdo com
dopamina, PEGD e quitosana natural e sulfonatada

Amostra Rugosidade RMS Desvio padréo
SS 15,17 7,81
SS-Dopa 56,51 5,74
SS-Dopa-PEGb 70,34 7,37
SS-Dopa-PEGb-Chi 65,02 4,15
SS-Dopa-PEGb-SChi 18,41 3,65

Fonte: Elaborada pelo autor. SS — aco inoxidavel, SS-Dopa — aco inoxidavel
recoberto com dopamina; SS-Dopa-PEGb — aco inoxidavel recoberto com dopamina
e grafting de PEGb; SS-Dopa-PEGb-Chi — a¢o inoxidavel recoberto com dopamina e
grafting de PEGb e quitosana natural; SS-Dopa-PEGb-SChi — acgo inoxidavel
recoberto com dopamina e grafting de PEGb e quitosana sulfonatada.

O grafting da quitosana natural ocasiona uma reducdo na altura méxima para
806,1 nm e da altura média para 187,3 nm. A rugosidade RMS ap0s a formacédo da camada de
quitosana foi de 65,02. Ja para a quitosana sulfonatada, a altura maxima encontrada foi de
390,1 nm, menos da metade da altura méxima observadas nas superficies de dopamina, PEGb
e quitosana natural, e altura média de 81,1 nm, bem inferior as alturas médias das trés
superficies anteriores. Esta diferenca pode ser resultante de conformacdo das cadeias de
quitosana para se acomodar sobre a superficie (MARTIN et al., 2008). A rugosidade RMS
para a quitosana sulfonatada foi de 18,41. E importante ressaltar as diferencas morfoldgicas
quando sdo comparadas as superficies de filmes e as superficies ap6s grafting. Enquanto a
quitosana natural forma um filme menos rugoso do que a quitosana sulfonatada, 0 mesmo
padrdo ndo € observado quando os polimeros séo fixados pelo grafting. Isto talvez ocorra pela
mobilidade que o polimero tem em solucdo, podendo se arranjar de forma a diminuir a
repulsdo dos grupos sulfonatos presente na estrutura. Esta repulsdo é apontada como
responsavel pelo aumento da rugosidade em filmes de quitosana sulfonatada (LIMA et al.,
2013).

As alteracOes de rugosidade estdo de acordo com o apresentado pela literatura.
Yuan et al. (2013) observaram um aumento na rugosidade da superficie metélica ap0s o
grafting de quitosana natural quando comparada com a superficie sem tratamento. Saidin et
al. (2013) mostram em seu estudo que sucessivas modificagdes na superficie de uma amostra

de aco inoxidavel trazem varia¢Ges na rugosidade dessas superficies.
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4.4.3 Angulo de contato

Foram realizadas medidas de angulo de contato da superficie de ago inoxidavel
logo apos o eletropolimento, apds a formacdo da camada de dopamina, ap6s utilizacdo do
PEGDb e ap6s o grafting dos polimeros. Os valores médios obtidos em cada uma destas etapas

estdo na Tabela 7.

Tabela 7 - Angulo de contato das amostras de aco inoxidavel antes e apds
reacdo com dopamina, PEGD e quitosana natural e sulfonatada

Amostra Angulo de contato Desvio Padrao
SS 24,6 2,26
SS-Dopa 66,2 1,12
SS-Dopa-PEGhb 60,6 2,22
SS-Dopa-PEGb-Chi 67,2 0,67
SS-Dopa-PEGb-SChi 55,7 0,74

Fonte: Elaborada pelo autor. SS — aco inoxidavel; SS-Dopa — aco inoxidavel
recoberto com dopamina; SS-Dopa-PEGb — aco inoxidavel recoberto com
dopamina e grafting de PEGb; SS-Dopa-PEGb-Chi — aco inoxidavel
recoberto com dopamina e grafting de PEGb e quitosana natural; SS-Dopa-
PEGb-SChi — aco inoxidavel recoberto com dopamina e grafting de PEGb e
quitosana sulfonatada.

Através da andlise de angulo de contato verifica-se um aumento da
hidrofobicidade da amostra de ago inoxidavel quando é realizado o recobrimento com
dopamina. O eletropolimento utiliza uma solucdo eletrolitica para retirar a camada de
passivacdo do aco inoxidavel e criar uma camada rica em grupos hidroxil. Estes grupos sao
altamente polares, sendo responsaveis pelo baixo angulo de contado (YUAN et al., 2013). Ao
ser formada a de dopamina sobre o substrato, evidencia-se a diminuicdo da hidrofilicidade,
indicando a modificacdo da superficie. Esta reducdo da hidrofilicidade deve-se ao modo como
o catecol presente na dopamina se liga a superficie metalica, ligando-se aos grupos hidroxil e
deixando a superficie rica em —NH, que € menos polar, além de gerar saliéncias na superficie
(SAIDIN et al., 2013; YUAN et al., 2013; FAURE et al., 2013). Pode-se observar um
aumento na hidrofilicidade da superficie ap6s o tratamento com o PEGD. Isto evidencia que
houve alteracdo na superficie. O PEGDb possui grupos carboxilicos nas duas extremidades e

estes grupos sdo bastantes polares. Ao se fazer o grafting de PEGb sobre a superficie de
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dopamina, aumenta-se a polaridade da superficie e, com isso, sua hidrofilicidade. Du, Gao e
Li (2013) estudaram o efeito do grau de grafting de polietileno glicol monometil éter sobre a
hidrofilicidade de superficies de polissulfona. Os resultados obtidos mostram que o angulo de
contato diminui com o aumento do grau de grafting, chegando a metade do valor inicial
quando a quantidade de PEG chega a 48g/100g de polissulfona.

O angulo de contato da amostra apds grafting com quitosana foi maior do que o
obtido para a superficie modificada pelo PEGb e bastante préximo aos encontrados para a
superficie recoberta por dopamina. Isto mostra uma diminuicdo na hidrofilicidade em relacéo
a superficie modificada pelo PEGb, voltando a um patamar proximo ao da superficie de
dopamina, causado pela presenca dos grupos amino da quitosana. A quitosana é uma polibase
fraca, sendo seu grau de protonacdo dependente do pH e da forca idnica (YUAN et al., 2013).
Nas condicbes de grafting, o pH fica em torno de 4,7. Neste pH supde-se que a quitosana
esteja fracamente protonada, o que esta de acordo com o aumento do angulo de contato.

O resultado obtido para a quitosana sulfonatada mostra um decréscimo do angulo
de contato em relacdo a superficie modificada com PEGb. Este decréscimo sugere um
aumento da hidrofilicidade gerado pela presenca de grupos sulfonatos, inseridos na estrutura
da quitosana durante o processo de sulfonatacdo. Desta forma, fica evidente que o grafting de
quitosana sulfonatada.
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5 CONCLUSOES

Os filmes de quitosana sulfonatada e blendas de quitosana/carragenana, em
especial a blenda com 75% de carragenana, apresentaram reducdo na formacéo de depdsitos

de calcio e baixa adesdo plaquetaria quando comparados com os filmes de quitosana natural.

Atraveés dos resultados obtidos pode-se considerar que:

a) O filme de quitosana apresenta a maior transparéncia entre os filmes estudados
e é mais espesso que os filmes de carragenana e blendas. A modificacdo da
quitosana produz um filme levemente amarelado, devido ao agente sulfatante
utilizado, com uma espessura superior ao filme de quitosana natural, devido ao
efeito repulsivo gerado entre os grupos sulfonato introduzidos na estrutura.
Embora apresente boas qualidades reportadas na literatura, tais como
antitumoral, antiviral e anticoagulante, filmes de carragenana podem se
dissolver na presenga do sangue devido a temperatura deste no ambiente
fisioldgico. Este efeito ndo ocorre quando a carragenana estd formando um
complexo polieletrolitico com outro polimero que lhe confira estabilidade
térmica, como a quitosana no caso estudado. Nas blendas, € observado que a
opacidade aumenta a0 mesmo tempo que a espessura do filme diminui,
conforme a concentracdo de carragenana se eleva na composicdo, devido a
maior interacdo entre 0s grupos amina da quitosana e os grupos sulfato da
carragenana;

b) A adesdo plagquetaria mostrou que 0 aumento da concentracdo de carragenana
nas blendas diminui o efeito trombogénico da quitosana. A modificagdo da
quitosana resultou em uma superficie mais hemocompativel quando comparada
com a quitosana natural. Embora tenham apresentado plaquetas aderidas a
superficie, tanto a quitosana sulfonatada quanto as blendas ndo apresentaram a
formagéo de trombos. Isto esta relacionado a presenca de grupos sulfatados que
conferem a estes polimeros caracteristicas similares as da heparina;

c) A quitosana natural apresenta um perfil pro-calcificante bem mais acentuado
guando comparada com a quitosana sulfonatada. Isto é devido a
disponibilidade do grupo amino livre, na forma natural, que funciona como um
sitio de nucleacdo para o célcio. A presenca de grupos sulfato e sulfonatos nas
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d)

estruturas de carragenana e quitosana sulfonatada, respectivamente, causam um
efeito de dissolugcdo dos ndcleos de calcio formados nos estagios iniciais do
processo de calcificacdo. Desta forma, pode-se dizer que estes grupos conferem
uma propriedade anticalcificante a estes compostos;

O revestimento de a¢o inoxidavel usando dopamina como matriz organica gera
um recobrimento homogéneo com espessura suficiente para impedir a detecgédo
de metal por uma sonda de XPS. A utilizacdo de PEGb como agente de
crosslink permite tanto o grafting de quitosana natural quanto de quitosana
sulfonatada. O grafting de quitosana sulfonatada forma uma camada mais
suave do que a formada pela quitosana natural, possivelmente ocasionada por
um melhor arranjo entre as cadeias a fim de minimizar o efeito repulsivo

gerado pelos grupos sulfonatos.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Para trabalhos futuros podemos sugerir:

a)

Realizacdo de testes de viabilidade e proliferacdo celular visando uma
aplicacdo para os filmes estudados, seja esta em contato com o sangue, seja
como suporte de cicatrizacao;

Avaliar a biocompatibilidade dos filmes através de implante subcutaneo;
Estudar outras proporcdes de blenda para otimizar o efeito anticoagulante e
anticalcificante;

Estudar rotas alternativas para o processo de revestimento de superficies;
Realizar ensaios de coagulabilidade e calcificacdo nas matrizes metélicas

revestidas.
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