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RESUMO

Dispositivos médicos de contato com o sangue podem induzir diversos efeitos bioldgicos no
paciente, tais como a formacdo de trombos e ativacdo do sistema complemento. Uma
estratégia para evitar esses efeitos adversos é o revestimento dessas superficies com polimeros
hemocompativeis e ndo imunogénicos. Com isso, este estudo objetivou desenvolver filmes de
quitosana sulfatada com propriedades hemocompativeis para aplicacGes biomédicas. Filmes
de quitosana natural (QN) e sulfatada (QS) foram caracterizados por Andlise Elementar,
espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR), Ressonancia Magnética Nuclear de Préton e
Carbono (*H e '*C-RMN), Viscosimetria, Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC),
Microscopia Eletrénica de Varredura com Energia Dispersiva de raios-X (MEV/EDX),
Difracdo de Raio-X (DRX) e Analise termogravimétrica (TGA). Para estudar a
hemocompatibilidade dos filmes realizou-se o ensaio de adsorcdo de proteinas globulares
(BSA e Fibrinogénio), adesdo plaquetaria, atividade anticoagulante e citotoxicidade por LDH
(enzima lactato desidrogenase). Na andlise elementar pode-se verificar a presenca de enxofre
nos filmes sulfatados. Através do FTIR-ATR pode-se confirmar a modificacdo com o
surgimento de duas novas bandas em 1206 cm™ (S=0) e 794 cm™ (C-S-O), referentes a
grupos sulfatos. O filme QS6 apresentou maior grau de sulfatacdo (GS=1.37) e foi
selecionado para as analises subsequentes. A analise de RMN'H mostrou um grau de
desacetilacdo (GD) de 77% e 58%, respectivamente para a QN e QS. Através da andlise de
RMN™C, observou-se uma quitosana parcialmente 2,N-3,6,0-sulfatada. A massa molecular
(MM) das amostras foi 78.093 Da e 5.050 Da, para a QN e QS, respectivamente,
determinadas por viscosimetria. Superficies homogéneas e lisas foram observadas através das
imagens do MEV/EDX. O difratograma mostrou picos semicristalinos para a QN e estrutura
amorfa para a QS. Através da TGA, observou-se que a quitosana sulfatada teve uma reducéo
da sua resisténcia térmica, comparada com a QN. Os resultados da hemocompatibilidade
mostraram que a modificacdo quimica da quitosana foi capaz de reduzir a adsorcdo de BSA
(36.8%) e fibrinogénio (20%) e principalmente a adesdo plaquetaria (93.7%) em relacdo a
QN, observada nas imagens de MEV e microscopia Optica. Apenas a QS mostrou atividade
anticoagulante na fase intrinseca (72.15s, 200pug/mL) em relacdo a QN (26.57s, 200ug/mL).
Foi observado ainda a atoxicidade dos polimeros. Estes resultados indicaram que a QS
apresentou caracteristicas promissoras de hemocompatibilidade para dispositivos médicos de
contato com o sangue.

Palavras-chave: Quitosana sulfatada, hemocompatibilidade, atividade antitrombogénica.



ABSTRACT

Medical devices designed to be used in contact with blood can induce several biological
effects in the patient, such as the thrombus formation and complement system activation. An
strategy to avoid these adverse effects is the coating of the surfaces with hemocompatible and
not immunogenic polymers. This study aimed to develop sulfated chitosan films with
hemocompatible characteristics for biomedical applications. Natural (NC) and sulfated
chitosan (SC) films were characterized by Elemental Analysis, Infrared spectroscopy (FTIR-
ATR), Proton and Carbon Nuclear Magnetic Resonance (*H e *C-NMR), Viscometry, Gel
Permeation Chromatography (GPC), Scanning Electron Microscopy with EDX (SEM/EDX),
X-ray diffraction (XRD) and Thermogravimetric analysis (TGA). The films
hemocompatibility was analyzed studying the globular protein adsorption (BSA and
fibrinogen), platelet adhesion, anticoagulant activity and cytotoxicity by LDH (lactate
dehydrogenase). The elemental analysis demonstrated the sulfur presence in the sulfated
films. The FTIR-ATR results confirmed the sulfation reaction, with the appearance of two
new bands at 1206cm ™ (S = O) and 794cm ™ (C-S-0), assigned at sulfur group. The film QS6
with the highest sulfation degree (GS =1.37) was selected to perform the following analyzes.
The *HNMR analysis showed deacetylation degree (DD) of 77% and 58% for the natural and
sulfated chitosan, respectively. *CNMR analysis showed that chitosan was partially sulfated,
obtaining 2, N-3,6,0-sulfated chitosan. The mass molecular (MM) of QN and QS were
78.093 Da and 5.050 Da, respectively, determined by viscometry. Homogeneous and smooth
surfaces were observed by SEM/EDX images. The XRD showed semi-crystalline peaks for
natural chitosan, while an amorphous structure was observed for sulfated chitosan. The TGA
analyses revealed a reduction in the thermal stability to sulfated chitosan compared to natural
chitosan. The hemocompatibility results showed that chemical modification on chitosan chain
was able to decrease the BSA (36.8%) and fibrinogen (20%) adsorption and mainly the
platelet adhesion (93.7%) in relation to QN, either by SEM and optical microscopy images.
Only the QS presented anticoagulant activity in the intrinsic pathway (72.15s, 200ug/mL)
compared with the QN (26.57s, 200ug/mL). It was also observed atoxicity of the studied
polymers. These results indicate that sulfated chitosan films have hemocompatibility

properties promising to blood-materials devices.

Keywords: Sulfated chitosan, hemocompatibility, Antithrombogenic activity.
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14
1 INTRODUCAO

Doencas cardiovasculares vém acometendo milhdes de pessoas por ano e muitas vezes
levando-as ao o6bito. O tratamento empregado em doenca vascular coronéria, doengas em
vasos sanguineos e artérias, é a angioplastia, que baseia-se na implantacao de stents metélicos
para a desobstrucdo e suporte de vasos sanguineos (WANG et al., 2014). Cientistas de varias
areas vém estudando estratégias para melhorar a biocompatibilidade destes dispositivos
médicos, uma vez que ao longo do tempo de uso do implante, podem ocasionar falhas
clinicas, como é o caso de reestenose e formacgdo de trombos. Uma das estratégias para
melhorar a hemocompatibilidade da superficie desses materiais é a modificacdo do material
ou modificacdo da superficie de forma que apresentem propriedades hemocompativeis
(BALAN & VERESTIUC, 2014).

Quando uma superficie estranha entra em contato com o sangue, inicia-se uma série de
reacOes bioldgicas, iniciando com a adsor¢éo de proteinas do plasma do sangue. As proteinas
sd0 as principais responsaveis por desencadear a adesdo de células, ativar a cascata de
coagulacgdo e o sistema complemento, com a consequente formacdo de trombos na superficie
do material e inflamacdo (FREITAS, BARBOSA & MARTINS, 2010; JUNG et al., 2013).

Nesse processo, as proteinas adesivas sdo as de principal interesse em estudo de
biomateriais de contato com o sangue, dentre elas encontram-se o fibrinogénio, vitronectina,
fibronectina e Fator de von Willebrand (RATNER et al., 2013). O fibrinogénio apresenta-se
como a principal proteina da coagulacdo do sangue devido a sua capacidade de aderir as
plaquetas através dos receptores presentes na membrana de plaquetas (Glicoproteinas I1b/111a)
e por sua capacidade de formar rede de fibrinas em que se agregam plaquetas e elementos do

sangue causando a formacao de trombos e tromboembolia (CHUNG et al., 2014).

Estudos na area biomédica tem-se voltado para a quitosana devido apresentar
propriedades favoraveis para biomateriais, como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
atoxicidade, atividade antimicrobiana, dentre outras (JAYAKUMAR et al., 2007;
BENABBOU et al., 2009; CHANG & HUANG, 2012; MAHANTA et al., 2015). Quitosana
compreende um copolimero linear composto de unidades N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose ligadospor uma ligacéo (1,4)-B-glicosidica,

obtida através da N-desacetilagdo parcial ou total da quitinana presenca de um alcali (VAKILI
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et al., 2014). A quitina € um polimero natural encontrado principalmente na carapaga de

crustaceos.

Fortaleza como uma cidade turistica conhecida por suas belas praias, encontra-se como
uma grande consumidora de produtos marinhos, tais como peixes e crustaceos. Existem ainda
as industrias pesqueiras da cidade que sdo responsaveis por exportacdo e importacdo destes
produtos e seus derivados processados. Desta forma, tanto o comércio quanto as inddstrias de
produtos pesqueiros geram grande quantidade de residuos, sendo que boa parte destes
compreendem fontes de quitina presentes principalmente em crustdceos, que podem ser
processadas para a extracdo de quitosana para seus mais diversos usos e, desta maneira,

contribuir para o aproveitamento destes residuos e reduzir impactos ambientais.

Embora esse polimero apresente propriedade trombogénica quando em contato com o
sangue (WANG et al., 2012), possui em sua cadeia grupos amino (NH,) e hidroxilas (OH)
altamente reativos, o que facilita sua modificagdo quimica para as mais diversas aplicacdes,
sem alterar o seu esqueleto fundamental. Quanto a sua aplicagdo, vem sendo utilizada em
diferentes formas, como filmes, géis, particulas, membranas ou suportes com aplicacGes em
industrias alimenticias, area biomédica e na agronomia (CROISIER & JEROME, 2013;
LIMA et al., 2013; BALAN E VERESTIUC, 2014; CAMPELO et al., 2016).

De acordo com a literatura, a introducdo de grupos sulfatos (SO,*) na cadeia de
quitosana reduz a sua trombogenicidade (SHELMA & SHARMA, 2011), uma vez que essa
modificacdo a torna com carga superficial negativa, 0 que causa a repulsdo eletrostatica de
proteinas do sangue carregadas negativamente. A quitosana sulfatada tem despertado o
interesse cientifico devido ainda a sua estrutura ser muito similar a um anticoagulante natural
do sangue, a heparina, demonstrando mecanismo biomolecular de atividade anticoagulante,
antiviral e com baixa toxicidade, além de apresentar custos mais baixos do que a heparina
(JAYAKUMAR et al., 2007; CHANG & HUANG, 2012; LIMA et al., 2013).

Com isso, uma estratégia para a reducdo de falhas de dispositivos médicos quando
implantados em pacientes doentes seria o revestimento da superficie destes biomateriais com
polimeros de hemocompatibilidade melhorada, em que a quitosana sulfatada se apresenta

como uma forte candidata.



16

1.1 Objetivo geral

Este trabalho objetivou estudar a modificacdo quimica da quitosana, de forma a obter

filmes de quitosana sulfatada com propriedades hemocompativeis melhoradas, apresentando

potencial para a aplica¢do no revestimento de implantes intra-corporeos.

1.2 Objetivos especificos

Vi.

Produzir e caracterizar filmes de quitosana natural e quitosana sulfatada;

Comparar propriedades hemocompativeis dos filmes de quitosana sulfatada em

relacdo a quitosana natural;

Estudar a adsorcéo de proteinas especificas do plasma (fibrinogénio e albumina) na
superficie dos filmes de quitosana natural e quitosana sulfatada a partir de solugdes

proteicas puras;

Estudar a adesdo plaquetaria sobre as superficies dos filmes de quitosana natural e

sulfatada;

Estudar a atividade anticoagulante in vitro da quitosana natural e sulfatada em plasma

humano;

Estudar a citotoxicidade da quitosana natural e sulfatada em neutrofilos humanos;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomateriais

LesBes ocasionadas por queimaduras, ferimentos, acidentes ou doencas como as
degenerativas e cardiacas, por exemplo, acontecem em nosso meio e se faz necessario
tratamento para o reparo da fungdo do corpo ou 6rgdo que foi danificado, de forma a oferecer

a essas pessoas uma vida normal. Para tanto, sdo utilizados os chamados biomateriais.

N&o se sabe exatamente quando data o surgimento do uso de biomateriais. Relata-se que
em antigos textos orientais de medicina, j& se encontravam evidéncias da utilizacdo de
materiais como ouro, marfim, madeira e pedras preciosas em implantes de dentes e a
recolocacdo de partes 6sseas por volta de 2500 a.C (GOMIDE, 2005). O conceito mais aceito
¢ dito como “toda substancia (ndo farmacos) ou combinagdes de substancias que, de origem
sintética ou natural, possa ser usada por qualquer periodo de tempo, como um todo ou parte
de um sistema, o qual trata, reconstrdi ou substitui qualquer tecido, 6rgdo ou funcgéo do corpo
humano” (WILLIAMS, 1986). O que diferencia biomateriais de outros tipos de materiais ¢ a

sua interac&o entre superficie e sistema biologico (DESAI, BIDANDA & BARTOLO, 2008).

As propriedades dos biomateriais afetam de forma direta nos efeitos bioldgicos,
podendo gerar sérios impactos no organismo vivo. Dessa forma, um biomaterial deve causar o
minimo de efeito dentro do sistema bioldgico, devendo ser estudados: sua compatibilidade,
biodegrabilidade, biorreabsorvibilidade, taxa de degradacéo, tamanho de poro e morfologia da
superficie (MAIA et al., 2010). Ndo devem causar efeitos adversos como toxicidade,
carcinogenicidade, inflamacdo, mutagenicidade e em aplicacGes de contato com o sangue nédo
devem ser trombogénicos (GABRIEL, 2012).

Os biomateriais se dividem em quatro categorias: polimeros, metais, ceramicos e
compositos (DESAI, BIDANDA & BARTOLO, 2008) e sdo classificados de acordo com a
sua origem em: natural ou artificial. Os biomateriais naturais se dividem em (GABRIEL,
2012):

i.  Autdgenos: sdo os transplantados de um local para outro no mesmo organismo.
ii.  Homogenos: sdo os transplantados de um organismo para outro da mesma espécie.

iii.  Heterdgenos: sdo os transplantados entre organismos de espécies diferentes.
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Ja os biomateriais artificiais se dividem em biomiméticos e sintéticos (GABRIEL,
2012). Materiais biomiméticos sdo materiais que procuram imitar processos encontrados nos
sistemas biologicos que podem ser: poliméricos, compositos ou ceramicos. Os biomateriais
sintéticos sdo divididos em (GOMIDE, 2005; GABRIEL, 2012):

i.  Biodegradaveis: sdo os que se decompdem naturalmente no sistema biolégico apds um

determinado periodo.

ii.  Bioativos (ceramicos): sdo 0s que possuem capacidade de interagir fortemente com o

organismo vivo permitindo a integracdo do biomaterial com o tecido.

iii.  Bioinertes (polimeros e ceramicos): ndo interagem com 0 organismo, nao

reproduzindo nenhuma resposta imunoldgica no local de aplicacéo.

iv. Biotoleraveis (metais e polimeros): sdo biomateriais que induzem uma resposta

minima no receptor, porém sdo aceitos pelo organismo.

Segundo Nery (2014), os biomateriais sdo considerados como bioestaveis ou
permanentes e bioabsorviveis ou temporarios, em que o0s primeiros sao os utilizados por
tempo indeterminado no corpo, como no caso de proteses, valvulas cardiacas e lentes

intraoculares, enquanto que os posteriores sdo utilizados até a completa regeneracao do érgao.
2.1.1 Stents

Doencas cardiovasculares vém acometendo milhdes de pessoas por ano e muitas vezes
levando-as ao Obito. O tratamento empregado em doenca vascular coronéria, incluindo
doencas em vasos sanguineos e artérias, é a angioplastia transluminal percutanea, em que

baseia-se na implantacdo de stents metélicos (WANG et al., 2014).

Stents sdo pequenas estruturas tubulares utilizadas como dispositivos biomédicos
principlamente em implantes intravasculares para tratar obstrugdes de vasos sanguineos como
resultado da aterosclerose ou da estenose (BRATS, 2013). Estenose se refere ao crescimento
anormal da parede de um vaso ou de uma estrutura tubular do corpo. Para o tratamento de
pacientes com vasos ocluidos, os stents sdo utilizados de forma a manter o lumen arterial
aberto, permitindo o funcionamento do fluxo sanguineo e contribuindo para a menor
morbidade (FIGURA 1). Existem cinco tipos basicos de stents (SAUERESSIG et al., 2002):
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Tubo de silicone,

Metalico expansivel por baldo,
Metalico auto-expansivel,
Hibrido e

Bioabsorvivel.

o W DN E

A utilizacdo de stents metalicos e de silicone com a finalidade de tratamento de uma
deficiéncia especifica possui o incoveniente de induzir obstrucdes, incrustacdes e trombose ao
longo do periodo de implate no corpo (VALIMAA et al., 2002). O uso prolongado de stents
muitas vezes causa reestenose intra-stent. Este fato levou pesquisadores a desenvolverem e
utilizar stents farmacoldgicos, que sdo revestidos com polimeros os quais tem reduzido
significativamente a incidéncia de reestenose intra-stent. Porém, estes ndo sdo eficazes em
todas as situagbes clinicas e farmacoldgicas, havendo ainda limitacdo do ponto de vista
farmacologico (CHORNY et al., 2010).

FIGURA 1- Implante de stent.

Stent
Cateter de
angioplastia Cateter com Stent posicionado
com balio balio dilatado
colapsado e stent

Placa

FONTE: ASSAD, FEITOSA, & ASSAD, J. 2015.

2.2 Polimeros biomédicos

Os polimeros para uso em biomateriais de contato com o0 sangue sdo essencialmente de
origem natural ou sintética. O PVC (Poli Cloreto de Vinila) se apresenta como o polimero
mais amplamente utilizado para dispositivos médicos de curta duracdo no corpo, em

dispositivos extracorpéreos, cateteres e sacos de sangue (PIRES,R. et al., 2015). Encontra-se
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disponivel no comércio grafts vasculares e valvulas cardiacas produzidas a partir de poliéster,
sobretudo de poli (etano tereftalato) (Dracon®) e poli (tetrafluoro etileno) (Teflon®)
(AVRAMOGLOU, 2001; PIRES, R. et al., 2015). Polimeros também sao utilizados em
revestimentos, por exemplo, para melhorar a hemocompatibilidade de grafts intravascular
(KANG & LEE, 2012). Apesar destes polimeros sintéticos se mostrarem promissores, eles
apresentam o inconveniente da falta de hemocompatibilidade em dispositivos de contato com
0 sangue, propriedade que é fundamental para estes (BALAN&VERESTIUC, 2014).

Quanto aos polimeros naturais, eles se dividem em trés classes: Proteinas, como por
exemplo, colageno, fibroina de seda, fibrina e elastina; Polissacarideos, por exemplo, quitina,
quitosana, dextrana, celulose, pectina, alginato e acido hialurénico; e lipideos, como ceras /
surfactantes (FEDEL et al., 2012). Os polissacarideos possuem propriedade de
biocompatibilidade e biodegrabilidade, caracteristicas indispensaveis para polimeros
utilizados como biomateriais, e ndo encontradas em outros tipos de polimeros naturais, além
das propriedades como antiviral, antitumoral, gene modulador entre outros, terem sido

encontradas para varios de polissacarideos (DUMITRIU, 2001).
2.3 Quitosana

A quitina (FIGURA 2) é um importante polissacarideo abundante na natureza (perde
apenas para a celulose em disponibilidade) encontrada como componentes estruturais no
exoesqueleto de artropodes ou nas paredes celulares de fungos e leveduras (JAYAKUMAR et
al., 2010; YEH & LIN,2012). Normalmente a quitina comercial é extraida das carapacgas de
caranguejos e cascas de camardes, oriundas de rejeitos das industrias pesqueiras (NEVES,
2013). A obtencdo da quitina pura é realizada através de rigorosos processos de extracao:

desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacao da biomassa (SILVA, 2011).

O principal derivado da quitina é a quitosana, obtido através da reacdo de desacetilacao
parcial ou total, onde os grupamentos acetilados sdo reduzidos a grupos aminos livres. O
processo de desacetilacdo amplamente empregado é por via alcalina, sob altas temperaturas e
tempo de reacédo prolongado, no entanto, a desacetilacdo por via enziméatica tambem pode ser
empregada (NERY, 2014). Quando a quitina passa por um processo de desacetilacdo acima de
60%, é obtido um heteropolimero composto de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose e
2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose, ligados por uma ligacdo (1,4)-p-glicosidica solivel em
solucdo aquosa acidachamado de quitosana (FIG.2) (CROISIER & JEROME, 2013; BALAN
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&VERESTIUC, 2014). A taxa de unidades acetiladas por unidades desacetiladas na estrutura
é definida como o grau de desacetilagdo (GD).

FIGURA 2. Estrura da quitina e quitosana.
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A quantidade de grupos aminos livres indicados pelo GD na estrutura polimérica
determina a sua solubilidade, uma vez que na presenca de solucdes acidas com pH menores
que 6.0, os grupos aminos sdo protonados (NH3") apresentando cargas positivas distribuidas
ao longo da cadeia e com um pKa variando de 6.3 a 7.2, causando a repulsdo eletrostatica
entre as cadeias, favorecendo a solvatacdo em éagua (NEVES, 2013). Desta forma, a
solubilidade da quitosana esta intimamente relacionada ao seu GD, enquanto que a quitina é
pobre em solubilidade uma vez que 0s grupos aminos nesta estrutura encontram-se

bloqueados por grupos acetil.

A massa molecular da quitosana também esta relacionada ao GD, afetando também a
sua solubilidade. De forma geral, com o aumento do GD, a massa molecular é reduzida em
consequéncia da perda dos grupos acetilados, no entanto, esse parametro dependera da técnica
utilizada para a desacetilagcdo da quitina. J& a quitosana com alta massa molecular tende a
reduzir a sua solubilidade devido as interacbes que ocorrem entre as cadeias poliméricas
(SILVA, 2011). Com isso, em aplicacdes bioldgicas, a quitosana de baixa massa molecular é

material de interesse por pesquisadores, uma vez que a solubilidade nestes casos é desejavel.
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Por ser um copolimero constituido de unidades amino acetilado e unidades amino
desacetilado, a quitosana apresenta diferentes massas moleculares, isso muito depende do
processo de desacetilacdo, condicBes reacionais empregados e origem da quitina. Desta
forma, a quitosana foi classificada pela comunidade cientifica em baixa (50-190 kDa), média
(190-310 kDa) e alta massa molecular (310-375 kDa) (HOU et al., 2012; KANG et al., 2014;
OZ et al., 2016).

O grau de desacetilagdo da quitosana tem forte influéncia também em suas propriedades
de biodegradabilidade e biocompatibilidade (WU et al., 2014), assim como a massa molecular
(MA & SAHALI, 2013; LARSSON et al., 2013). Quanto maior o grau de desacetilacdo da
quitosana, maior serd a interacao entre sua superficie e células, uma vez que o grupo amino
livre interage com as células causando adesdo celular e proliferacdo (DASH et al., 2011).
Com isso, a quitosana na sua forma natural induz a trombose e coagulagéo do sangue em

aplicacdes que envolvem o contato com o sangue (SHELMA & SHARMA, 2011).

No entanto, a quitosana tem sido motivo de diversos estudos devido suas caracteristicas
favoraveis, como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, atividade
antifangica e facilidade de modificacbes devido a presenca de grupos hidroxilo e amino
reativos (SHELMA & SHARMA, 2011; CHANG & HUANG, 2012; WU et al., 2012).
Devido a essas caracteristicas, este polimero vem sendo utilizado em diferentes formas,
comofilmes, géis, particulas, membranas ou suportes (BALAN & VERESTIUC, 2014) em
diversas aplicagdes, tais como: no tratamento de agua, agindo na remocdo de ions metalicos
através da quelacdo; na medicina e biomedicina, na prepracdo de lentes de contato, na
producdo de membranas para didlise, na producdo de curativos, na liberacdo controlada de
farmacos, na engenharia de tecidos; cosméticos, em cremes de limpeza e compostos de
tratamentto de pele e cabelo; na agricultura, com o tratamento de sementes para inibicdo de
fungos; no processamento de alimentos, na clarificacdo de vinhos, em coberturas comestiveis
protetoras para fungos etc (GOY, ASSIS, CAMPANA FILHO, 2004; BALAN
&VERESTIUC, 2014).

2.4 Modificagdes quimicas da quitosana

A estrutura quimica da quitosana é um polieletrélito linear catibnico com 0s grupos
hidroxilo e amino reativos (VAKILI et al, 2014). Essa reatividade dos grupos funcionais

facilita diversas modificagdes quimicas no polimero para melhorar uma propriedade
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especifica do produto final, como por exemplo, o tamanho de poros, a resisténcia mecanica, a
estabilidade quimica, hidrofilicidade, biocompatibilidade, aumentar a sua seletividade e
capacidade de adsorcdo de varios ions metalicos (JUSTI, 2006) utilizando-se de métodos
como a imobilizacdo de agentes quelantes (QU et al., 2011), quaternizacdo (BRITTO &
ASSIS, 2012), carboxilagdo (JAYAKUMAR et al., 2010), acilagéo (SHIBANO et al., 2014),
sulfonacdo (LIMA et al, 2013), amidacdo (OLIVEIRA, 2011), formagdo de complexo
polieletrolitico (CAMPELO et al., 2016), reticulacdo (MA & SAHAI, 2013), dentre outros.

A modificacdo quimica desse polissacarideo é de grande interesse pelos pesquisadores
devido ser uma oportunidade para gerar novos materiais biofuncionais, uma vez que tal
procedimento ndo altera seu esqueleto fundamental, mantendo o fisico original e propriedades
bioguimicas dependendo da natureza do grupo introduzido (JAYAKUMAR et al., 2007).

Na area biomédica, médica e farmacéutica, dentre os derivados da quitosana, a
quitosana sulfatada (FIGURA 3) tem atraido especial interesse pelos pesquisadores devido
suas propriedades anticoagulantes, hidrofilica e com baixa citotoxicidade (SHELMA &
SHARMA, 2011; YEH & LIN, 2012; PIRES et al., 2013). Em biomateriais de contato com o
sangue, a modificacdo quimica da quitosana com grupos sulfonicos é explorada devido a sua
capacidade em reduzir a interacao entre superficie e sangue, uma vez que a introducédo destes
grupos na cadeia polimérica conduz a uma densidade de carga negativa na superficie,
ocasionando uma reducdo na adsorcao de proteinas plasmaticas por repulsdo eletrostatica, as
quais iniciam os efeitos bioldgicos no organismo quando em contato com superficies
estranhas (AMIJI, 1998; HU, 2005; XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014). Tal efeito mimetiza
a heparina (FIGURA 5), um anticoagulante natural do sangue empregado na profilaxia e
tratamento da trombose (SILVA, 2012). Este polimero modificado apresenta mecanismo
biomolecular de atividade anticoagulante, atividades antiateroscleréticas, de baixa
citotoxicidade e antivirais, no entanto, obtida de fonte mais barata quando comparado com a
heparina (JAYAKUMAR et al., 2007; CHANG & HUANG, 2012; LIMA et al., 2013).

FIGURA 3 — Estrutura da quitosana sulfatada.
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Vérias modificagdes da quitosana por sulfatagdo tém sido relatadas na literatura.
Dependendo das condi¢des em que forem submetidas as reagfes, o grupo sulfato pode ser
incorporado na cadeia polimérica de quatro formas (ESQUEMA 2): no Carbono 2 (grupo
NH,), resultando em quitosana 2-N-sulfatada; no carbono 6 (grupo CH,OH), obtendo
quitosana 6-O- sulfatada e; no carbono 3 (grupo OH), resultando em quitosana 3-O- sulfatada
(PIRES et al., 2013). O grupo sulfonico pode ainda ser incorporado a cadeia em mais de uma
posicdo, como no C2 e C6, resultando numa quitosana 2-N, 6-O- sulfatada (MA & SAHAI,
2013; CAO et al., 2014) ou no C3 e C6, resultando em quitosana 3,6-O- sulfatada (YUAN et
al., 2009). Houve relato ainda de substituicdo nos trés grupos reativos, no entanto, de uma
forma parcial, resultando em uma quitosana parcialmente 2-N,3,6-O sulfatada (SUWAN et al,
2009).

ESQUEMA 2 — Rotas de reacédo de sulfatacdo da quitosana.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pires et al. (2013) utilizaram um complexo de acido clorossulfénico com N,N-
Dimetilformamida como agente sulfatante para obter uma quitosana sulfatada com a
finalidade de produzir um substituto de lagrima. Acido clorossulfonico concentrado também
foi utilizado como sulfatante por Karadeniz et al. (2011), para melhorar o efeito anti-
adipogénico da quitosana. Tsai et al. (2010) utilizaram propano sultona como agente
sulfatante da quitosana objetivando conseguir um material solivel em agua para uso em

sistema de reagdo controlado.
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Lima et al. (2013) utilizaram &cido 5-formyl-2-furansulfénico (FFSA) como agente
sulfatante da quitosana para produzir filmes e estudar a adsorcdo de proteinas presentes no
sangue sobre a superficie. Vikhoreva et al. (2005) utilizaram Oleum como agente sulfatante
para estudar a atividade anticoagulante do produto sulfatado. Ja Yeh & Lin, (2008) e Yang et
al. (2013) utilizaram o complexo triéxido de enxofre com piridina para sulfatacdo da
quitosana com o objetivo também de estudar a atividade anticoagulante deste polimero
sulfatado. Enquanto que Chang & Huang (2012) utilizaram acido sulfurico para obter
quitosana sulfatada e estudar a biodegradabilidade e propriedade anticoagulante dos filmes

revestidos em ligas de TiNi.

Segundo Gamzazade et al. (1997), a modificacdo quimica da quitosana pode ser
sintetizada sob condigdes reacionais pseudo-homogéneo, homogéneo, semi-heterogéneo e em
meio aquoso. Devido a baixa solubilidade da quitosana em solventes organicos, esta reacdo é
geralmente realizada em condicdes semi-heterogéneas, obtendo produtos finais heterogéneos,
com menor grau de substituicdo, favorecendo apenas grupos funcionais de facil acesso
(JAYAKUMAR et al., 2007; YANG et al., 2013). Ainda existem poucos métodos de
sulfatacdo sob reacdes homogéneas relatados na literatura, no entanto, tem sido interesse de
pesquisadores devido esta reacdo ser melhor controlada, podendo conseguir produtos mais
uniformes (GARCIA et al., 2008).

Desta forma, produtos diferentes sdo obtidos através da reacdo de sulfatacdo da
quitosana e com propriedades diferentes em funcdo das condi¢des reacionais empregadas,

mesmo quando as demais constantes reacionais sdo mantidas (YANG et al., 2013).
2.5 Polissacarideos sulfatados

Polissacarideos que possuem grupos sulfato em sua estrutura sdo chamados de
polissacarideos sulfatados, em que este grupo funcional é importante para conferir
propriedades bioldgicas a este polimero e sdo muito utilizados no tratamento da trombose. A
area biomédica vem explorando estes tipos de polissacarideos devido as suas excelentes
propriedades para este ramo, como antivirais, antitumorais, anti-angiogénico, anticoagulante,
antioxidante, anti-inflamatéria, antiproliferativa, antiparasitarios, antimetastaticos, e
atividades imunomoduladoras (RAVEENDRAN et al., 2013).

A bioatividade destes polissacarideos estd intimamente relacionada a sua massa

molecular, grau de sulfatacdo, posicdo do grupo sulfato na cadeia e hidrofilicidade
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(RAVEENDRAN et al., 2013; MOURA NETO, 2013). Quanto a origem, podem ser naturais
ou semi-sintéticos (FIGURA 4). A de fonte natural é extraida a partir de plantas (algas e
plantas marinhas), animais (presentes em tecidos de vertebrados na forma de
glicosaminoglicanos e em invertebrados como oligdmeros de unidades repetidas) e
microorganismos (fungos ou bactérias). J& o0s semi-sintéticos sdo polissacarideos
qguimicamente modificados (RODRIGUES & FARIAS, 2009; SILVA, 2012; RAVEENDRAN
etal., 2013).

Dentre estes polissacarideos sulfatados, alguns deles sdo: heparina, dextrana sulfatada,
quitina e quitosana sulfatada, carragenanas, fucoidanas, glicosaminoglicanas, glucanas
sulfatadas, galactomananas sulfatadas e galactanas sulfatadas. A Tabela 1 mostra exemplos de

aplicacdes de alguns polissacarideos sulfatados para area biomédica e farmacoldgica.

FIGURA 4- Classificacdo dos polissacarideos sulfatados.

Polissacarideos

Sulfatados
Natural Semi-Sintética
Vegetal Animal Microbiana Polissacarideos
Modificados
(ex.dextrana sulfatada)
Algas Marinhas Vertebrados Fungos
(ex. Carragenana) (ex. Heparina) (ex. produzido por
Leveduras)
Plantas marinhas Invertebrados Bactérias
(ex.Gramineas (ex. Quitina) (ex. produzidos por
Marinhas) Halomonas sp.)

Fonte: Adaptado pela autora.
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TABELA 1- Aplicagdes de polissacarideos sulfatados na area biomédica e farmacoldgica.

Polissacarideo Aplicacdes biomédicas

Carragenana Atividade anticoagulante, antiviral, anti-oxidante (SOUZA et al.,
2007), antimicrobiana (MC-GOWAN, 2006; GHOSH, et al., 2009).

Fucoidanas Atividade anticoagulante, antiviral, anti-inflamatorio (CUMASHI et

al., 2007), anti-oxidante (WANG et al., 2008).

Sulfato de o - .
- Atividade anti-inflamatdria (VOLPI, 2011).
Condroitina
Heparina Atividade anticoagulante, Anti-proliferativa, Anti-tumoral (LEE, C.,

HUANG, LEE, Y, 2006), antiviral (GHOSH et al., 2009).
Dextrana sulfatada  Antiviral (WITVROUW & CLERCQ, 1997; RUBIO, 2009).
Quitosana Sulfatada Atividade anticoagulante, antibacteriana (BULWAN et al., 2012;
SUBHAPRADHA et al., 2013a), antiviral (KARTHIK et al., 2016),
anti-oxidante (VINO et al., 2012), capacidade osteogénica
(ZHANG, K. et al., 2011; CAO et al., 2014).

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5.1 Heparina

A heparina é um polissacarideo que apresenta naturalmente grupos sulfatados em sua
estrutura polimérica, com propriedade anticoagulante muito utilizado na prevencdo e
tratamento de doencas cardiovasculares, pos-cirurgias e pds-parto. De origem natural, é um
tipo de glicosaminoglicano sulfatado sintetizado por mastdcitos presentes no proprio corpo
humano (WEI et al., 2011). O mecanismo anticoagulante da heparina na coagulacdo se da
pela sua interagdo com a antitrombina, inativando enzimas da coagulagdo: trombina e fatores
Xa e IXa (ZULUETA et al., 2013). Esta molécula utilizada na area farmacéutica é oriunda da

mucosa intestinal de suinos ou de células pulmonares de bovinos (RUBIO, 2009).

Apesar de a heparina ser um importante anticoagulante empregado no tratamento de
doengas como a trombose, seu uso possui limitacdes, dentre estas, existe complicagdes
relacionadas a hemorragia quando utilizadas por um longo prazo, necessitando o
acompanhamento laboratorial continuo na utilizacdo de heparina ou varfarina
(HAMERSCHLAK & ROSENFELD, 1996; RODRIGUES & FARIAS, 2009). Outra
desvantagem no uso deste polissacarideo, é que por serem extraidos de visceras de animais,

pode existir risco de contaminacgdes para os pacientes (JUNQUEIRA, 2011). Desta forma, a
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busca por substitutos destes anticoagulantes que transmitam mais seguranga ao paciente e que

seja de fonte mais acessivel torna-se necesséria.

Quanto a sua estrutura, a heparina é composta de unidades repetidas de &cido
hexurénico e D-glicosamina, onde o &cido hexurénico pode ser &cido L-idurénico ou D-
glicurénico, ligadas por ligacdes 1,4-glicosidicas (FIGURA 5). A glicosamina pode ser 6-O-
sulfatada, N-sulfatada, N-acetilada e esporadicamente 3-O-sulfatado, ja 0 cido hexuroénico é -
2-0O sulfatado, onde esse polimero apresenta massa molecular de 5 a 70 kDa (YANG,B. et al.,
2011; WEI et al., 2011). Ja como caracteristicas quimicas, € um glicosaminoglicano sulfatado,
polianidnico, altamente acido capaz de se ligar aos aminoacidos basicos de proteinas no
organismo. Este polissacarideo se distingue por sua alta acidez em consequéncia dos grupos
sulfatados (SO3’) e carboxilicos (COQO") presentes em sua estrutura (RUBIO, 2009).

FIGURA 5- Estrutura da Heparina.
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FONTE: RAVEENDRAN et al., 2013.

2.6 Hemocompatibilidade

Biomateriais como dispositivos médicos de contato com o sangue muitas vezes induzem
a formacdo de trombos e inflamacdo. Estes dois processos sdo interligados e envolvem a
ativacdo da coagulacdo e do sistema complemento, além da adeséo e ativacdo de plaquetas e
leucdcitos quando um corpo estranho (superficie) entra em contato com o sangue (FREITAS,
BARBOSA, MARTINS, 2010; HAAG et al, 2014). A necessidade de desenvolver estratégias
para melhorar a hemocompatibilidade de superficies é objeto de estudos recentes por muitos

cientistas da area biomédica.

A hemocompatibilidade se refere a compatibilidade dos materiais e dispositivos que
entram em contato com o0 sangue. Essa propriedade rege as interagfes do material com o
sangue e a bioquimica da coagulacdo, assim como ao design e a funcionalidade desses

dispositivos de contato com o sangue (RATNER et al, 2013). A biocompatibilidade pode ser
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definida como a habilidade do material em realizar respostas apropriadas em locais
especificos da aplicacdo (WILLIAMS, 1986), ou seja, um biomaterial ao ser aplicado em um
paciente deve apresentar respostas esperadas no local de aplicacdo sem causar injdrias ou
perturbacdes no fluido corporeo durante o tempo hospedado. Biocompatibilidade foi definida
ainda como a tolerancia de elementos liquidos e s6lidos do corpo para qualquer superficie de
contato com o sistema bioldgico humano, enquanto que “compatibilidade com o sangue” se
refere a tolerAncia do sangue para estas superficies (CHEN et al, 2011). Ja a
biofuncionalidade trata das caracteristicas mecanicas apds a implantacdo, para tanto sendo
empregados materiais como metais / ligas, ceramicas / vidros e polimeros (CHEN et
al.,2011).

E de conhecimento que o sangue é o primeiro fluido do corpo ao entrar em contato com
qualquer superficie, o que torna a compatibilidade com o sangue propriedade importante em
processos clinicos como na aplicacdo de grafts vasculares, stents, valvulas cardiacas entre
outros. Essa interacdo de superficie-sangue conduz a complicacdes como formacdo de
trombos e tromboembolia nas superficies (JUNG et al., 2013). Pesquisadores acreditam que
0S responsaveis por esses processos sdo: o biomaterial (sua composicdo, interacdo com a
agua), a condicdo hemodindmica (componentes do sangue, turbuléncia) e o ambiente
biolégico (HOFFMAN, 1982; CHEN et al., 2011).

A formacéo de trombos acontece em quatro passos: primeiro, iniciam com a adsor¢éo de
proteinas na superficie, seguindo a uma série de adsorcao e deslocamento por proteinas mais
especificas na superficie de contato, conhecido como o “efeito Vroman” (JUNG et al., 2013).
Segundo, acontece a adesdo plaquetéria através de proteinas aderidas. Terceiro, a ativacdo das
plaquetas aderidas liberando granulos e por altimo, a formacao de trombo pela formacéo de
uma rede de fibrina no local (JUNG et al., 2013).

Uma das estratégias para melhorar a hemocompatibilidade de biomateriais e
dispositivos médicos que vem sendo estudado por muitos pesquisadores € o revestimento e ou
modificacdo da superficie desses materiais por, como por exemplo, polimeros (FISCHER et
al., 2012; XUE et al., 2013; HAAG et al., 2014), proteinas (GONCALVES et al., 2009),
acido hialurdnico (YEH & LIN , 2008), farmacos e células endoteliais (CHEN et al., 2011).

A Figura 6 exemplifica a dindmica de adsor¢@o de proteinas em uma superficie sem o

revestimento (A) e com o revestimento de polimeros(B).
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FIGURA 6 — Dindmica de adsorcédo de proteinas em superficies revestidas com polimeros.
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FONTE: HAAG et al., 2014.

2.6.1 Adsorcao de proteinas e adesdo de plaquetas

Vérios tipos de proteinas estdo presentes no plasma sanguineo e sdo as primeiras a
entrarem em contato com materiais estranhos ao corpo, tais como implantes, mediando as
respostas biologicas subsequentes (HOLMBERG et al.,, 2007; KANG & LEE, 2012). A
adsorcdo de proteinas na superficie de um biomaterial vai depender das propriedades desta
superficie, como a topografia, caracteristicas quimicas, cargas e hidrofilicidade, o que ira
moderar as respostas biologicas (XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014). Estas respostas serao
conduzidas pela camada de proteinas formada na superficie, como a coagulacdo sanguinea,
ativacdo do complemento e adesdo de bactérias e células, o que torna esta uma etapa
importante e amplamente estudada de forma a melhorar a biocompatibilidade de dispositivos
médicos (INDEST et al., 2010; XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014).

Dentre estas proteinas, as que se encontram em maior quantidade no plasma sao:
Albumina, imunoglobulinas e fibrinogénio, em que representam mais que 50% de todas as
proteinas do plasma sanguineo. No caso da formacdo de trombos induzidas por superficie, a
albumina e globulina sdo consideradas inertes na adesdo e ativacao de plaquetas (RATNER et
al, 2013; XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014). Ja& o fibrinogénio é considerado uma
importante proteina no processo de coagulacdo e trombose na superficie de biomateriais
devido apresentar carater multifuncional, como: ligante na adesdo de plaquetas, ligando
agregados de plaquetas e na estabilizacdo de trombos com a formacdo de uma rede de fibrina
(XUE et al., 2013; XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014). Outras proteinas do plasma, como a
fibronectina, vitronectina e o fator de Von Wilillebrand mostram-se também capazes de mediar
a adesdo de plaquetas em superficies quando estdo pré-adsorvidas na superficie devido a estas

proteinas poderem se ligar as membranas de plaquetas através de receptores especificos, como
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por exemplo, glicoproteinas Ilb/Illa (conhecido como integrinas ollpPs), onde essa ligacao
leva a adesé&o e agregacdo de plaquetas (RATNER et al, 2013).

O mecanismo de adsor¢do de proteinas do sangue é ainda bastante complexo, uma vez
gue 0 sangue trata-se de um componente concentrado, com VArios tipos de proteinas, onde seu
processo de adsorcao é seletivo e competitivo (ZHANG et al., 2008). No entanto, sabe-se que
este processo inicia-se através de interacGes (eletrostaticas, hidrofébicas ou pontes de
hidrogénio) entre a proteina e a superficie (BALAN & VERESTIUC, 2014). De forma geral,
proteinas de menores pesos moleculares sdo as primeiras a entrarem em contato com a
superficie e podem ser deslocadas de acordo com a concentracao, pesos moleculares maiores
ou afinidade de outras proteinas, conhecido como o efeito Vroman, diante de uma mistura de
proteinas, que é o caso do plasma sanguineo e uma mudanca conformacional na proteina
acontece de forma irreversivel (NOH & VOGLER, 2007). Receptores especificos de
plaquetas, as integrinas, se aderem as proteinas adsorvidas e quando ativadas, liberam
granulos, tais como a adenosina difosfato (ADP), que estimula a ativacdo de outras plaguetas
levando a uma agregacdo plaquetéria irreversivel e a ativacdo da cascata de coagulacdo
resultando na formacdo trombos (AMUJI, 1997; RATNER et al, 2013). A Figura 7 resume 0

mecanismo de adsor¢do de proteinas em biomateriais.

FIGURA 7- Mecanismo de adsor¢do de proteinas em biomateriais.
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das plaquetas e liberacdo de grénulos que ativam novas plaquetas 4 — Formacéo de agregado de plaquetas e a
formagéo do trombo. FONTE: Elaborada pela autora.
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2.6.2 Coagulacéo do sangue

A formacéo de trombos em resposta a interacdo biomaterial-sangue consiste tanto das
reacbes mediadas por plaquetas (adesdo plaquetaria, ativacdo e agregacdo) como da
coagulacdo do plasma sanguineo iniciadas pela interacdo de proteinas com a superficie e

catalisadas por enzimas da cascata de coagulacdo presentes no plasma.

O desencadeamento da cascata de coagulacdo pode ser iniciado pelo contato do plasma
com superficies carregadas negativamente (rota intrinseca) ou por uma injuria do tecido (rota
extrinseca) que ativard as proteases da coagulacdo, envolvendo seus cofatores, chegando a
uma rota comum, onde culmina na producdo de trombina, uma importante proteina da
coagulacdo que tem por funcdo clivar o fibrinogénio em fibrinas e estabilizar o trombo
(ESQUEMA 1) (RATNER et al., 2013). No entanto, a separacdo dessas rotas apenas se faz
necessario para entender, de forma didatica, o estudo da coagulacdo, pois quando in vivo,
existe a interatividade dessas rotas (FRANCO, 2001; FERREIRA et al., 2010).

A cascata de coagulacdo é assim denominada devido os fatores inativos serem
enzimaticamente ativados apds o contato superficial ou depois de uma clivagem proteolitica
por outras enzimas do processo de coagulagdo de forma sequencial, ou seja, em cascata. Este
processo serd detalhado a seguir de acordo com o apresentado pela literatura (FRANCO,
2001; GORBET & SEFTON, 2004; VOGLER & SIEDLECKI, 2009; RATNER et al., 2013).

Na via intrinseca, as reacdes iniciam com a adsorcdo de fatores de contato em uma
superficie negativamente carregada, onde o fator XII é ativado na presenca de pré-calicreina
(uma serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo enzimatico). Este
fator ativado, na presenca também de cininogénio de alto peso molecular, ativa o fator XI. O
fator Xla na presenca de calcio, ativa o fator IX, que por sua vez, na presenca de fator VIII
ativado por tracos de trombina, e de ions calcio, formam o complexo FIXa/VIlla (complexo
“tenase” intrinseco) na superficie da plaqueta ativada (que contém fosfolipideos), onde entdo
ativam o fator X. A via extrinseca € iniciada com a ativacdo do fator VI na presenca de célcio
e do fator tecidual (uma proteina da membrana celular exposta com a injuria do tecido), onde
formam um complexo fator VII ativado e fator tecidual (FVIla/FT) chamado complexo

“tenase” extrinseco, responsavel pela ativagdo do fator X, podendo ativar ainda o fator IX.

rota comum inicia com a ativacao do fator elo complexo “tenase” extrinseco
A rot t do fator X, pel | “t ” ext

(FVHa/FT) ou intrinseco (FIXa/Vllla). O fator Xa na presenca de célcio e do fator V ativado
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por trombina formam o complexo Xa/Va, que também na presenca de calcio e na superficie da
plaqueta ativada, forma um complexo chamado “protrombinase”, responsavel por converter
protrombina em trombina. A presenca de uma grande quantidade de protrombina no plasma e
com a rapida amplificagdao do processo de coagulagdo, acontece uma “explosdo” na produgio
de trombina, proteina esta responséavel pela ativacdo de plaquetas e ativacdo dos fatores V e
VIII, além de agir na clivagem do fibrinogénio e fator XIII. A clivagem do fibrinogénio

produz mondmeros de fibrina, que se polimerizam formando um gel ou coagulo. O fator XIlI

ESQUEMA 1- Rotas da cascata de coagulacao.
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FONTE: Adaptado pela autora.
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é preso na rede de fibrina formada, ou fornecida por plaquetas, sendo entéo este fator ativado
pela trombina, que ent&o estabiliza a rede de fibrinas.

A regulagéo da coagulacdo de forma a evitar a producdo excessivamente de trombos e
oclusdo de vasos sanguineos é feita por enzimas inibitorias que atuam como anticoagulantes
naturais, onde as principais sao: o TFPI (“tissue factor pathway inhibitor”), a proteina C (PC),
proteina S (PS), e a antitrombina (AT) (FRANCO, 2001; RATNER et al., 2013). O TFPI
associada ao fator Xa inibe o complexo FVIla/FT. A PC é uma importante proteina na
regulagdo fisioldgica da coagulacdo, € ativada pelo complexo trombina-trombomodulina,
conduzindo entdo clivagem e inativacdo dos fatores Va e Vllla. A PS potencializa a acdo da
PC (CIPRANDI, HORN, TERMIGNONI, 2003). AT é um potente inibidor da trombina e
também de outras enzimas, como os fatores 1Xa, Xa e Xla. A heparina potencializa a acao da
antitrombina quando se liga com a AT, ocasionando uma mudanga conformacional no centro
reativo da AT, fazendo acelerar seu processo de inativacdo das enzimas (GORBET &
SEFTON, 2004; SANTOS et al., 2007).

2.6.3 Resposta do sistema complemento

O sistema complemento é responsavel pelas respostas inflamatéria e imune celular do
organismo quando em contato com corpos estranhos ou ataques de bactérias ou outros
patdgenos, ou seja, é o sistema de defesa imunoldgico. E composto por mais de 20 proteinas
plasmaticas, algumas com funcdo de enzimas e outras de ligacdo (SPERLING et al., 2009). A

ativagdo envolve trés fases: Classica, alternativa e lectina (RATNER et al., 2013).

A ativacdo deste sistema acarreta a lise celular quando o complexo de ataque terminal é
introduzido na membrana celular (MAC), além de liberar fragmentos (C3a, C4a e C5a) que se
ligara a receptores especificos de neutrofilos, mondcitos, macrofagos, mastdcitos e células
musculares lisas induzindo a resposta celular, como adesao celular, ativacdo de células e
inflamacdo (GORBET & SEFTON, 2004). Estas atividades do sistema complemento estdo
resumidas na Tabela 2.

Segundo Ratner et al. (2013), as superficies estranhas ao corpo, como as superficies de
biomateriais de implante, ativam a fase alternativa do sistema complemento, onde as fases
deste sistema interagem entre si. J& segundo Sperling et al. (2009), propriedades quimicas de
biomateriais, tal como a presenca de grupos hidroxilo que se assemelham a iniciadores

naturais do sistema complemento, induzem a ativacdo deste.
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TABELA 2- Atividades do sistema complemento

Atividade Proteina do complemento
Identificacdo/opsonizacdo de patdgenos C3,C4
Recrutamento/ativacdo de células C3a, Cha

inflamatorias
Lises de patdgenos/citotoxicidade C5b-9 (MAC)
Complexo de desobstrugdo imune e células Clqg, C3b, C4b
apoptdticas
Aumento da resposta imune celular (células C3, C4, C3a, Cha
TeB)

FONTE: Ratner et al., 2013.

3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados quitosana (COD. 48165) com grau de desacetilacdo 77% (determinado
por RMN-H), Fibrinogen from bovine plasma (COD. F8630-16), Bovine serum albumin (BSA
COD. A2153) e phosphate buffered saline (PBS, preparado a partir do p6 em &gua
destilada/deionizada (18MQ), pH 7.4) obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Acido
clorossulfonico (HCISOs) foi obtido da Merck. N.N-Dimetilformamida (DMF) e hidroxido de
sodio (NaOH) foram obtidos da Labsynth. Metanol e glutaraldeido foram obtidos da VETEC
Quimica Fina (Brasil). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico. A
membrana de dialise foi obtida da INLAB possuindo Cut-off de peso molar de 12.000-16.000
g/mol e porosidade de 25 A.

3.1 Procedimentos para obtencdo do filme de quitosana natural

Uma solucdo 2% (p/v) de quitosana em 10% (v/v) de acido acético foi preparada
utilizando 2g de quitosana em 90 mL de agua MiliQ e conduzida a agitagdo mecénica por 2 h
para a hidratacdo da quitosana. Apos, foi adicionado 10 mL de &cido acético a solucdo e
conduzida novamente a agitacdo mecanica durante 24h até a completa solubilizacdo do
polimero. Com a solucéo pronta, dispersou-se 18 g em placa de Petri de 10 cm de diametro e
em seguida conduziu-se a estufa a 60° C por um periodo de 5 horas ou até que a massa
permanecesse constante. Em seguida, o filme foi imerso em solugédo de NaOH 2M por 24h.

Apods isso, o filme foi lavado exaustivamente até que a agua de lavagem atingisse pH neutro e
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conduzido ao dessecador a vacuo para secagem (FIGURABS).

FIGURA 8- Processo de obtencéo do filme de quitosana natural.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Procedimentos para obtencédo do filme de quitosana sulfatada

O procedimento para sulfatacdo da quitosana foi realizado segundo metodologia
proposta por Carreon et al. (2010), com algumas modifica¢fes. Solucdo de quitosana natural
foi obtida de acordo com o procedimento descrito no item anterior e um resumo do processo

de sulfatagdo da quitosana é apresentado na Figura 9.
Trocas de solventes:

Uma solucdo de quitosana natural 2% (p/v) preparada conforme item 3.1 foi precipitada
com NaOH 2M para obter um gel de quitosana. Em seguida, o gel foi lavado com agua MiliQ
até atingir pH neutro, e separado através de filtracdo em papel filtro, e 0 excesso de agua foi
retirado por uma leve pressdo. Iniciou-se uma série de trocas de solventes em concentracfes
de: 20, 40, 60, 80 e 100% em intervalos de 30 minutos cada. Inicialmente foi feito uma troca
com solucgdo de metanol seguida da troca com solucdo de DMF e finalizando a segunda troca

com uma solugdo de DMF 100 %.

Sulfatacéo:

Um complexo sulfatante foi preparado adicionando acido clorossulfénico em 60 mL de

DMF (resfriado entre 0-4°C) em bal&o de trés bocas, gotejando e com leve agitagdo em banho
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de gelo. Esperou-se a mistura atingir a temperatura ambiente e seguiu-se com a agitacdo, em
agitador magnético, até atingir temperatura entre 35-40°C. Em seguida, adicionou-se a
mistura o gel de quitosana impregnado com DMF, triturado, e deixou-se sob agitacdo por 5 h.
Uma solucdo de cor amarelo claro foi obtida e reagida com NaOH 10M até atingir pH 12,
com so6lidos em suspensdo. Os solidos foram filtrados e lavados com metanol pelo menos seis
vezes e seco a temperatura ambiente. O sélido seco foi disperso em aproximadamente 100 mL
de agua destilada e conduzido a dialise contra dgua destilada por 48h em membranas de
dialise com cut-off de peso molar de 12000-16000 g/mol, com duas trocas de agua por dia.
Terminado a didlise, a solugdo foi transferida para tubos Falcon e congelada através de
nitrogénio liquido, sendo em seguida conduzido a liofilizacdo para obter o p6 de quitosana
sulfatada. As amostras foram denominadas de QS2, QS4, QS6 e QS8 conforme a quantidade

de &cido utilizado: 2, 4, 6 e 8 mL, respectivamente.
Preparacédo dos filmes de quitosana sulfatada:

Pesou-se 1 g da quitosana sulfatada e dissolveu-se em 50 mL de &gua destilada para
obter uma solugdo 2% (p/v). O pH foi conferido para a neutralidade. A solucdo foi agitada
magneticamente por 24 h até a sua completa homogeneidade. A solugdo foi filtrada para
remocao de residuos insoltveis. Aproximadamente 12 g da solucdo foi dispersa em placas de
Petri de poliestireno com diametro de 87 mm e conduzida para a secagem a 50 °C em estufa
durante 5h ou até que a massa permanecesse constante. Ao final, os filmes prontos foram

armazenados em dessecador a vacuo a temperatura ambiente até o momento do uso.
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FIGURA 9- Processo de sulfatacdo da quitosana e obtencao do filme. T.A: Temperatura
Ambiente.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Reticulagdo

Devido a solubilidade do filme sulfatado em solucdo PBS nos ensaios de adsorcdo de
proteinas e adesdo plaquetaria, realizou-se uma reticulagdo do filme de quitosana sulfatada
para melhorar sua estabilidade em solucgéo. Para tanto, foi utilizado como agente reticulante o
glutaraldeido a 2,5%: Pedagos do filme pronto foram inseridos em uma solucdo de
glutaraldeido 2,5%(v/v) por, aproximadamente, 1h. Apds, foram lavados pelo menos trés
vezes com etanol para remover 0 excesso do agente, em seguida, lavou-se com agua destilada

e deixou-se secar a temperatura ambiente.
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Segundo Costa Jr (2008) e Chang & Huang (2012), o mecanismo de reagdo do
glutaraldeido consiste na interagdo de grupos aldeido com grupos aminos livres da quitosana

sulfatada formando uma base de Schiff (C=N):

Esquema 3 — Reacdo do glutaraldeido com quitosana sulfatada.

/\/\ + H,N —— Quitosana sulfatada

|

0=C C=N — Quitosana sulfatada

Fonte: Elaborado pela autora
3.3 CaracterizacOes
3.3.1 Analise elementar

A anadlise elementar dos filmes de quitosana natural e sulfatada foi aplicada para
determinar a quantidade de enxofre (S) presente nas amostras. A partir dessa analise pode-se
inferir se houve a reacdo de sulfatacdo nos filmes em estudo. A analise foi realizada na
Universidade de Malaga, no Departamento de Quimica Inorganica e Cristalografia da
Faculdade de Ciéncias, através do Analizador Elemental LECO CHNS 932.

O grau de substituigdo (GS) foi calculado de acordo com Zhang, K.et al. (2010), a partir
dos resultados obtidos na analise elementar:

GS= (%S/32
(%N/14)

Equacéo 1.

3.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear

O grau de desacetilacdo (GD) dos polimeros e analise da estrutura polimérica sulfatada
foi analisada através de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN
'H) e Carbono (RMN™C), realizada na EMBRAPA Agroindustria Tropical no Laboratério
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Multiusuério de Quimica De Produtos Naturais (LMQPN). Utilizou-se o equipamento Agilent
DD2 de 600 MHz e equipado com uma sonda OneProbe de 5 mm de diametro interno (*H-

BE/AN-31P) de deteccdo inversa e gradiente de campo no eixo “z*.

O GD foi calculado utilizando a integral do proton metil da unidade N-acetil-
Glicosamina (GlicNAc) e o H1 da unidade N-Glicosamina (GlicN), segundo a formula

proposta por Hirai et al. (1991):

GD (% ( H1D , ) % 100 Equagdo 2.
HID 4+ HAc/3

A quitosana natural foi preparada dissolvendo 10 mg em solucgdo de 0,01 mL de acido
cloridrico (HCI) e 0,99 mL de agua deuterada (D,0). J& a quitosana sulfatada foi dissolvida
10 mg em 1 mL de D,0. As solugdes foram agitadas durante 24 h para completa
homogeneizacéo e filtradas para retirada de interferentes. Os espectros unidimensionais de 'H
foram adquiridos com um tempo de espera entre cada aquisi¢do de 20 s, tempo de aquisicédo
de 3,3 s, ganho de 32, 32 transientes em uma janela espectral de 32k de numero de pontos
reais, a uma temperatura de 90°C. O espectro unidimensional de **C foi obtido com um tempo
de espera entre cada aquisicdo de 1s, aquisicdo de 32 k de transientes em uma janela espectral
de 251,1 ppm e 32k de nimero de pontos. Para o processamento desses dados, 0s espectros
foram referenciados com o padrédo interno propionato de tetrametilsilil (TMSP-d4) em Oppm;
foram utilizados 32k de pontos, efetuando multiplicacdo exponencial (Ib = 0,3 Hz) e corre¢édo

manual de fase e linha de base.
3.3.3 Determinacao da Massa Molecular
3.3.3.1 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) é uma das técnicas utilizadas para
determinar a massa molecular e o indice de polidispersividade de polimeros. Relata-se na
literatura que esta técnica ndo determina de forma absoluta a massa molecular média de
polimeros sulfatados se o equipamento ndo for acoplado a um detector de espalhamento de
luz com laser multi angulo (MALLS), onde néo é necessario 0 uso de padrédo para calibrar a
coluna. Quando outros detectores sdo utilizados, como o de indice refrativo, padrdo com

diferentes massas moleculares sao requeridas (NETO et al., 2011; PIRES et al., 2013).
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A quitosana em meio acido se torna um polieletrolito, podendo ainda haver interacdo
com a coluna. Devido a estas limitagGes, principalmente para polimeros sulfatados, utilizou-se
da técnica de viscosimetria para determinar a massa molecular dessas amostras, e a massa
molecular da quitosana natural e a degradagcdo quimica ocorrida na QS em consequéncia da

reacdo de sulfatacdo foi confirmada através da técnica de GPC.

Para tanto, utilizou-se um cromatografo liquido da marca Viscotek, equipado com um
sistema de colunas composto por uma pré-coluna SB-G, uma coluna SB806M HQ e uma
SB803 marca Shodex Pak e um detector refratométrico Viscotek. Os pardmetros utilizados
foram: solugédo tampdo aquosa de &cido acético 0,33M/ NaOH 0,1M como solvente e eluente,
em fluxo de 0,22 mL/min, temperatura de 40°C, volume 100puL. Para a construgdo da curva
padrdo, relacionando massa molecular e volume de retencdo, foram utilizados padrdes de
polietilenoglicol (PEG) da Malvern com os seguintes pesos moleculares: 498.000, 258.000,
170.200, 65.000, 10.250, 3.450 e 1.050 g/mol, na concentracédo de 2,00 mg/mL.

A preparagdo das amostras a serem injetadas foram feitas numa concentragdo de
aproximadamente 0,5 mg/mL, em solucdo CHCOOH; / NaOH. Para garantir uma boa
solubilizacdo, as amostras foram deixadas em repouso durante 24 h. Antes da injecdo, as

amostras foram filtradas utilizando um filtro Millipore com diametro de 0,45um.
3.3.3.2 Anadlise viscosimétrica

De forma a complementar a massa molecular das amostras obtidas por GPC, realizou-se
a determinacdo da massa molecular média viscosimétrica.

Foram preparadas pelo menos quatro solugdes diluidas de quitosana natural (variando
entre 0, 01 e 0,075 g/ mL) e quitosana sulfatada (variando entre 0,02 e 0,08 g/ mL),
concentracdes essas adaptadas de acordo com o diametro do capilar utilizado. O solvente
utilizado foi uma solucédo tampéao de acido acético e acetato de sdédio (pH ~ 4.5). Aliquotas de
8 mL foram inseridas em capilar Cannon Fenske (¢ = 1.26 mm) e transferido para
viscosimetro SCOTT CT 52 sob banho termostatico a 25°C = 0,1 °C. Os tempos de
escoamento para cada diluicdo foram determinados atraves do mesmo equipamento em
intervalos de 2 min com seis repeticBes de lavagem para cada amostra e a média foi calculada
e utilizada para obter a viscosidade especifica de cada solucéo diluida de quitosana atraves da

equacéo 3.
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ny=n _1 Equaco 3.
No
Onde,
n= viscosidade da solucéo diluida,

Mo= Viscosidade do solvente puro.

A partir destes dados, foi calculado a viscosidade reduzida (nrg) de acordo com a
equacéo 4.

MNred = B(,:gg Equacéo 4.

Onde,
Nreg= Viscosidade reduzida,
Nesp = Viscosidade especifica,

C = concentracdo da solucdo diluida

Em posse destes dados, uma curva de concentracfes (C) versus nesp/C foi plotada e
extrapolou-se os dados de nesp/C para concentracao zero, para obter a viscosidade intrinseca
[n]. Por fim, utilizou-se da equagéo de Staudinger-Mark-Houwink (Equagéo5) para calcular a

massa molecular viscosimétrica dos polimeros (M).
[n] = KM,? Equacdo 5.

Onde K e a sdo constantes especificas dos solventes utilizados, e foram adotados
valores proposto por Rinaudo, Milas & Dung (1993): K =0,074 e a=0,76.

A determinacdo da massa molecular por viscosimetria dos polimeros em estudo foi
realizada no Laboratorio de Polimeros e Inovacdo de Materiais do Departamento de Quimica
da UFC.

3.3.4 Espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier com modo de
Reflectancia Total Atenuada (FTIR/ATR)

Para avaliar os grupos funcionais das estruturas dos polimeros em estudo, de forma a
confirmar a ocorréncia da modificacdo quimica na quitosana, foi utilizada a técnica de

espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier com modo de Reflectancia
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Total Atenuada (FTIR-ATR). Equipamento espectrofotométrico de marca VERTEX 70
utilizando acessério Golden Gate Single Reflection Diamond ATR System foi usado para
obter os espetros de infravermelho na regido entre 500-4000 cm™ e resolucdo de 4 cm™. O
procedimento foi realizado no Laboratério de Espectroscopia Vibracional da Universidade de

Malaga.

3.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura com Espectrometria de energia dispersiva de
raios-X (MEV/EDX)

A morfologia das superficies dos filmes foram observadas através de imagens geradas
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Juntamente com o MEYV, foi obtido o mapa
da distribuicdo de elementos constituintes dos filmes através da Espectrometria de energia
dispersiva de raios-X (EDX) de forma a visualizar a homogeneidade da distribuicdo dos
elementos, com foco no enxofre, nas amostras analisadas. Os filmes secos foram cobertos por
uma fina camada de ouro (20 nm) usando um sistema de revestimento de alto vacuo marca
Quorum Q1SOT ES e observados em um microscopio eletrénico de varredura Quanta-FEG
FEI acoplado ao EDX, onde foram obtidos os mapas das amostras. Esta caracterizacdo foi

realizada na Central Analitica da UFC.
3.3.6 Difragéo de Raio-X (DRX)

Para verificar possivel alteracdo na cristalinidade da quitosana depois da modificacdo
quimica foram realizadas analises de DRX, utilizando Difratdmetro de Raio-X marca Bruker,
modelo D8 Advance Davinci. As analises foram conduzidas em dngulo 20 com alcance entre
5-60° e velocidade de leitura de 1°/min. Foi usada radiagdo CuKa, A= 0,1542, 40 kV, 40 mA.
O procedimento foi realizado no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

3.3.7 Analise Termogravimétrica (TGA)

A anélise termogravimétrica foi utilizada para a avaliacdo da estabilidade térmica dos
filmes quando submetidos a variacdo de temperatura. A analise foi realizada no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) em um equipamento Analisador térmico
simultaneo STA 449F3 da marca Jupiter/Netzsch, a partir da temperatura ambiente até 700°C,
em atmosfera inerte (N), com fluxo de 50mL/min e taxa de aquecimento de 10°C / min e um
grafico do percentual de massa perdida em funcdo da temperatura foi obtido. A massa da

amostra utilizada foi de aproximadamente 14 mg.



44

3.4 Estudos da hemocompatibilidade
3.4.1 Adsorcéao de proteinas

Filmes de quitosana sulfatada reticulada com 2,5% de glutaraldeido e quitosana natural
com é4rea de 1 cm? foram imersos em solucdo PBS pH 7.4 por 1h a 37°C em banho
termostatico com agitacdo suave para promover um equilibrio de hidratacdo dos filmes antes
de entrar em contato com as solug@es proteicas. O PBS foi subtraido e 3 mL de cada uma das
solugdes BSA e fibrinogénio (1,0 mg/mL), preparadas em solucdo PBS (pH 7.4), foi
adicionada e incubada a 37°C em banho termostatico com agitacdo suave por 2 horas. As
absorbéancias das solucbes de fibrinogénio e BSA foram medidas utilizando um
espectrofotdbmetro Biomate 3S em um comprimento de onda de 280 nm. A concentracdo das
proteinas na solucdo foi calculada utilizando a curva padrdo da proteina. A quantidade de

proteina adsorvida nos filmes foi estimada através da seguinte formula (LIU et al., 2004):
Q =[(Co-Cr) VI/A (Equacio 6)

Onde, Cy e Cr sdo as concentracdes das solucBes de proteinas antes e depois da
adsorcéo, respectivamente. V é o volume total da solucdo (mL) e A € a area do filme utilizado

(cm?).
3.4.2 Ensaio de adesdo plaquetaria
Coleta de sangue

Para o ensaio de adesdo plaquetaria utilizou-se de sangue coletado de voluntarios
saudaveis no Laboratorio de Analises Clinicas e Toxicologicas — LACT/UFC, utilizando-se de
instrumentos e técnicas apropriadas. O sangue foi coletado em tubos Vacutainer® de 4,5 mL,
préprios para esta finalidade. Estes tubos contém como agente anticoagulante uma solucédo de
citrato de sodio 0,105 M/ 3,2%.

Adesao plaquetéaria

Para reduzir a interferéncia dos outros elementos do sangue, foi utilizado o Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) para seguir com o ensaio de adesdo plaquetéria dos filmes em estudo. O
procedimento utilizado foi conforme o utilizado por Xue et al. (2013), com algumas

modificagdes. Para obter o PRP, o sangue foi centrifugado a 1000 rpm por 15 min a 25°C. O
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sobrenadante foi cuidadosamente retirado e transferido para tubos Falcon. Os filmes foram
previamente imersos em solugéo PBS e equilibrados a 37°C por 1h. Em seguida, o PBS foi
subtraido e adicionado 2 mL de PRP para cada amostra, apds foram conduzidas a incubacao a
37°C em banho termostatico com leve agitacdo durante 1h. O PRP foi removido e as amostras
foram lavadas com PBS a pH 7.4 pelo menos trés vezes para retirada das plaquetas ndo
aderidas. As amostras foram feitas em duplicatas, sendo que duas (QN e QS6R) seguiram com
procedimentos para a analise em MEV e as outras duas para a microscopia optica (QN e
QS6R).

Microscopia Eletronica de Varredura

Apo0s o ensaio de adesdo e lavagem dos filmes com solugdo PBS, as plaquetas aderidas
aos filmes de QN e QS6R foram fixadas com uma solucdo de glutaraldeido 2,5%
(glutaraldeido/PBS) durante 24h sob refrigeracdo. Ao final, as amostras foram lavadas com
PBS e submetidas a um processo de secagem com uma Série de trocas graduais de
acetona/PBS (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100% v/v) com intervalos de 30 minutos cada. O ponto
critico de secagem foi realizado com Hexametildisilazano (HMDS). Os filmes secos foram
cobertos por uma fina camada de ouro (20 nm) usando um sistema de revestimento de alto
vacuo marca Quorum Q1SOT ES e observados em um microscépio eletrénico de varredura
Quanta-FEG FEI, com aumento de 3000X operando a 10KV. Esta secagem critica e andlise
foram realizadas na Central Analitica da UFC.

Microscopia 6ptica

Para a microscopia Optica, as plaquetas aderidas aos filmes de QN e QS6R foram
fixadas com Karnovsky (1965) sem glutaraldeido (paraformaldeido 3%, em tampédo
cacodilato de sédio, pH 7,2) por 2h em aproximadamente 1 mL do fixador. Em seguida, as
amostras foram submetidas a desidratacdo em uma série etanélica de 70%, 80%, 90% e 100%,
permanecendo 30 minutos em cada concentracdo. Em seguida, as amostras foram transferidas
para uma solucdo de preé-infiltracdo (alcool-parafina) por 24h a 4°C. Apo0s, foram transferidas
para uma solucdo de infiltracdo em parafina liquida por 24h a 4°C.

As amostras foram colocadas em moldes retangulares onde foi depositada uma solugéo
15:1 da solucdo de infiltracdo adicionada da resina endurecedora (Historesin Embbeding Kit —
Jung), para facilitar a etapa posterior de corte. O material foi deixado em repouso a

temperatura ambiente por 24h, sendo depois fixado em suportes de madeira por meio da
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resina acrilica de auto polimerizagdo. Apos, os blocos de resina contendo o material foram
cortados com 7um de espessura em um micrétomo CUT 5062 Slee Mainz, e entdo distendidos

em banho-maria a 60°C e transferidos para as laminas.

As laminas secas foram submetidas a coloragdo com hematoxilina (5 min) e eosina
(30s) e esperou-se secar por 24h. As laminas coradas foram entdo montadas adicionando uma
ou duas gotas da resina sintética sendo, entdo, cobertos com as laminulas. A visualiza¢do do
material foi realizada ao microscopio Olympus BX 41, acoplado a uma camera digital (UC30)
e a um computador contendo o software “Cell B” para o registro fotografico. Este
procedimento foi realizado no Laboratdrio de Biologia Celular Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.4.3 Atividade anticoagulante

O estudo da atividade anticoagulante é outro teste importante para se estudar a
propriedade trombogénica de um material. Testes classicos para tanto sdo os testes de tempo
de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) e o tempo de protrombina (TP), em que
estudam a atividade de todos os fatores da fase intrinseca da coagulacdo, e a atividade da fase
extrinseca, respectivamente (YANG et al., 2013). Para este estudo, utilizou-se de kits de

coagulacdo comerciais de TTPa e TP marca CLOT.
Preparacao das amostras:

As amostras foram preparadas em solucdo NaCl 0,9 % e 0.5% de acido acético na
concentracdo de 50, 100 e 200 pg/mL. Deixou-se em repouso por 24 h para completa
homogeneizacdo das amostras. Apos, a solucdo foi neutralizada com solugdo NaOH 2 M.Foi
preparado como veiculo a mesma solucdo seguindo 0s mesmos procedimentos com exce¢do

das amostras.

Para realizacéo dos testes, foi utilizado um “pool” de plasma humano citratado (0,9%)
obtido a partir da centrifugacdo do sangue total a 3000 rpm durante 15 min. Como controle
dos testes de TP e TTPa foi utilizada a heparina a 0,5Ul/mL. Os ensaios foram realizados no
Departamento de Farmacia/Centro de estudos Farmacéuticos e Cosmeticos da Universidade

Federal do Ceara.
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Tempo de Tromboplastina Parcialmente ativada (TTPa)

Para determinacdo do TTPa, o plasma foi incubado a 37 °C por 10 min com QN (50,
100 e 200 pg/mL), QS (50, 100 e 200 pg/mL) ou Veiculo (NaCl) . Em seguida, uma aliquota
de 50 pL do reagente cefalina ativada foi adicionada e os tubos foram incubados por mais 3
min. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 50 pL de cloreto de célcio 0,25 M e o tempo de

coagulacao, em segundos (s) foi registrado em coagulémetro.

Tempo de Protrombina (TP)

Para determinacéo do TP, o plasma foi incubado a 37 °C por 10 min com QN (50, 100
e 200 pg/mL), QS (50, 100 e 200 pg/mL) ou veiculo (NaCl). Em seguida foi adicionado
0 reagente (tromboplastina, 100 pL) disparando a cascata de coagulacao através do complexo

protrombinico e o tempo em segundos foi aferido em um coagulémetro.

3.4.4 Citotoxicidade in vitro (LDH)

A citotoxicidade ocasiona a lise de células. Seu estudo pode ser avaliado através dos
danos ocasionados as membranas celulares utilizando-se das enzimas liberadas, tal como a
enzima lactato desidrogenase (LHD). Esta enzima intracelular tem a habilidade de converter
piruvato em lactato, na presenca de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Hidreto)
(COSTA NETO, 2014),desta forma, pode-se fazer uma correlacdo da quantidade de LDH
liberada e determinar a citotoxicidade. Este método avalia a integridade da membrana celular,
no entanto, existem outros métodos para avaliacdo da citotoxicidade, como através da

atividade metabdlica da célula (teste do MTT).

Assim, avaliou-se o efeito da citotoxicidade da quitosana natural e sulfatada através da
atividade da enzima Lactato desidrogenase (LHD) sobre os neutr6filos humanos. Os ensaios
foram realizados no Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Ceara.

Preparacao das amostras:

As amostras foram preparadas em solucéo 0,5 % de acido acético na concentracdo de 1
mg/ mL. Deixou-se em repouso por 24 h para completa homogeneiza¢do das amostras. Apos,
a solucéo foi neutralizada com solucdo NaOH 2 M. Foi preparado como veiculo a mesma

solugéo seguindo 0s mesmos procedimentos com excecdo das amostras.
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Ensaio da atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH) em neutréfilos humano

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 minutos a 37°C com
quitosana natural (10, 50 e 100 pg/mL), quitosana sulfatada (10, 50 e 100 pg/mL), Hanks
(células ndo tratadas), solucdo 0.5% 4&cido acetico neutralizado com NaOH 2M (controle
negativo) e Triton X-100 (0.2%, controle positivo). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 800 x g, por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos
para tubos de ensaio em triplicata para cada amostra mantendo-se a refrigeracdo em banho de
gelo para a determinacéo da atividade da enzima LDH. O ensaio foi realizado utilizando o Kit
LDH (Liquiform®) e baseou-se na medida do decréscimo da absorvancia em 340nm devido &
oxidacdo do NADH, a qual é proporcional a atividade da LDH na amostra. Aliquotas de
300pL de substrato (NADH) foram pré-incubados por 3 minutos a 37°C. Adicionou-se 30 pL
do sobrenadante de cada amostra, homogeneizou-se a mistura e realizou-se a leitura da
absorvancia em 340 nm nos tempos 1 e 3 minutos em espectrofotdmetro. A atividade da

enzima LDH foi calculada de acordo com a formula proposta pelo fabricante do reagente:
A=[(A1-A2)/2] x 1746.03 Equacéo 7

Onde,

A= atividade da enzima LDH na amostra em U/L;
Al= absorvancia inicial (1 minuto) em 340 nm;
A2= absorvancia final (3 minutos) em 340 nm;

1746.03= fator de célculo determinado pelo fabricante para o volume de amostra de 25 pL.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacoes

4.1.1 Anélise elementar

A analise elementar foi realizada para verificar a composicdo dos elementos: Carbono
(C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) e Enxofre (S) presentes nas estruturas poliméricas em
estudo. O conteldo de S presente na cadeia de quitosana sulfatada foi analisado para verificar
se aconteceu a incorporacdo na cadeia polimérica. A partir dos resultados da Anélise
Elementar (TABELA 3), o grau de substituicdo (GS) foi calculado de acordo com Zhang, K.
et al. (2010): GS= (%S/32) / (%N/14).
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Neste estudo, pode-se perceber que diferentes concentragdes de acido empregado nas
mesmas condigdes de reacdo resultaram em diferentes GS (TABELA 3), ndo seguindo um
aumento gradual do GS com o aumento gradual da concentracdo de &cido. As condicOes de
reacao, como: tempo, temperatura e concentracdo do acido, sdo importantes parametros para o
sucesso da modificacdo. AlteragOes nestes parametros afetam a forma com que a reagéo
ocorre, reduzindo ou aumentando o GS. Uma adequada preparacdo do gel de quitosana para
ser submetida a reacdo também se torna importante, pois a maior area de contato do gel com
0 complexo sulfatante favorece a uma reacdo mais efetiva. PreparacGes nao uniformes do gel
de quitosana para cada amostra podem ter acontecido e acarretado nesses resultados, ndo

seguindo um aumento gradual de acordo com o aumento gradual da concentracéo de acido.

Segundo Carre6n et al. (2010), uma quantidade étima de acido precisa ser adicionada a
reacdo para alcancar o maior grau de substituicdo, onde um excesso de &cido pode limitar a
substituicdo e causar uma degradacédo parcial do polimero. Em seus estudos, observaram que

depois de certo aumento na quantidade de acido, o GS foi reduzido.

Neste estudo, a quantidade 6tima encontrada para as condi¢bes empregadas foi de 6 mL
de acido clorossulfénico, em que se obteve maior porcentagem de S na composicdo da
quitosana sulfatada, com 12,91% e um grau de substituicdo (GS) de 1.37, mostrando-se como

o0 que mais sofreu modifica¢do quimica nas condigdes empregadas.

TABELA 3- Analise elementar dos filmes de QN, QS2, QS4, QS6 e QS8. GS: Grau de
substituicdo.

Amostras % C % H % N % S GS
ON 38.52 7.44 7.14 0.06 -
QS2 37.22 7.43 7.06 2.17 0.13
QsS4 38.98 7.04 7.26 0.42 0.02
QS6 21.62 4,53 4.13 12.91 1.37
QS8 37.41 7.19 7.05 1.16 0.07

Fonte: Elaborada pela autora.

Lima et al. (2013) sulfataram quitosana utilizando o sal sodico 5-formil-2-furano acido
sulfénico (FFSA) e obtiveram uma quitosana sulfatada com GS de 0.32. Ja Pires et al. (2013)
sulfataram a quitosana utilizando acido clorossulfénico como agente sulfatante, e obtiveram
quitosanas sulfatadas com GS de 0.67 (Quitosana-S2) e 0.87 (Quitosana-S1). Zhang K. et al.
(2010) sulfataram a quitosana sob condicdes homogéneas utilizando tambem &cido

clorossulfénico como agente sulfatante, variando os pardmetros tempo e temperatura de
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reacdo (T.A-50°C, 3-7.5h), onde obtiveram quitosanas sulfatadas com GS variando de 1.13 a
1.67.

4.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier com modo de
Reflectancia Total Atenuada (FTIR/ATR)

Para verificar o sucesso da modificacdo quimica dos filmes produzidos, foi realizado
analise em espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier em modo de
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR). Foram observados os grupos funcionais presentes

na cadeia de quitosana antes e depois das modificacGes realizadas.

Os espectros de infravermelho obtidos para os filmes de quitosana natural e os filmes de
quitosanas modificadas podem ser observados na Figura 10. A Figura 10 (QN) mostra o
espectro caracteristico da estrutura de quitosana, com uma vibracdo a 1654 cm™, que
corresponde ao estiramento da amida C=0 (amida I), uma banda de deformagdo da amina
primaria N-H (amida 1) a 1590 cm™, uma vibracdo a 1370 cm™ da ligacdo C-H associado ao
grupo acetamida (amida 1), estiramento assimétrico C-O-C a 1145 cm™ e, em 1029 cm™ e
1049 cm™ correspondendo ao estiramento C-O da hidroxila priméria e secundaria (LV et al.,
2013). As bandas na regifo de 3200-3500 cm™ sdo referentes as vibraces dos estiramentos
N-H e O-H. Nos filmes QS2 e QS6 pode-se verificar que houve o aparecimento de novos
picos referentes as vibracdes das bandas referentes ao grupo sulfato (RSO4*) em 1206 cm™
(S=0) e a vibragdo referente ao estiramento C-O-S em 794 cm™, indicando o sucesso da
modificacdo nesses dois filmes. Para os demais filmes, ndo observou-se as vibragdes
caracteristicas deste grupo, o que pode indicar que ndo houve uma introducdo significativa do
grupo SO,% na cadeia de quitosana dessas amostras, justificada pela quantidade minima de S

visto através da analise elementar.

Observou-se ainda que, houve um deslocamento dos espectros referentes ao grupo
amida | e 11 (1654 e 1590 cm™) nos espectros dos filmes QS2 e QS6 para 1625 e 1524 cm™,
respectivamente, o que sugere uma substituicdo do grupo sulfato no grupo amina da cadeia
polimérica. Tsai et al. (2010) observaram em seus estudos diferengas na absorbancia da amida
| (1638 cm™) e 11 (1560 cm™) ap6s a modificacdo da quitosana para 1560 cm™ e 1532 cm™,
indicando como a reagédo envolvendo o grupo amino da quitosana e grupos amino para formar
grupos amidas secundérios. Uma mudanca na regido 3200 cm™ no espectro também foi

observada para estes dois filmes, sugerindo uma reducéo dos grupos aminos disponiveis. Pires
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et al. (2013) também observaram diferenca na regido 3200 cm™ entre os dois tipos de
quitosana sulfatada estudadas, indicando substituicdo no grupo amino. A modificagdo no
espectro referente as hidroxilas priméaria e secundaria nos filmes de QS2 e QS6 com o
deslocamento das vibragdes pode sugerir que houve substituicdo também do grupo sulfato na
hidroxila, sendo a hidroxila priméaria mais reativa que a secundaria, uma vez que esta Ultima é
menos reativa e mais estericamente impedida. Os resultados de RMN*3C definem com maior
precisdo a posicao de substituicdo do grupo sulfato na cadeia de quitosana e sdo mostrados no

item que seguinte.

A introducdo de grupos sulfatos na cadeia de quitosana pode afetar suas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas. No caso da propriedade quimica, a presenca de grupos sulfatos
na cadeia de quitosana a torna hidrofilica, e dependendo do grau de substituicdo desses grupos
na cadeia, sua solubilidade pode aumentar ou reduzir JAYAKUMAR et al., 2007; YEH &
LIN, 2012; SUBHAPRADHA et al., 2013a).

Diante dos resultados apresentados pela Analise Elementar e FTIR-ATR, o filme que
indicou maior modificacdo com grupos SO4* incorporado e maior GS (1.37) foi o QS6,
sugerindo ter maior carga superficial negativa, o que reduz a adsorcdo de proteinas e a
consequente adesdo de plaquetas, levando a reducao da trombogenicidade da quitosana. Desta

forma, selecionou-se a amostra QS6 para prosseguir com as caracterizacgdes e ensaios futuros.

FIGURA 10 — FTIR-ATR dos filmes de quitosana natural (QN), quitosana sulfatada
com 2mL (QS2), 4mL (QS4), 6mL (QS6) e 8 mL (QS8) de acido clorossulfénico.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

4.1.3.1 Determinacdo do Grau de desacetilacdo por Ressonancia Magnética Nuclear de Préton
(RMN'H)

O grau de desacetilacdo (GD) é uma propriedade importante a ser determinada no
estudo de polimeros biomédicos, uma vez que este implica nas caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas do material, o que vai diferenciar sua aplicagdo dentro da area
biomédica (GONSALVES et al., 2011; WU et al., 2014). A analise de RMN*H tem sido
bastante utilizada para determinar o grau de desacetilacdo da quitosana devido a sua precisao
(ZHANG, K. et. al, 2010; MNATSAKANYAN et al.,, 2013, PEREIRA et al., 2015),
fornecendo ainda informacdes sobre a distribuicdo dos prétons na cadeia de quitosana, assim
como as diferentes posicbes (ZHANG, K. et al., 2010). Tem-se encontrado na literatura
estudos também das substituicdes do grupo sulfato na cadeia de quitosana sulfatada por
RMNH (VONGCHAN et al., 2002; SUWAN et al, 2009; FAN et al., 2012;
SUBHAPRADHA et al, 2013a). Utilizou-se desta técnica para estudar as estruturas dos filmes

produzidos e o GD foi calculado de acordo com a Equacéo 2.

O GD obtido para a quitosana natural foi de 77%. Comparando os dois espectros de
RMN'H obtidos para a quitosana natural e quitosana sulfatada (FIGURA 11), percebe-se uma
clara alteracdo na estrutura dos espectros, o que confirma mais uma vez uma modificacdo
guimica da quitosana. Na Fig. 11A, observa-se 0s espectros caracteristicos da QN, onde o
sinal em 4.9 ppm corresponde ao préton H1 da unidade GlicN e em 4.6 ppm ao H1 da
unidade GlicNAc. Os sinais entre 3.6 a 3.9 ppm estdo relacionados aos prétons H3 a H6. Em
3.2 ppm tem-se o sinal do H2 da unidade GlicN e em 2.0 ppm o sinal referente aos trés
atomos de H do grupo metil da unidade GlicNAc. Estes resultados encontrados estdo de
acordo com os apresentados na literatura (HIRAI et al, 1991, HOLME & PERLIN, 1997;
VONGCHAN et al., 2002; SHELMA & SHARMA, 2011, PEREIRA et al., 2015).
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FIGURA 11 — Espectros de RMN'H da QN (A) e QS6 (B).
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A Figura 11B mostra os espectros obtidos para a quitosana sulfatada. Pode-se observar
que houve mudanca nos sinais mostrados quando comparado ao polimero de origem, isso
pode ser explicado pela introducdo do grupo sulfato na cadeia que causou deslocamentos dos
prétons. Segundo Zhang, K. et al. (2010) em seus estudos sobre a caracterizacdo da quitosana
sulfatada (CHS8, GS=1.29) por RMN'H, os prétons do carbono 6 referentes ao grupo
hidroxila primaria que foram completamente sulfatados exibiram sinal em 4.28 ppm. J& os
prétons sem substituicdo exibiram sinais entre 3.75 e 4.0 ppm. Este sinal foi adjacente para o
sinal de H5’, que foi deslocado de 3.59 ppm (sinal atribuido ao H5) para a esta regido devido
a sulfatacdo na posicdo H6. J& Vongchan et al. (2002), também estudaram as substituicdes do
grupo sulfato através do RMN'H na quitosana sulfatada (GS 2.13), onde atribuiram o sinal
em 4 ppm referente ao H6 sulfatado e em 4.6 ppm ao H3 sulfatado. Holme & Perlin (1997),
também sulfataram a quitosana e caracterizaram por RMN*H, atribuindo aos sinais 3.15 ppm

e 2.74 ppm aos protons H2 sulfatado e H2 da GlicN, respectivamente.

Com base nesses resultados da literatura, pode-se sugerir para 0s espectros da quitosana
sulfatada do presente estudo (FIGURA 11B) que houve uma sulfatacdo no H6 do grupo
hidroxila primaria, com sinal em 4.31 ppm e no H3 referente a hidroxila secundaria em 4.38
ppm. O sinal 3.57 foi atribuido ao H5, que foi deslocado devido a sulfatagdo no H6. Os sinais
a 3.02 ppm e 2.73-2.81 ppm sugerem atribuicdo aos prétons H2 sulfatado e H2 da GlicN,
respectivamente. A reducdo da intensidade do sinal correspondente ao H2 da unidade GlicN
no espectro da quitosana sulfatada, comparado a quitosana de origem, pode reforcar o indicio
da substituicdo do grupo sulfato no grupo amino da unidade glicosidica, indicando a reducéo
de grupos aminos livres. Segundo a literatura, o estudo desses sinais pode sugerir onde
aconteceu uma possivel substituicdo do grupo sulfato na cadeia polimérica, no entanto a

localizacdo com maior grau de confiabilidade pode ser dado pela anélise de RMN*C.
4.1.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *C

Espectros de RMN'*C também foram realizados para estudar a estrutura dos polimeros
e confirmar as posi¢Oes de substituicdo do grupo sulfato na estrutura de quitosana modificada,

uma vez que sua posigéo influencia na atividade anticoagulante do polimero sulfatado.

Os espectros para a QN e QS6 estdo apresentados na Figura 12. Espectros com sinais
caracteristicos da quitosana natural (FIGURA 12A) foram obtidos e a sua distribuicdo pode

ser vista na Tabela 4. Estes resultados foram similares ao encontrado por Gamzazade et al.
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(1997) e Suwan et al. (2009) e confirmam as distribuicdes dos prétons feitos na analise de
RMN'H.

Os espectros da quitosana sulfatada podem ser vistos na Figura 12B. Holme & Perlin
(1997) atribuiram o sinal em 63.5 ppm ao C2 sulfatado, resultado esse préximo ao obtido
neste estudo. Gamzazade et al. (1997), atribuiram o sinal em 59 ppm ao C2 sulfatado e
observaram que o sinal em 98-99 ppm, atribuido ao C1, desapareceu, onde sugeriu que houve
completa substituigdo no grupo amino. Observaram ainda substitui¢cdo no C6 de suas amostras
sulfatadas (SC1, 2 e 3), atribuindo a elas sinal entre 68.2 a 68.4 ppm.

Assim, através do espectro obtido para a quitosana sulfatada, observou-se sinal obtido
em 57.9 ppm e em 59.2-59.3 ppm que foram atribuidos ao C2S e C2, respectivamente,
indicando substituicdo parcial e pode-se observar que houve uma reducdo significativa no
sinal referente ao C1 em 99-100, confirmando uma substituicdo do grupo sulfato no grupo
amino livre da quitosana, como discutido anteriormente no RMN'H. O indicio de sulfatag&o
no C6 da quitosana modificada obtido no RMN'H também pode ser confirmado através do
RMN™C, onde verificou-se sinal referente a sua substituicdo no C6 em 69.8 ppm, resultados
condizentes ao encontrado na literatura (GAMZAZADE et al, 1997; YUAN et al. 2009;
ZHANG, et al., 2011; PIRES et al., 2013), percebendo sinal ainda a 69.4 ppm referente ao C6
ndo substituido, sendo também parcialmente substituido.A substituicdo no C3 também foi
observado atribuido ao sinal em 83.7 ppm, onde foi parcialmente substituido. Percebeu-se que
as hidroxilas primarias foram favoravelmente substituidas, isso se deve a este grupo ter a sua
posicdo mais desprotegida na molécula, com relacdo ao grupo amino, sendo 0s primeiros a

serem atacados por grupos sulfatos.

Com isso, a reacdo de sulfatacdo realizada neste estudo resultou em uma quitosana
parcialmente 2,N-3,6,0-sulfatada. A substituigdo no grupo amino se torna requerida quando se
quer obter uma propriedade anticoagulante do polimero, uma vez que o0 grupo amino reativo
da quitosana € bloqueado, gerando carga negativa com o novo grupo funcional, o que
aumenta a repulsdo eletrostatica entre proteinas do plasma reduzindo a adsor¢do na superficie
do material e consequente formacdo de trombos. Neste caso da quitosana tri-sulfatada,

favorecera a uma maior carga eletronegativa, causando maior repulséo eletrostatica.
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FIGURA 12 — Espectros de RMN*C da QN (A) e QS6 (B).
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TABELA 4- Deslocamentos quimicos do *3C para QN e QS6 em ppm.

QUITOSANA QS6 C2S? C36SP C2365°
C1 99-100 105 105 98.1 96.5
C2 58.4 59.2-59.3 - 56.7 55.6
C2-S - 57.9 63.5 - 55.2
C3 77-77.7 76-76.4 76.5 - 705
C3-S - 83.7 - 773 75.6
C4 79.8 81.3-81.9 82 75.1 73.1
Cc5 727 76.7 78 743 727
C6 62.5-63.3 69.4 64 - 66.6
C6-S - 69.8 - 68.2 66.6

®Quitosana N-sulfatada, Holme &Perlin (1997).
® Quitosana 3,6-disulfatada (SC-1), Gamzazade et al. (1997).
° Quitosana 2,3,6-sulfatada, Suwan et al. (2009).

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.4 Determinagéo da Massa Molecular

A massa molecular compreende um importante pardmetro no uso da quitosana em
biomateriais, assim como o seu grau de desacetilacdo (GD). A massa molecular da quitosana é
bastante varidvel, assim como seu GD, dependendo diretamente da origem da matéria-prima e
do seu processamento. A quitosana sulfatada de baixa massa molecular é reportada na
literatura ter tendéncia a uma melhor atividade anticoagulante (VIKHOREVA et al., 2005),
isso pode ser atribuido a sua maior similaridade a heparina, um anticoagulante natural do
sangue, que possui baixa massa molecular (5000-25.000 Da) e é naturalmente sulfatada.
Assim, a influéncia da massa molecular e grau de substituicdo em polissacarideos sulfatados
na sua atividade bioldgica sdo comumente relatados em trabalhos cientificos envolvendo

propriedades anticoagulantes (XING et al., 2005).

O uso do GPC para determinar a massa molecular de quitosana é bastante comum, no
entanto tem-se discutido o efeito da natureza quimica dos padrfes que séo utilizados para a
calibracdo na determinacdo da massa molecular. No caso da quitosana, melhores resultados
seriam obtidos utilizando quitosana como padrdo, porém ainda ndo existe amostra comercial
para este padrdo (CANELLA & GARCIA, 2001). A viscosimetria € uma técnica simples

também muito empregada na determinacdo da massa molar, em que nao € preciso o uso de um
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padrdo. Neste caso, a massa molar é encontrada atraves da viscosidade intrinseca e constantes

de Staudinger-Mark-Houwink (Equacéo 5).

Quitosana na faixa de 50.000 a 190.000 Da é considerada de baixa massa molecular
pela literatura (HOU et al., 2012; KANG et al., 2014; OZ et al., 2016). Desta forma, de
acordo com os resultados obtidos pela viscosimetria, a quitosana natural trabalhada neste
estudo e utilizada para a sulfatacdo foi de baixa massa molecular, com 78.093 Da, assim como
seu derivado sulfatado, com 5.050 Da. Por GPC, a massa molecular da quitosana natural foi
de 84.177 Da, ndo estando distante do valor encontrado pela viscosimetria, j& que sdo duas
técnicas diferentes. No estudo de Vikhoreva et al. (2005), em que sulfataram quitosana de
baixa massa molecular, obtiveram uma quitosana sulfatada com massa molecular numa faixa
de 9.000-35.000 Da.

A baixa massa molecular da quitosana sulfatada obtida indica que houve uma
degradacdo da cadeia polimérica durante o processo de sulfatacdo, afetando propriedades
como a massa molecular, viscosidade e grau de desacetilacdo. A reacdo de sulfatacdo pode
ocasionar essa degradacdo do polimero dependendo das condi¢cGes em que sdo realizadas. O
tempo de reacdo e temperatura sdo os fatores de maior importancia para a degradacdo da
cadeia polimérica (XING et al., 2005; PIRES et al., 2013). Varios pesquisadores observaram
esse efeito na cadeia de quitosana apds o processo de sulfatacdo que foram realizados em suas
amostras estudadas (VIKHOREVA et al., 2005; XING et al., 2005; YANG et al., 2013;
PIRES et al., 2013). No caso do presente estudo, temperatura de 40°C foi utilizada e um
tempo de 5 h, 0 que pode sugerir que este tempo de reacdo em meio acido pode ter levado a
uma degradacdo polimérica por hidrélise &cida, no entanto, este resultado foi um produto
desejavel de baixa massa molecular, uma vez que obteve-se uma massa molecular proxima ao

da heparina.

Como a reacdo de sulfatacdo introduz grupos sulfatos (-SO3'Na*) a cadeia de quitosana,
espera-se um aumento na massa molecular e no seu volume hidrodinamico caso ndo aconteca
degradacdo da cadeia polimérica, esperando-se uma redugdo do seu volume de elui¢do em
relacdo a quitosana natural, devido a esse aumento de massa molecular e a repulsdo entre
cargas negativas da molécula (CANELLA & GARCIA, 2001). Observou-se através da técnica
de GPC, que 0 V. da QS6 (24,44 mL) foi maior que o da QN (16,96 mL), com isso, pode-se

confirmar a degradacgdo polimérica, ou despolimerizacdo do polimero sulfatado.
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4.1.5 Aspecto visual dos filmes

A Figura 13 mostra o aspecto visual dos filmes de quitosana natural e sulfatado. O filme
de quitosana natural apresentou-se com um aspecto visual liso e translucido. O filme QS6
apresentou-se com uma aparéncia lisa, translicida e mais fina, j& quando reticulada com
glutaraldeido, ficou com um aspecto amarelado em funcdo da formacdo da base de Schiff

(C=N) com os grupos amino livres da quitosana (COSTA JR., 2008).

FIGURA 13- Aspecto visual dos filmes de QN (A) e QS6 (B).

B

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.6 Microscopia Eletrénica de Varredura com espectrometria de Energia Dispersiva de
raios-X (MEV/EDX)

Através das micrografias obtidas por MEV (FIGURA 14), observou-se superficies lisas
e sem porosidades para os filmes analisados. Caracteristicas essas importantes de superficies
voltadas para uso em biomaterais de contato com 0 sangue, uma vez que a rugosidade da
superficie implica na maior facilidade de adsorcdo de proteinas e elementos do sangue na
superficie do material quando em contato com o fluxo sanguineo. Ja quando o material é
poroso, se torna propenso ao intumescimento, facilitando o acimulo de elementos do sangue
Nnos seus poros e consequente formagéo de trombos no local.

Através do EDX, obtiveram-se os mapas dos espectros dos elementos quimicos
presentes na cadeia polimérica de quitosana (C, O e N) e quitosana sulfatada (C, O, N e S)
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que complementam os resultados obtidos na analise elementar. Na Figura 15A, pode-se
observar os espectros para o filme de QN. Percebe-se a auséncia do S em sua estrutura, iSso
porque, como ja esperado, a quitosana ndo possui este elemento de forma natural em sua
cadeia. A presenca do Au foi devido a técnica de metalizacdo realizado no material para
visualizagdo em MEV em todas as amostras analisadas. A homogeneidade da distribuicado
desses elementos na superficie pode ser visto através da Figura 15B.

A Figura 16A apresenta os espectros obtidos para a QS6. Neste caso observou-se o
surgimento do S na composi¢do do filme, assim como do Na, produto este da reagdo de
sulfatacio realizada (SOs'Na'), assim, reforcando o sucesso da sulfatacio da quitosana
analisada antes por analise elementar e FTIR. Na Figura 16B observou-se a homogeneidade

da distribuicdo dos elementos no filme sulfatado.

Foi realizado ainda o EDX do filme reticulado com glutaraldeido para verificar se
ocorreu alguma alteracdo nos principais elementos presentes na cadeia sulfatada, o resultado
pode ser visto na Figura 17A. Observou-se nenhuma alteracdo nos elementos do polimeros,
onde o elemento de maior interesse (S) também continua presente. Desta forma, a reticulacédo
ndo afetou os grupos sulfatos de interesse, assim como esperado, e aumentou a estabilidade

dos filmes em solucdo. A distribuicéo dos elementos foram homogéneos (FIGURA 17B).



FIGURA 14 — Micrografias horizontal e transversal por MEV dos filmes de QN (A), QS6
(B) e QS6 reticulada com glutaraldeido 2,5% (C) com aumento de 1000X, barra de 50um.

Fonte: Elaborada pela autora.
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FIGURA 15- EDX do filme de QN (A) e distribuicdo dos elementos (B).
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FIGURA 16 — EDX do filme de QS6 (A) e distribuicdo dos elementos (B).
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FIGURA 17 — EDX do filme de QS6 reticulado com 2,5% de glutaraldeido (A) e
distribuicdo dos elementos (B).
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4.1.7 Difracéo de Raio-X (DRX)

A técnica de difracdo de raios-X € importante no estudo da identificacdo de dominios
cristalinos, sejam eles organicos ou inorganicos. Os difratogramas fornecem caracteristicas
especificas de substancias cristalinas através dos planos de difracdo e suas distancias
interplanares (SILVA, 2011). Desta forma, utilizou-se desta técnica para complementar os
estudos da quitosana natural e modificada, de forma aapoiar a modificacdo ocorrida na

quitosana com o estudo da sua cristalinidade. O DRX foi realizado nas amostras na forma de
po.

Através dos difratogramas obtidos (FIGURA 18), pode-se observar diferentes graus de
ordenamentos entre as amostras analisadas, o que deixa claro a mudanca ocorrida. A QN
mostrou picos semicristalinos em 10° e 20° em 20, caracteristicos para este polimero de
acordo com a literatura (XUE et al.,2013). Ja para aquitosana sulfatada, as refleccdes 10° e
20° em 20 desapareceram, mostrando-se como uma forma amorfa. Isso indica que a reagao
de sulfatacdo da quitosana ocasionou mudanca no seu ordenamento estrutural, sugerindo uma
reducdo na sua capacidade de formar ligacbes de hidrogénio intermoleculares devido a
substituicdo do grupo sulfato nos grupos —OH e/ou —NH; da quitosana. Chaudhari & Murthy
(2013) também observaram uma natureza amorfa da quitosana sulfatada em seus estudos e
sugeriram que a incorporacdo de grupos sulfato na cadeia reduziu a capacidade do polimero
em formar ligacOes de hidrogénio intermoleculares, fazendo com que este se tornasse amorfo.
Antony et al. (2013) observaram em seus estudos uma reducdo da cristalinidade da quitosana
apos a sua modificacdo com isatina e atribuiram essa reducdo a deformacdo das forcas de
ligacdo de hidrogénio intermoleculares, isso devido aos grupos aminos livres (-NH,) formar
bases de Schiff com a isatina.
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FIGURA 18 — DRX com angulo de difragdao 20 de quitosana natural (a) e quitosana
sulfatada (b)
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.8 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA e DTG) foi realizada para as amostras de quitosana
natural e quitosana sulfatada para verificar a estabilidade térmica antes e depois da

modificacdo quimica.

Através dos resultados obtidos (FIGURA 19), observou-se que houve dois momentos
importantes em perda de massa da quitosana natural e trés momentos para a quitosana
sulfatada. Para a QN (FIGURA 19 Aa), o primeiro momento foi aproximadamente na faixa de
temperatura 52°C a 160°C, com 6,37% de perda de massa referente a desidratacdo da
quitosana. O segundo e mais importante foi entre 249°C a 390 °C, com temperatura maxima
de degradacdo em 303°C (FIGURA 19Ba), apresentando 44,92% aproximadamente de perda
de massa, referente a decomposicao térmica dos grupos GlicNAc da cadeia polimérica. A
estabilidade da quitosana sulfatada teve uma reducdo comparada ao polimero de origem. No
primeiro momento, entre 50°C a 168°C, referente a desidratacdo da amostra, houve uma perda
de massa de 9,78%. Esse aumento de perda de massa pode ser explicado pelo fato da
quitosana sulfatada ser mais hidrofilica (PIRES et al., 2013). No segundo momento, entre
213°C a 340°C, com temperatura méxima de degradagdo em 234°C (FIGURA 19 Bb)
referente a degradacgéo térmica dos grupos GlicNAc da quitosana e grupos sulfatos, houve
uma perda de massa em 30,96% aproximadamente. O terceiro momento de degradacgdo da
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amostra iniciou aproximadamente em 494°C e finalizando ao redor de 677°C, com perda de
massa de 17,2%. Neste Ultimo momento, a temperatura maxima de decomposicdo foi em
564°C. A maior perda de massa da quitosana sulfatada aqui encontrada comparado com a
quitosana natural (TABELA 5) justifica-se pela presenca dos grupos sulfatos na cadeia

polimérica. Estes resultados foram similares aos encontrados por Tsai et al. (2010) e Pires et

al. (2013).

Os resultados sugerem que a modificacdo quimica da quitosana com grupos sulfatos
levou a este polimero ter menor estabilidade térmica, isso porque a introdugdo destes grupos
hidrofilicos na cadeia de quitosana desorganiza sua estrutura semicristalina, tornando-a mais

hidrofilica e termicamente instavel, corroborando com os resultados de DRX (TSAI et al.,

2010; SILVA, 2011).

FIGURA 19 — Curvas termogravimétricas: A) TGA e B) DTG da quitosana natural (a) e
quitosana sulfatada (b).
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TABELA 5 — Dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas para QN e QS6.

Amostra Ti(°C)* Tmax (°C)° Massa Residual
T T (699°C) (%)
ON 249 303 ; 36
QS6 213 234 564 29,8

*Temperatura inicial de decomposicdo
bTemperatura méxima de decomposicio, a partir do DTG.

4.2 Estudos da hemocompatibilidade
4.2.1 Adsorcéao de proteinas

O processo de adsorcdo de proteinas é um importante estudo de hemocompatibilidade
para biomateriais, uma vez que as proteinas sdo as primeiras a interagir com a superficie
estranha conduzindo a respostas bioldgicas, tais como a interacdo com células, ativacdo da
cascata de coagulacdo e do sistema imune, com a consequente formagdo de trombos e
resposta inflamatoria, assim como a rejeicdo de implantes (INDEST et al., 2010; FRANZ et
al., 2011; KANG & LEE, 2012).

A albumina humana € a proteina presente em maior quantidade no sangue (~35-52 g/L),
sendo uma das primeiras a entrarem em contato com o corpo estranho. Desta forma, a bovine
serum albumin (BSA) foi uma das proteinas escolhidas para ser utilizada neste estudo, uma
vez que possui semelhanga quimica com a albumina humana. A segunda proteina selecionada
foi o fibrinogénio, uma proteina do plasma e importante na adesdo plaquetaria, uma vez que
possui a capacidade de ligar-se aos receptores presentes nas membranas de plaquetas (GP

I1b/111a), ativando-as e conduzindo entdo ao processo trombogénico.

A interacdo dos filmes QN e QS6R com solucdo de BSA e Fibrinogénio do plasma
bovino na concentracdo de 1mg/mL foi realizada in vitro para avaliar o comportamento do
filme modificado quando em contato com essas proteinas do sangue e comparar com a
quitosana de origem. Os resultados da quantidade adsorvida de proteina para cada filme
encontram-se no Grafico 1. A adsorcdo de proteinas no plasma é bem mais complexa, uma
vez que envolve vérias proteinas do sangue, sendo considerado um processo seletivo e
competitivo (ZHANG et al., 2008). No entanto, é necessario conhecer seus comportamentos

individuais para melhor estudar suas interagdes.
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Observou-se uma reducdo de 36,84% da quantidade de BSA adsorvida na superficie
modificada, comparada com o filme de quitosana natural. Segundo Tangpasuthadol et al.
(2003), em pH 7.4 o acido carboxilico é convertido a ion carboxilato carregado
negativamente. Assim, a BSA € rica em acido carboxilico, adquirindo carga negativa em pH
7.4. A quitosana também possui &cido carboxilico em sua cadeia, porém a quantidade deste
grupo quimico altera de acordo com 0 GD do polimero. Dessa forma, em solugcdo PBS com
pH 7.4 (fisioldgico) aconteceu uma repulsao eletrostatica entre o filme polimérico e a BSA, o
que explicou uma reducdo na quantidade adsorvida dessa proteina, mesmo para o filme nao
modificado. No entanto, a maior reducdo da quantidade adsorvida foi para o filme sulfatado
devido a presenca do grupo sulfato que tornou a cadeia mais eletronegativa, aumentando a

repulsdo eletrostéatica.

Para o fibrinogénio, pode-se observar que houve uma reducdo em 20% da quantidade
adsorvida para o filme sulfatado em relacdo ao filme de quitosana natural, isso porque em pH
fisioldgico (pH 7.4) esta proteina também apresenta carga negativa, o que também ocasionou
a repulsdo eletrostatica quando em contato com a superficie carregada negativamente. O
fibrinogénio (MM 340 kDa) apresentou maior quantidade adsorvida quando comparado com a
BSA, isso pode ser explicado devido as proteinas de maior peso ter maior facilidade em
adsorver em superficies quando comparado com proteinas menores (VOGLER, 2012), como
foi o caso da BSA (60kDa).

Gréfico 1 — Adsorcdo de BSA e fibrinogénio em QN e QS6 reticulada com 2,5% de
glutaraldeido.
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Lima et al. (2013), estudaram a adsor¢do de BSA e Fibrinogénio em superficies de
quitosana sulfatada (GS 0.32) e observaram uma redugdo na quantidade adsorvida dessas
proteinas em aproximadamente 19% e 3,85%, respectivamente. O presente estudo mostrou
que um aumento do GS da quitosana sulfatada (1.37) foi capaz de reduzir ainda mais a
adsorcdo dessas proteinas na superficie deste polimero modificado (36.84 e 20%,

respectivamente), uma vez que se aumentou as cargas negativas da superficie.

Além da carga negativa apresentada pela quitosana sulfatada, a hidrofilicidade é outra
caracteristica importante para a reducdo da adsorcéo de BSA e Fibrinogénio, causada também
pela insercdo de grupos sulfatos (hidrofilicos) a cadeia polimérica. Xue et al. (2013) também
observaram uma reducdo na adsorcdo de BSA e Fibrinogénio em membranas de
polietersulfona (PES) modificadas com a quitosana sulfatada, e sugeriram que o aumento da
hidrofilicidade e de cargas negativas na superficie das membranas foram importantes para
essa reducdo na adsorcdo de proteinas. Chang & Chian (2013) estudaram a adsorcdo de
proteina em filmes de quitosana modificada com plasma (hidrofilica) e observaram uma
reducdo na adsorcdo de BSA. A superficie hidrofilica tem a capacidade de interagir com a
agua, reduzindo a sua interacdo com as proteinas em solucdes de baixa concentracdo de
proteinas (ZHANG et al., 2008; VOGLER, 2012), ou seja, como o0s grupos hidrofilicos ja
estdo interagidos com a agua, ndo estardo disponiveis para interagir com as proteinas do
plasma, conhecido como o “efeito de hidratagio da 4gua”, tornando a superficie

biocompativel (KANG & LEE, 2012).

Neste trabalho, a quitosana sulfatada foi reticulada com glutaraldeido 2,5% para
aumentar sua estabilidade em solucdo. A reticulagcdo com este agente envolve 0s grupos
aldeido e os grupos aminos livres da quitosana, formando uma base de Schiff (C=N) (COSTA
JR, 2008), ndo alterando a disponibilidade dos grupos sulfatos na cadeia modificada. Através
dos resultados de EDX pode-se observar que ndo houve a reducdo de enxofre no filme
reticulado, sugerindo que ndo houve alteracdo nos grupos sulfatos adicionada a cadeia,
permanecendo os grupos hidrofilicos. O resultado da adsor¢éo de proteinas reforgou ainda que
essa reticulagdo néo alterou a propriedade da quitosana sulfatada, uma vez que apresentou

uma reducdo na adsorcdo de ambas as proteinas.
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4.2.2 Adesdo plaquetaria

Proteinas tais como fibrinogénio, vitronectina, fibronectina e Fator de Von Willebrand,
podem conduzir a ativacdo da cascata de coagulagdo quando pré-adsorvidas numa superficie
estranha. Essas proteinas possuem receptores especificos nas membranas das plaquetas,
chamados de integrinas, onde as plaquetas do plasma ligam-se e ativam-se (RATNER et al.,
2013).

Dentre estas proteinas, o fibrinogénio mostra-se como uma das principais proteinas da
cascata de coagulacdo do sangue devido a sua capacidade ndo s6 em aderir plaquetas, mas
como também de formar uma rede de fibrina (XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014). Quando
receptores presentes na membrana de plaquetas se ligam a uma proteina, inicia o processo de
ativacdo das plaguetas, onde estas alteram sua conformacéo e liberam granulos com funcéo,
por exemplo, de ativar novas plaquetas (ADP) e de clivar o fibrinogénio em fibrina
(trombina), o que resulta na formacdo de uma rede de fibrinas e na estabilizagdo do trombo na
superficie (RATNER et al., 2013; XU, BAUER & SIEDLECKI, 2014).

Com isso, a reducdo da adsorcdo dessas proteinas nas superficies de biomateriais de
contato com o sangue é desejavel. Neste estudo, observou-se, através do ensaio de adsorcao in
vitro, que houve uma reducdo na adsorcdo de fibrinogénio na superficie modificada, o que
sugere-se, como consequéncia, a uma reducdo na adesdo de plaquetas na superficie, uma vez
gue esta € um componente importante neste processo de adesao celular e formacdo trombos.
Isto foi confirmado pelo ensaio de adesdo plaquetaria observado através das microimagens
obtidas tanto por MEV como por microscopia Optica, onde pode-se observar uma reducao da
guantidade de plaquetas aderidas na superficie sulfatada quando comparada com a superficie

de quitosana natural em ambos os métodos de analise utilizados (FIGURAS 20 e 21).

A morfologia das plaquetas aderidas nas superficies também pode ser observada de
forma qualitativa através das microimagens de MEV. As plaguetas em ambas as superficies
estudadas apresentaram, de forma geral, uma forma arredondada, ndo sendo observados
alongamentos de pseuddpodes e com 0 minimo de agregacao, principalmente na superficie
sulfatada. Foram consideradas como plaquetas as estruturas com diametros de 1 a 5 um
(RATNER et al., 2013; GALEA et al., 2013).
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FIGURA 20 — Imagens da microscopia 6ptica da adesdo plaquetaria em filme de QN (A) e
QS6R (B), com aumento de 40X.
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A contagem de plaquetas aderidas foi estimada utilizando-se a area das imagens e com a
ajuda do programa ImageJ. A partir das imagens do MEV com &rea 2799,81um?, foi feito uma
média do numero de plaguetas em cinco areas diferentes de cada filme. A partir desta area, foi
encontrado para a QN um niimero de plaquetas de 3,49 x 10/ um?, enquanto que para o filme
de QS6R foi encontrado 0,22 x 102/ um? (GRAFICO 2), indicando uma reducéo de 93,7% do
nimero de plaquetas aderidas na superficie sulfatada, quando comparado a superficie de

quitosana natural.

GRAFICO 2 — NUmero de plaquetas aderidas nos filmes de QN (A) e QS6R (B)
calculadas a partir do MEV.
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FONTE: Elaborado pela autora.

Xue et al. (2013) estudaram a adesdo de plaquetas em membranas de polietersulfona
(PES) modificada com quitosana sulfatada em diferentes proporcdes, e observaram que as
membranas modificadas reduziram a adesdo de plaquetas nas superficies. Atribuiram este
resultado a relativa reducdo da adsorcéo de proteinas estudadas (BSA e BFG), assim como ao
melhoramento da hidrofilicidade das membranas estudadas. Amiji (1998) estudou a adesdo de
plaquetas em superficie de quitosana anfotérica contendo grupos sulfatos, e verificou uma
reducéo do nimero de plaquetas aderidas na superficie de 73.3/25000pum? (quitosana natural)
para 4.50/25000pm’® (quitosana sulfatada), correspondendo a uma redugdo de 93,8%,
porcentagem bem préxima a encontrada neste estudo, no entanto, ndo foi realizado um estudo
da adsorcdo de proteinas nestas superficies. J& Li et al. (2008) estudaram o revestimento da
superficie do titanio com multicamadas de colageno e quitosana sulfatada, e observaram uma

reducdo plaquetaria de aproximadamente 80% em relacdo ao titanio ndo modificado.
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Desta forma, a reducao do nimero de plaquetas observada neste estudo para a superficie
modificada em relacdo a superficie de origem, pode ser atribuida a modificagdo quimica
realizada na quitosana que foi eficiente para reduzir a propriedade trombogénica do polimero,
uma vez que se aumentou a repulsdo eletrostatica das proteinas do plasma (BSA e BFG) e
melhorou-se a sua hidrofilicidade. Desta forma, conseguiu-se reduzir a trombogenicidade

inicial da quitosana.
4.2.3 Atividade anticoagulante

Estudou-se o TTPa e TP da quitosana natural e sulfatada em diferentes concentra¢des no
plasma (50, 100 e 200 pg/mL) e como padréo utilizou-se a heparina, de forma a avaliar o
potencial anticoagulante da quitosana sulfatada produzido. Sugere-se que a quitosana
sulfatada apresente atividade mimética a heparina, uma vez que suas estruturas sao similares,
influenciando no controle da fisiologia da coagulacdo quando complexada com a
antitrombina, acelerando a inibicdo da trombina, e assim prevenindo a formagdo do codgulo
ou trombo (SUBHAPRADHA et al., 2013b). Os resultados do TTPa podem ser visto na

Figura 22, enguanto que o TP é mostrado na Figura 23.

Para o TTPa, a quitosana natural apresentou atividade coagulante em 27.41s, 24.12s e
26.57s, ndo havendo diferenca significativa entre si e o controle. Observou-se que as
concentracdes de quitosana sulfatada aumentaram o tempo de coagulacdo em relacdo a
natural, observando ainda uma dose-dependéncia, em que, quanto maior a concentracdo no

plasma, maior foi o tempo de coagulacdo (38.84s, 53.58s e 72.15s).

No caso do TP, observou-se que as concentracfes de quitosana sulfatada testadas
tiveram baixa atividade anticoagulante em relacdo ao controle (14.9s). No entanto, quando
compara-se a QN (15.43s, 15.38s e 15.35s) com a QS (15.00s, 15.76s e 15.70s), percebe-se
gue houve um leve aumento do tempo de coagulacdo, no entanto, estes valores nao foram
significativos. A heparina mostrou efeito em 17.5s, também ndo induzindo forte efeito
qguando comparada ao controle, uma vez que o tempo de protrombina normal é de 12 a 15s
(REIS et al., 2005). Tanto a quitosana sulfatada quanto a heparina, assim como outros
polissacarideos sulfatados, ndo tem forte influéncia nesta fase da coagulacdo (ZHANG, Y. et
al, 2010; YANG et al., 2013).

Desta forma, a quitosana sulfatada mostrou maior efeito na fase intrinseca da

coagulagdo e nenhum efeito significativo na fase extrinseca nas concentragdes testadas (50,
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100 e 200 pg/mL). No entanto, quando comparada a quitosana natural, a atividade
anticoagulante foi melhorada. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura
(SUWAN et al., 2009; SUBHAPRADHA et al., 2013b; YANG et al., 2013). Liu et al. (2004)
estudaram a atividade anticoagulante de membranas de quitosana N-sulfofurfuril reticulada e
a amostra com maior grau de sulfatacdo (SuCS1) apresentou para o TTPa 59.1s e para o TP

15.8s, enquanto que a quitosana natural apresentou coagulacdo em 34.9s e 15.2s,
respectivamente.

FIGURA 22 — Tempo de tromboplastina parcial ativada da QN e QS.
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Efeito da quitosana natural e sulfatada no tempo de tromboplastina parcial ativada. Controle: Veiculo
(sol. NaCl 0.9%). HEP: heparina. * vs. Sal, a vs 100 e 200 pg/mL, b vs 50 e 200 pg/ml, ¢ vs 50 e 100

pg/ml. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (p < 0.05; ANOVA e teste de Tukey, como post
hoe)
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FIGURA 23 — Tempo de protrombina da QN e QS.
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Efeito da quitosana natural e sulfatada no tempo de protrombina. Controle: Veiculo (sol. NaCl 0.9%).
HEP: heparina. * vs. Sal. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (p < 0.05; ANOVA e teste de
Tukey, como post hoc).

4.2.4 Avaliaco da citotoxicidade

Os resultados da citotoxicidade da quitosana natural e sulfatada mensurada através da
atividade da enzima LDH sobre neutr6filos humanos estéo representados nas Figuras 24 e 25,
respectivamente. Observou-se que a quitosana natural nas concentraces 10, 50 e 100 pug/mL
ndo induziu o aumento da atividade da LDH, apresentando 9,05 + 2,49; 11,93 + 3,79 e 32,08
*+ 6,13 U/L, respectivamente, ndo indicando citotoxicidade quando comparada ao grupo
controle (38,41 £+ 13,08 U/L). Néo toxicidade também foi vista na quitosana sulfatada nas
concentracdes 10, 50 e 100 pg/mL, mostrando ainda uma reducdo da atividade LDH sobre
neutréfilos humanos quando comparada com a quitosana natural, apresentando atividade de
5,01 +1,37; 5,43 £ 1,26 e 10,18 + 1,81 U/L. Ja o Triton X-100 0.2% (controle positivo)
expressou aumento significativo da atividade LDH em ambas as amostras (430,7 + 48,9 U/L).
Observou-se ainda que, houve uma reducédo da atividade LDH do proprio solvente quando as

quitosanas estavam presentes, observado aqui como o controle.

Esses resultados indicaram que ambas as amostras ndo foram toxicas para a membrana
celular, mesmo na maior concentracdo (100 pg/mL) para neutrofilos humanos estabelecidos

pela atividade da enzima LDH. Segundo Costa Neto (2014), a viabilidade das células é
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inversamente proporcional a essa quantidade de LDH liberada, desta forma, subentende-se
que os polimeros em estudo também ndo afetaram a viabilidade celular. Estes resultados
corroboram ainda com a literatura que afirmam a baixa citotoxicidade da quitosana (CAO et
al., 2014; JARDIM et al, 2015).

FIGURA 24 - Efeito da citotoxicidade da quitosana natural sobre neutrofilos humanos.
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Efeito da quitosana natural sobre a alteracdo da integridade da membrana de neutréfilos humanos,
determinados pela atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH). Controle: Veiculo (sol. 0.5% de &cido
acético neutralizado com NaOH 2M). TX: Triton X-100 (0.2%). * vs. HBSS: Solucdo Hanks (células ndo
tratadas). Os valores estdo expressos como média = E.P.M. (p < 0.05; ANOVA e teste de Tukey, como post
hoc).
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FIGURA 25 - Efeito da citotoxicidade da quitosana sulfatada sobre neutréfilos humanos.
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Efeito da sulfatada sobre a alteracéo da integridade da membrana de neutréfilos humanos, determinados pela
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH). Controle: Veiculo (sol. 0.5% de 4&cido acético
neutralizado com NaOH 2M). TX: Triton X-100 (0.2%). * vs. HBSS: Solucéo Hanks (células ndo tratadas).
Os valores estdo expressos como média = E.P.M. (p < 0.05; ANOVA e teste de Tukey, como post hoc).

5 CONCLUSAO

A modificacdo quimica da quitosana por reacdo de sulfatacdo foi realizada com éxito,
principalmente para a preparada com 6 mL de &cido clorossulfénico, escolhida para ser
submetida as caracterizagdes e ensaios devido ao seu maior grau de substitui¢do (1.37), onde
se tratou de uma quitosana 2-N-3,6-O- sulfatada parcialmente. Os filmes mostraram-se lisos e

sem porosidade, caracteristica requerida para aplicacdes em biomateriais.

Esta quitosana modificada mostrou-se com estrutura e massa molecular semelhante a
heparina, apresentando ainda efeitos hemocompativeis similares, tais como a reducdo na
adsorcdo de BSA e Fibrinogénio em 36,84% e 20%, respectivamente, reducdo da adesao
plaquetaria em 93.7%, ter atividade anticoagulante (na fase intrinseca da coagulac¢do) quando
comparado com a quitosana natural, e ndo apresentou citotoxicidade (LDH) para neutroéfilos
humanos (sistema imune inato), emergindo como um potencial substituto heparinico e para

futuro uso em aplicacOes de contato com o sangue.

A reticulacdo dos filmes foi realizada apenas para o ensaio de adsor¢do de proteinas e

adesdo plaquetaria, de forma a obter um filme inséluvel, uma vez que este derivado é soluvel,
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e assim poder estudar essas reagfes in vitro. No entanto, ndo se faz necessario realizar este
processo antes de ser aplicado a um dispositivo médico, por exemplo, o stent, uma vez que o
préprio glutaraldeido é muitas vezes utilizado como cross-linking da quitosana sulfatada a
estes dispositivos, ja promovendo esta estabilidade, assim como outros tipos de agentes
reticulantes que também podem ser utilizados. Para outros tipos de aplicacfes que ndo sejam
dispositivos biomédicos e que se deseje a insolubilidade deste polimero, 0 mesmo pode ser
utilizado, no entanto, testes mecanicos e melhorias da sua resisténcia fisica merecem serem

melhores estudados.

De acordo com os resultados obtidos, o filme de quitosana sulfatada produzido
apresentou propriedades hemocompativeis melhoradas em relacdo a quitosana natural,
mostrando potencial na mimetizacdo da heparina e para aplicacdes biomédicas, devendo, no
entanto, ser submetido a estudos mais detalhados.

5.1 Sugestdes de estudos futuros

e Estudar de forma detalhada a solubilidade e hidrofilicidade da quitosana sulfatada através de

testes de solubilidade e angulo de contato;

e Investigar de forma mais detalhada as propriedades hemocompativeis deste polimero
modificado através do estudo de agregacdo plaquetaria, hemolise, adsorcdo de outras

proteinas do sangue como imunoglobulinas e antitrombina;

e Estudar os efeitos no sistema imune de forma mais abrangente como, a atividade anti-
inflamatoria e a citotoxicidade através do teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-

2 5-difeniltetrazélio;

e Avaliar as respostas bioldgicas através de ensaios in vivo.
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