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RESUMO

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), as doencas cardiovasculares (DCV) matam
17,7 milhdes de pessoas a cada ano, correspondendo a 31% de todas as mortes globais em 2020
e impulsionando o uso de stents coronarianos. Muitas vezes, os stents metalicos, ao interagirem
com o sangue, podem sofrer corrosdo do material e favorecerem a formacdo de trombos no
local do implante, resultando na falha do dispositivo. A fim de melhorar a performance destes
dispositivos, recentemente a quitosana sulfatada foi proposta como revestimento polimérico,
aumentando a hemocompatibilidade das superficies metalicas dos stents cardiovasculares. A
quitosana ¢ um polimero biocompativel com grupos amino e hidroxilas ao longo da cadeia,
facilitando, assim, a sua modificacdo quimica. Neste trabalho, foram produzidos revestimentos
poliméricos de quitosana sulfatada (QS) sobre as ligas de aco inoxidavel 316L e de titanio
(Til0OMo8Nb6Zr) modificada com crescimento de nanotubos de TiO», e comparada com a
quitosana natural. Inicialmente, a quitosana natural (QN) foi sulfatada com dacido
clorossulfonico, em seguida, foram desenvolvidos filmes de quitosana sulfatada e natural
reticulados ou ndo com glutaraldeido para avaliacdo da citotoxicidade. Posteriormente, as
superficies metalicas de ago inoxidavel e ligas de titanio, foram recobertas com QS e QN, por
meio de uma camada de polidopamina e um brago de ligagao de polietileno glicol. A quitosana
sulfatada desenvolvida apresentou no espectro do FTIR as bandas referentes aos grupos
sulfatados adicionados na cadeia polimérica. Ademais, na concentracao de 200 pg/mL a QS foi
capaz de prolongar o tempo de coagulacdo em 2,5 comparada a QN. A QS nao foi capaz de
induzir a agregacdo plaquetaria. Os filmes de QS e QN contendo a menor concentragdo do
agente de glutaraldeido (0,03% v/v) ndo foram téxicos as células da linhagem L[929
(fibroblastos). Através do ensaio de adesdo plaquetaria, foi possivel identificar que, dentre as
superficies metalicas, as superficies de titanio demonstraram maior hemocompatibilidade
quando comparadas as amostras de ago inoxidavel, apresentando uma menor porcentagem de
area coberta por plaquetas 27,2 + 4,9 versus 60,5 + 4,3. J4 em relagdo aos recobrimentos, as
superficies metalicas revestidas com QS apresentaram uma menor ativagao plaquetaria, sendo
a superficie de titdnio recoberta com QS a amostra que apresentou a menor porcentagem de
cobertura de plaquetas (13,7% = 3,5), podendo inferir que esse foi o material que apresentou
maior potencial para o recobrimento de dispositivos médicos que permanecem em contato com

o sangue, podendo auxiliar no tratamento de doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: Hemocompatibilidade; Quitosana Sulfatada; Stents metalicos.



ABSTRACT

According to the World Health Organization, cardiovascular disease (CVD) kills 17.7 million
people each year, accounting for 31% of all global deaths in 2020, driving the use of coronary
stents. Often, metallic stents, when interacting with blood, can suffer corrosion of the material
and favor thrombus formation at the implantation site resulting in device failure. In order to
improve the performance of these devices, sulfated chitosan has recently been proposed as a
polymeric coating, increasing the hemocompatibility of the metallic surfaces of cardiovascular
stents. Chitosan is a biocompatible polymer with amino and hydroxyl groups along the chain,
thus facilitating its chemical modification. In this work, polymeric coatings of sulfated chitosan
(QS) were produced on 316L stainless steel and titanium alloys (TilOMo8Nb6Zr) modified
with TiO2 nanotube growth and compared with natural chitosan. Initially, natural chitosan (QN)
was sulfated with chlorosulfonic acid, then sulfated and natural chitosan films crosslinked or
not with glutaraldehyde were developed for cytotoxicity evaluation. Subsequently, the metallic
surfaces of stainless steel and titanium alloys were coated with QS and QN by means of a
polydopamine layer and a polyethylene glycol bonding arm. The developed sulfated chitosan
showed in the FTIR spectrum the bands referring to the sulfated groups added in the polymer
chain. In addition, at a concentration of 200 pg/mL QS was able to prolong the clotting time by
2.5 compared to QN. QS was not able to induce platelet aggregation. QS and QN films
containing the lowest concentration of glutaraldehyde agent (0.03% v/v) were not toxic to L929
cells (fibroblasts). Through the platelet adhesion assay, it was possible to identify that, among
the metallic surfaces, titanium surfaces showed greater hemocompatibility when compared to
stainless steel samples, presenting a lower percentage of area covered by platelets 27.2 + 4.9
versus 60.5 + 4.3. Regarding the coatings, the metal surfaces coated with QS presented a lower
platelet activation, being the titanium surface coated with QS the sample that presented the
lowest percentage of platelet coverage (13.7% =+ 3.5), inferring that this was the material that
presented the greatest potential for the coating of medical devices that remain in contact with

the blood, being able to assist in the treatment of cardiovascular diseases.

Keywords: Hemocompatibility, Sulfated Chitosan, Metallic Stents.
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TTPA Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
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1 INTRODUCAO

O baixo nivel de atividade fisica atrelado a dietas ndo saudaveis e ricas em gorduras,
sal e aglicares aumentam o risco de doencas cardiovasculares que causaram cerca de 17,9
milhdes de mortes em 2019, representando 32% de todas as mortes globais (Cardiovascular
diseases, 2021). Na doenga arterial coronaria hd uma obstru¢ao da passagem sanguinea pelo
acumulo de gordura na parede da artéria, reduzindo a irrigagdo sanguinea no musculo do
coracdo e causando danos ao paciente. Nesses casos, dispositivos percutdneos como stents sao
utilizados a fim de restaurar o fluxo sanguineo na artéria coronaria (KUBO et al., 2008).

Os stents sao tubos com o formato de malha e o esqueleto de metal como o aco
inoxidavel (AISI 316-L), nitinol (Ni1), ligas de cromo-cobalto (Cr-Co) e titanio (Ti). Esses
dispositivos metalicos, quando implantados no corpo, podem interagir com os tecidos
circundantes, causando irritacdo fisica, trombose, corrosdo, inflamagao cronica e endotelizacao
disfuncional (ZHAO; METCALF; BUNNETT, 2014). Apds a inser¢ao do dispositivo no corpo,
os fluidos corporais podem atacar o material e os produtos da corrosao de alguns metais podem
induzir citotoxicidade e hipersensibilidade (DEE; RHODE; WACHTER, 2001).

De acordo com a Idata Research o melhor dispositivo disponivel no mercado € o
stent cardiovascular da Synergy da Boston Scientific, contendo um recobrimento polimérico
bioabsorvivel e a droga imunossupressora Everolimo. Entretanto, mesmo com o uso dos stents
farmacologicos e da adogao de regimes antiplaquetarios mais potentes, os registros demonstram
que a falha continua sendo em torno de 15 a 20% nos estudos desenvolvidos, tornando o uso
de stent cardiovascular um dos grandes desafio para medicina moderna (MAHADEVAN;
COSGROVE; STRANGE, 2021).

A fim de melhorar a hemocompatibilidade, diversos materiais metalicos foram
propostos para serem usados como base para o esqueleto do stent cardiovascular. Por exemplo,
o titanio, que ¢ um material utilizado em virtude da sua biocompatibilidade, resisténcia
mecanica e a corrosdo. A formacao de uma camada passiva de didxido de titdnio, quando
implantado no corpo, confere a melhora das propriedades mecanicas dessa malha. Essa camada
de oxido estavel, que se forma rapidamente quando o metal ¢ exposto ao ar e a agua, ¢
nanométrica e protege o implante de futura oxidagdo, tornando o material biologicamente inerte
e menos reativo quando comparado ao titanio sem a camada de 6xido (RAMOS-TONELLO et

al., 2017).
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Outra forma de melhorar a hemocompatibilidade do implante superando os
problemas de formacdo de trombos e corrosdo sdo as modificagcdes quimicas ou fisicas nas
superficies metalicas. Uma estratégia que tem sido utilizada ¢ a adicdo de um revestimento
polimérico sobre essas superficies onde polimeros biodegradaveis sao utilizados devido suas
caracteristicas de biodegradacdo e biocompatibilidade. Dentro da familia dos polimeros, existe
uma classe de moléculas chamadas de polissacarideos sulfatados, os quais, sdo macromoléculas
bioativas contendo grupos sulfatos no lugar de grupos hidroxilas e apresentam atividades de
interesse para aplicacdo como revestimento, por exemplo, anti-inflamatoria e anticoagulante
(MITTAL et al., 2018).

Dentre os polimeros naturais, a quitosana possui diversas aplica¢des, pois apresenta
uma cadeia linear, composta por unidades de D-glucosamina e N-acetilglicosamina ligadas via
[ (1-4) ligacao glicosidica e por ser biocompativel, biodegradavel e nao toxica, a quitosana ¢
usada como biomaterial na engenharia de tecidos. Além disso, a disponibilidade de grupos
amino e hidroxilas tornam o polimero suscetivel a modificagdes quimicas como a reacao de
sulfatacdo, responsavel pela insercdo de grupos carregados negativamente no polimero. Essa
modificacdo objetiva mimetizar a estrutura da heparina, um potente anticoagulante. O stent
cardiovascular do Bx Velocity da empresa Cordis apresentam heparina (MEHRAN et al., 2003).
Uma das vantagens da quitosana sobre a heparina ¢ a diminui¢ao de reagdes adversas como
sangramentos prolongados (SOLARI; VARACALLO, 2022).

Em estudos realizados anteriormente por colaboradores do mesmo grupo de
pesquisa, coordenado pelo Prof. Rodrigo Vieira, foi desenvolvida a metodologia de sulfatacao
da quitosana com acido clorossulfonico (MORAES et al., 2019), além da metodologia de
recobrimento do ago inoxiddvel com quitosana sulfatada (CAMPELO et al., 2017). No presente
trabalho, foram combinadas as metodologias anteriormente citadas visando realizar o
revestimento tanto das ligas de aco inoxidavel 316 L quanto das ligas de TilO0Mo8Nb6Zr
(nanotubos de TiO2) com a quitosana sulfatada, que ¢ um polimero rico em cargas negativas
mimetizando a estrutura da heparina e gerando repulsdo eletrostatica de proteinas plasmaticas
do sangue carregadas negativamente evitando assim a formacao de trombos. Desse modo, este
trabalho obteve avangos em relagdo aos trabalhos de Moraes et al. (2019) e Campelo et al.,
(2017), sendo a principal inovagao a producdo de um revestimento polimérico de quitosana
sulfatada (QS) a partir de 4cido clorossulfonico sobre ligas de ago inoxidavel 316L e titanio
Ti10Mo8Nb6Zr modificada com crescimento de nanotubos de TiO». A principal finalidade do

desenvolvimento desse material ¢ a sua utilizagdo como revestimento para stent cardiovascular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como principal objetivo a avaliagdo da hemocompatibilidade de

revestimentos poliméricos de quitosana sulfatada (QS) sobre liga de ago inoxidavel 316L e liga

de titanio Ti10Mo8Nb6Zr modificada com crescimento de nanotubos de TiO,. Desse modo,

foram propostos os seguintes objetivos especificos:

a)

b)

Sintetizar a quitosana sulfatada e avaliar a sua hemocompatibilidade através de ensaios
de coagulacao sanguinea e agregagao plaquetdria humana;

Desenvolver filmes com quitosana sulfatada ou natural, com ou sem o reticulante
glutaraldeido, e caracteriza-los por meio de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Termogravimetria (TG);

Avaliar a citotoxicidade dos filmes de quitosana sulfatada e natural em células de
fibroblasto 1.929;

Revestir as superficies do ago inoxidavel e dos nanotubos de dioxido de titdnio com
quitosana natural e sulfatada;

Realizar o teste de adesdo plaquetaria sobre as superficies do ago inoxidavel e dos
nanotubos de dioxido de titdnio recobertos com quitosana natural e sulfatada e avaliar

o grau de adesdo plaquetaria humana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Stent Coronario

Os stents sdao pequenos tubos expansiveis, em forma de malha, que sdo inseridos
em artérias estreitas ou bloqueadas pelo acimulo de gordura para restaurar o fluxo de sangue.
O aumento da prevaléncia de doencas cardiovasculares e os avangos tecnologicos no
desenvolvimento de novos materiais sao os principais motores do mercado global de stents
coronarianos. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), as doencas cardiovasculares
(DCV) tiram a vida de 17,9 milhdes de pessoas a cada ano, correspondendo a 31% de todas as
mortes globais. No Brasil, segundo a sintese de indicadores sociais (2020) realizado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2021), 28% das mortes no pais foram causadas

por doengas cardiovasculares. Representacdo de stent coronariano na Figura 1.

Figura 1 - Representagdo da estrutura metalica de stent coronariano antes e apos expansao

com o baldo cateter na cirurgia de angioplastia.

Fonte: SOLACI (2022).

3.1.1 Doencga arterial coronariana e angioplastia

A doenca arterial coronariana ¢ uma reducdo da disponibilidade de oxigénio e
nutrientes para o musculo cardiaco levando a um estado de insuficiéncia cardiaca em

decorréncia da formagdo da placa aterosclerotica nas artérias coronarias (KLEINEDLER et al.,
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2012; LIVINGSTON; TAN, 2019). A formag¢do da placa se deve ao acimulo de gordura,
colageno, célcio e colesterol na parede da artéria (PINHO et al., 2010).

A angioplastia corondria transluminal percutanea (AaCTP) com stent tem como
principal finalidade restituir a irrigagao arterial com a inser¢ao percutdnea do suporte. Nesse
procedimento, o stent ¢ fixado na parede da artéria apos o baldo ser insuflado e ¢ considerado

uma das etapas mais importantes para a revasculariza¢do corondria percutanea.

3.1.2 Principais materiais utilizados em stents (A¢o inoxidavel e Titdnio)

Os stents metalicos sdo geralmente fabricados com materiais como acgo inoxidavel
316L, ligas de Nitinol (Ni-Ti) e ligas de Cromo-Cobalto (Cr-Co) em virtude da
biocompatibilidade (GARCfA; PENA; MARTINEZ, 2012; HASEBE et al., 2011), pois cada
material metalico escolhido determina as caracteristicas do implante. Os stents de aco
inoxidavel sdo resistentes a formacdao de trombos e biocompativeis, mas o processo de
degradacao libera ions na corrente sanguinea, o que pode levar a problemas da resposta
imunoldgica (IQBAL; GUNN; SERRUYS, 2013). Por outro lado, as ligas de Nitinol (Niquel—

Titanio) apresentam resisténcia a corrosao e biocompatibilidade (RENGIER et al., 2010).

3.1.2.1 Aco inoxidavel

Muitos tipos de ago inoxidavel sdo utilizados na fabrica¢do de dispositivos como
stents e implantes. Devido a presenca de Cr na composi¢ao e a formacdo de uma camada de
oxido composta por Cr203, 0s acos inoxidaveis possuem alta resisténcia a oxidagdo. O tipo mais
utilizado nas aplicagdes médicas € o ago inoxidavel 316L (SS 316L), o qual possui uma menor
concentracdo de atomos de carbono. As principais caracteristicas desse material sdo:
biocompatibilidade, maleabilidade, resisténcia a corrosdo e fadiga, além de ductibilidade
(BEKMURZAYEVA et al., 2018; BERTOLINI; BRUSCHI; GHIOTTI, 2019). Podem ser
classificados em ferriticos, martensiticos, austeniticos e duplex (uma estrutura com a mistura
de austeniticos com ferriticos). Na Tabela 1, segue a composi¢cdo do ago inoxidavel 316L

(CHEN et al., 2016).
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Tabela 1 - Composi¢ao do aco inoxidavel 316L
Elemento C Cr Ni Mo | Mn | Si P S
% Massa <0.03 | 16-18.5 | 10-14 | 2-3 | <2 | <1 |[<0.045 |<0.03
Fonte: CHEN ez al., (2016).

A qualidade do recobrimento ¢ fortemente dependente do estado inicial da
superficie, assim, antes de iniciar o recobrimento do ago inoxidavel, é necessario realizar o
polimento da superficie através de métodos quimicos ou fisicos. Dentre estes, o polimento
quimico ¢ uma boa opg¢do visto que nao induz tensdes superficiais e remove as camadas
superficiais por dissolugdo quimica, promovendo a remogao preferencial da rugosidade, porém
com uma velocidade baixa e controlada se comparado ao polimento fisico.

No eletropolimento, a aplicacdo de uma corrente anddica aumenta a velocidade de
dissolugdo das camadas superficiais (TEGART, 1956) devido a utilizacdo de corrente/potencial
positivo na passivagdo e dissolu¢do do metal, o eletropolimento ¢ realizado de acordo com a
norma ASTM B374-06 (2011). Dependendo do tipo de ago e banho utilizados, sdo produzidas
superficies polidas e brilhantes, melhorando o acabamento da superficie do metal. O
procedimento pode ser utilizado ainda com o objetivo de remog¢ao de deformagdes na superficie
metalica tornando o material mais resistente a corrosdo e com superficie mais plana e limpavel.
Porém, mesmo apos o eletropolimento ¢ possivel que o processo de degradacdo do material
libere ions na corrente sanguinea, contribuindo para a reestenose e estimulando uma resposta

imunologica.

3.1.2.2 Titanio

Outros materiais como titanio (Ti) e suas ligas tém sido relatados como potencial
para producao dos stents, pois possuem excelente biocompatibilidade (BORHANI et al., 2018).
Mesmo com as vantagens apresentadas pelo titdnio, ainda existem complicagdes como
trombose e reestenose que sdo causadas por essas superficies. Para melhorar a
biocompatibilidade do material foram propostas técnicas de modificagdo em escala nano como
anodizagdo, tratamento a laser e hidrotérmico (MANIVASAGAM et al., 2021).

Titanio possui estabilidade quimica e excelentes propriedades mecanicas em
virtude da formacdo de uma camada passiva de didxido de titanio (TiO2) quando inseridos no
corpo (ELIAS; LIMA; VALIEV, 2008). A elevada resisténcia a corrosdo ¢ o baixo nivel de
condutividade elétrica, em meio fisioldgico, sdo obtidos em virtude do filme de 6xido amorfo

(TiO2) que se forma sobre o substrato de titdnio, comportando-se como uma fase estavel
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termodinamicamente (SPRIANO et al., 2005). A camada de 6xido protege o implante contra
corrosdo conferindo assim uma maior biocompatibilidade ao material (MANIVASAGAM;
POPAT, 2020).

O didxido de titanio (TiO2) esta presente no titanio e em suas ligas, podendo ser
encontrado em trés alotropias do TiO2 que podem ser observadas na Figura 2 rutilo, bruquita e
anatase, sendo a fase rutilo a mais efetiva para aplicagdo como material compativel com sangue,
pois ¢ a fase mais estavel e hidrofobica. As estruturas nanotubulares organizadas de TiO> podem
crescer na superficie de Ti por anodizag¢do, que ¢ um processo eletroquimico no qual ha a
formag¢ao de um filme de 6xido sobre a superficie a partir da aplicacdo de um campo elétrico,
0 processo ocorre em uma célula eletroquimica, em que o anodo de Ti e o catodo de platina,

quando uma corrente ¢ aplicada ha a formagao de uma camada de 6xido na superficie do anodo.

Figura 2 - Estruturas cristalinas de TiO; (a) anatase (tetragonal), (b) rutilo (tetragonal), e (c)

bruquita (cristalina ortorrémbica).

Fonte: SIDDIQUI (2019).

Zhang e colaboradores (2020) avaliaram a coagulacao do sangue nas trés fases
concluindo que apenas um pequeno numero de plaquetas com morfologia dendritica aderiram
a fase rutilo indicando que a superficie apresentou grande hemocompatibilidade. Esse resultado
foi atribuido pelo autor a baixa tensdo interfacial entre a superficie dos nanotubos e ao sangue
que resulta em uma baixa desnaturagdo de proteinas adsorvidas evitando a adesdo e ativacao de
plaquetas (ZHANG et al., 2020).

Yang e colaboradores (2018) estudaram nanotubos de TiO» recobertos com
polidopamina. Foi observado que o revestimento prorrogou o periodo de liberagdo da droga
anticoagulante Bivalirudin (BVLD) (YANG et al., 2018). A inser¢ao de 5 camadas poliméricas
aumentou de 40 para 300 dias o periodo de liberagao geral da droga e a formagao de trombose
foi reduzida pela inibi¢do da adesdo e desnaturacdo do fibrinogénio, plaquetas e outros
componentes do sangue. O revestimento resultou em uma melhora da hemocompatibilidade do

material. Mirjalili; Zamaniah; Hadavi (2019) sintetizaram nanotubos de titanio e realizaram a
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modificacdo da superficie por polimeriza¢do in situ da polidopamina (PDA) com ions prata
reduzidos na superficie da PDA. Os resultados da liberagdo de prata revelaram que a PDA
funcionou como uma camada adesiva, quelando nanoparticulas de prata sobre os nanotubos de
titanio (TNTs) e diminuindo a taxa de liberagado de ions de prata, implicando a possivel atividade
antibacteriana a longo prazo de TNTs revestidos de PDA. As amostras de TNTs mostraram 33%
de atividade antibacteriana, representando a metade das amostras de TNTs-PDA carregadas
com prata (MIRJALILI; ZAMANIAN; HADAVI, 2019).

Pan e colaboradores (2021) prepararam um revestimento complexo de quitosana-
Zn?" em nanotubos de TiO> modificados com polidopamina visando a melhoraria das condigdes
para o crescimento de osteoblastos. Inicialmente, os nanotubos foram preparados na superficie
de titanio por anodizagdo e a superficie foi funcionalizada pela dopamina. Em seguida, um
complexo de quitosana e ions de zinco foram imobilizados na superficie. O revestimento
promoveu a adesao e proliferacdo dos osteoblastos, sendo capaz de melhorar a osteogénese ¢ a
osteointegragdo da superficie de titdnio (PAN et al., 2021). Pereira Junior (2019) avaliou a
viabilidade celular da liga Til0Mo8Nb6Zr pelo método Alamar Blue, usando células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ADSC) sobre as superficies. Os resultados apresentaram uma
viabilidade celular proximo a 90% no sétimo dia, indicando a ndo citotoxicidade da liga
(PEREIRA JUNIOR, 2019).

A adi¢do dos nanotubos de TiO> sobre a superficie da liga de titdnio, confere as
vantagens da nanoestrutura ao material, gerando uma maior estabilidade contra corrosao e
intumescimento. Além disso, os nanotubos de TiO; se apresentam como um material inerte e
seguro para o corpo humano (JAFARI et al., 2020). Pelas vantagens apresentadas foi escolhida
a liga Ti1OMo8Nb6Zr modificada com o crescimento de nanotubos de TiO: para receber o

revestimento de quitosana natural (QN) e quitosana sulfatada (QS) no presente trabalho.

3.1.3 Classificacdo dos stents

Os stents sao dispositivos permanentes que duram uma vida inteira, caso nio
ocorram problemas como trombose e podem ter diversas formas e de acordo com o tipo de
material que os compdem a estrutura, podem ser classificados em: convencionais,

farmacologicos e biodegradaveis (BORHANI et al., 2018) conforme a Tabela 2:
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Tabela 2 - Tipos de stent cardiovasculares

Tipo Caracteristicas

Stent Metélico Malha de metais como ago inoxidavel, niquel-titdnio ou cobalto-
cromo. Sem revestimentos, podem levar a ocorréncia de
reestenose.

Stent Farmacologico Malha de metal revestida com medicamentos imunossupressores

e anti-inflamatorio com liberagdo localizada no vaso sanguineo,
evitando assim a formagao de coagulos.
Stent Polimérico Malha de polimeros como poliacido latico com estrutura flexivel
degradando-se em acido latico, que € absorvido pelo organismo.
Fonte: elaborado pela autora.

Os principais tipos de stents sdo: metalicos, revestidos, farmacoldgicos (ou com
eluicdo de farmaco), bioabsorviveis e radioativos. Os stents metalicos sdo compostos por metais
como ac¢o inoxidavel, liga de cobalto-cromo e ligas de niquel-titanio. O ago inoxidavel € o
material mais usado em stent, pois possui uma boa biocompatibilidade, bem como consisténcia
elastica e resisténcia. Entretanto, existem desvantagens como menor resisténcia a corrosao,
maior risco de lesdo nas paredes dos vasos sanguineos comparativamente aos stents de Nitinol
e liberagdo de ions metalicos. Ja os stents de ligas de cobalto-cromo sdo mais resistentes que os
de ago, por apresentarem uma malha mais fina existe um menor o risco de trombose, embora
apresentem boa biocompatibilidade, também aumentam o risco de reestenose. Outra liga
amplamente utilizada ¢ de niquel-titdnio ou nitinol, este material ¢ muito comum em stents
carotideos e bastante utilizado em stents autoexpansiveis com memoria de forma com elevada
elasticidade, o aumento da resisténcia a corrosao se da com o tratamento de superficie com
oxido de titanio.

Os stents com estrutura metalica podem receber revestimento passivo ou ativo.
Enquanto os passivos sdo materiais como ouro, polimeros, carbono ou ceramica, os ativos sao
farmacos, como trombomodulina e heparina. Os stents farmacologicos foram responsaveis por
reduzir o risco de reestenose muito comum em stents metalicos e sdo constituidos geralmente
pela estrutura metalica, material polimérico e o farmaco, sendo esse sistema de libertacdo que
assegura a libertacdo controlada de medicamentos como a rapamicina (sirolimus) e o paclitaxel
que possuem agdo antiproliferativos e/ou anti-inflamatérios inibindo a proliferagdao da
neointimal (MedicalExpo, 2019). Entretanto, o uso de stents farmacologicos estdo associados
a formacao de coagulos tardios e formagao de trombos, dessa forma, uma terapia antiplaquetaria
com aspirina e clopidogrel sdao indicadas para pacientes com maior risco de reestenose, como
portadores de placas de ateroma longas e em artérias finas e diabéticos (DIPPE, 2023). Os stents

poliméricos (PLLA) sdo bioabsorviveis, mas sdo menos resistentes que os metalicos e
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aumentam o risco de estenose e de inflamacdo. Seguem alguns exemplos de stents
cardiovasculares com revestimento:

A empresa norte-americana Alta Biomaterials produz o Cobra PzF, que de acordo
com a empresa, € 0 primeiro stent nao farmacoldgico com nanorevestimento de Polizene-F que
apresenta resisténcia a formagdo de trombos e atividade anti-inflamatéria. A estrutura do
material € de liga de cromio — cobalto (L605) e revestimento com o polimero Polizene-F (PzF)
que apresenta atividade antitrombotica que protege contra a formagao de coagulos sanguineos,
baixa adesao plaquetaria e propriedades anti-inflamatorias, além de interagdes favoraveis com
proteinas permitindo uma melhora do tratamento com a atragao de células endoteliais.

A empresa francesa Hexacath comercializa o stent Titan Optimax cujo esqueleto €
flexivel e constituido por uma liga de cromio-cobalto L605 que consiste em cromio, cobalto,
tungsténio e niquel revestidos por 6xido de nitreto de titanio (TiNO) compostos por multiplas
camadas de titanio, nitrito de titdnio e por 6xido de nitreto de titanio. O fabricante afirma que o
oxido de nitreto de titdnio € um composto quimico com propriedades Gnicas que conferem as
seguintes vantagens ao dispositivo: reduz a deposicao de plaquetas e fibrina, minimiza a
inflamacao e formagao de trombos, além de promover a cura endotelial.

A empresa chinesa Sinomed produz o stent farmacologico HT Supreme cujo
esqueleto € composto por uma liga de cobalto crémio (L605) e um revestimento de um polimero
bioabsorvivel PLGA ou poli (acido latico-co-glicélico) acrescido do farmaco imunossupressor
Rapamicina na concentragdo de 1,2 pg/mm? com 90% de liberagdo estimada nos primeiros 28
dias. De acordo com o fabricante, o stent ¢ submetido a uma correte elétrica dentro de uma
solu¢do monomérica para que haja a formagao do revestimento que por sua vez forma ligagdes
fortes com o PLGA. Essa técnica cria uma integridade de revestimento robusta, que € resistente
a descamacao e rachaduras.

A empresa alema Cardionovum produz o stent Xlimus com o esqueleto produzido a
partir da liga de cromio cobalto (L605) possui revestimento de polidcido latico contendo o
imunossupressor rapamicina, dentro de 30 dias 70% da droga antiproliferativa ¢ distribuida ao
longo do tecido ao redor garantindo a inibi¢ao do crescimento e migragao de células musculares
lisas.

A empresa norte-americana Gore produz Viabahn um stent com malha de Nitinol
revestido com politetrafluoretileno (PTFE) incorporado com Heparina que apresentou uma
redugdo da reestenose quando comparado aos stents metalicos (LAMMER et al., 2013). A

Biosensors elaborou o BioFreedom, um stent de CoCr revestido com polimero e Biolimus A9,
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que ¢ uma substancia da familia da rapamicina. A rdpida transferéncia de 28 dias de BA9™
para a artéria corondria e a rapida reendotelizacdo do stent, fazem do BioFreedom™ Ultra a
escolha mais relevante de stent para pacientes com alto risco de sangramento (HBR) que nado

toleram terapia antiplaquetaria dupla longa (DAPT) (VAINA; ONG; SERRUYS, 2008).

3.1.4 Principais problemas dos stents

Apbs a inser¢do do stent, a parede celular pode responder com uma resposta
inflamatéria que resulta tanto na proliferagao vascular de células musculares lisas quanto na
formagdo neointima hipertréfica na artéria. De fato, essa série de eventos pode levar a
reestenose intra-stent, que ¢ a formacdo excessiva de tecido (hiperplasia neointimal ou
neoaterosclerose) como resposta ao trauma mecanico na parede do vaso que recebeu o
dispositivo (KORNOWSKI et al., 1998; YUTANI et al., 1999).

A primeira resposta a lesao endotelial causada pela inser¢do do stent ¢ a ativagdo e
agregacao plaquetaria seguida pela formagao de trombos, resultando na liberagdo de agentes
vasoativos e mitdgenos como tromboxano A2, fatores de crescimento derivados de plaquetas e
trombina. Esta ultima ¢ gerada juntamente com a ativagao plaquetaria e liberagdo de serotonina,
que ¢ um fator de crescimento, assim em uma agdo sinérgica a proliferacdo das células
musculares lisas € induzida pela trombina e serotonina (LUZ et al., 2016).

Nas primeiras 24 horas apds o processo de intervencdo corondria percutanea, os
neutr6filos e mondcitos se infiltram e aderem na parede vascular, ainda nessa fase do processo
inflamatério, células inflamatorias contribuem para a liberacdo de citocinas, como a
interleucina-1 (IL-1) e outras substancias paracrinas (moléculas sinalizadoras que atuam nas
células proximas), levando a migragdo e proliferacdo das células musculares lisas. Leucocitos
e células gigantes se infiltram ao redor das hastes do stent, contribuindo também para o
crescimento das células musculares lisas (LUZ et al., 2016). As células gigantes, quando
ativadas, liberam fatores de crescimento e agentes quimiotaticos, os quais, em conjunto com a
reducdo de fatores protetores como prostaciclina (um potente vasodilatador e inibidor da acao
plaquetéria) e oxido nitrico (produzidos pelo endotélio) aceleram ainda mais a migracdo e
proliferagdao de células musculares lisas, transformando em células secretoras e contribuindo

para o crescimento da lesdo (COSTA; SIMON, 2005; FINN et al., 2007; LUZ et al., 2016).
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3.2 Interagdes entre o corpo e a superficie dos Biomateriais

3.2.1 Fenomenos de superficie podem levar a adesdo plaquetdria aumentando ou diminuindo
a biocompatibilidade

Todos os materiais estao sujeitos a fenomenos de superficie quando expostos ao
ambiente circundante, esses fendmenos podem ser classificados como fisicos, quimicos, fisico-
quimicos e bioldgicos. Quando um biomaterial ¢ implantado, o primeiro fendmeno que ocorre
¢ adsorcao de dgua e proteinas que vao iniciar uma cascata de eventos biologicos, resultando
na resposta bioldgica ao corpo estranho (DEE; PULEO; BIZIOS, 2002). Além disso,
dependendo da conformacao, a adsor¢ao das proteinas vai iniciar outros eventos de bioadesao
como adesdo celular, de plaquetas e de bactérias.

As propriedades das proteinas que determinam a interagdo com a superficie sdao
relacionadas a estrutura primaria, pois, a sequéncia de aminoacidos ¢ crucial para o
comportamento da interacdo entre proteina e superficie. Dessa forma, tamanho da proteina,
carga geral, estabilidade da estrutura secundaria e tercidria sdo fatores que também influenciam
na adsor¢do das proteinas, além disso, proteinas adsorvidas podem afetar as propriedades do
material como suas propriedades mecanicas, tornando-o mais fragil e quebradigo, podendo
induzir sua degradacao.

Materiais metalicos em contato com fluidos corporais podem sofrer de corrosao,
reduzindo a biocompatibilidade do dispositivo e liberando produtos de corrosdo, assim esse
processo de degradagdo pode alterar as fungdes das células da vizinhanca do biomaterial,
mesmo células distantes podem ser afetadas devido ao transporte dos produtos dentro do corpo
(DEE; PULEO; BIZIOS, 2002). Além disso, a literatura reporta efeitos das proteinas no
comportamento de corrosdo das ligas biomédicas, acelerando sua dissolucdo (KLOK; IGUAL
MUNOZ; MISCHLER, 2020), esse fenomeno ¢ atribuido a tendéncia de complexagao das
proteinas com os metais, resultando em uma redugdo da energia de ativacao e aumento da taxa
de dissolucdo. Desse modo, a adsorcdo da albumina carregada negativamente pode atacar as
superficies (HEDBERG et al., 2013) reduzindo o pH e promovendo a corrosdao do ago
inoxidavel 316L (XU et al., 2018)

Os eletrdlitos minerais que carregam cargas negativas e positivas como, por
exemplo, sodio, potassio, célcio, cloreto e fosfato (Na*, K+, Ca*", Mg+, CI', e PO4>), presentes

nos fluidos corporais também podem influenciar nos fenomenos de superficie, pois influenciam
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a interagdo da biomolécula com a superficie facilitando ou dificultando, gerando uma alteragao
quimica da composi¢do da superficie do biomaterial e podendo levar a fratura e corrosao (HOL;

GJERDET; JONUNG, 2019).

3.2.2 Fenomenos biologicos

Apds a implantacdo de um dispositivo médico, uma sequéncia de eventos ocorre:
lesdo, interagdes do material com o sangue, provisional matrix formation, inflamacao aguda,
inflamacao cronica, reacao de corpo estranho e fibrinolise (dissolu¢ao do coagulo de fibrina).
A reposta inflamatoria inicial ¢ ativada pela lesdo dos tecidos de conexao vascularizados, como
0 sangue a seus componentes que estdo envolvidos na resposta inflamatoria inicial, coagulacao
sanguinea e trombose (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008).

A inflamagao aguda ¢ de relativa curta duracao, podendo ocorrer de minutos até
dias dependendo do tamanho da lesdo e sua principal caracteristica ¢ a perda de fluido e
proteinas do plasma além da migragdo de leucdcitos. Ja a inflamagdo cronica ¢ menos uniforme
histologicamente que a inflamacdo aguda, sendo, em geral, caracterizada pela presenca de
c¢lulas mononucleares (por exemplo, mondcitos e linfocitos) no local do implante, com a
proliferagdo de vasos sanguineos e tecidos conectivos. A inflamacgao crdnica ¢ tipicamente de
curta duragdo e confinada no local do implante, mas quando ha a persisténcia da inflamagao
apos um periodo de trés semanas geralmente isso ¢ indicio de uma infecgao.

Apos aresposta inflamatdria aguda e cronica serem resolvidas, tecido de granulagao
pode ser identificado na regido pela presenca de macrofagos, infiltragcao de fibroblastos e nova
vascularizagdo no novo tecido saudavel, mas dependendo do grau da lesdo, ¢ possivel
identificar tecido de granulagdo 3-5 dias apos a implantagdo. A presenca de um implante altera
o processo de cicatriza¢do ocasionando uma forma especial de inflamag¢do nao imune chamada
de reacdo a corpo estranho que envolve adsor¢ao de proteina, macréfagos, células gigantes de
corpo estranho multinucleadas (por exemplo, macréfagos fundidos), fibroblastos e angiogénese
podendo resultar em fibrindlise, cicatriz ou mesmo rejeicdo do biomaterial. A presenca dessa
inflamagdo com o desenvolvimento do tecido de granulagdo ¢ considerada a resposta normal
de cicatrizagdo de feridas aos biomateriais implantados, desse modo, para a maioria dos
biomateriais inertes, a reagao tardia dos tecidos resulta em um tecido fibroso composto de
colageno e fibroblastos para que seja possivel que os componentes celulares da reagdo de corpo

estranho separem esta cépsula fibrosa do tecido de granulagao.
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Muitos fatores influenciam a biocompatibilidade de um implante como, por
exemplo, forma, tamanho do implante, composicdo do material, molhabilidade, rugosidade e
carga da superficie. Assim, o biomaterial ndo deve (a) alterar as proteinas (incluindo enzimas)
do plasma para que as reacdes adversas ndo sejam ativadas; (b) causar a formacao de trombos,
resposta imunolédgica adversa ou cancer; (c) destruir ou sensibilizar os elementos celulares do
sangue; (d) produzir resposta alérgica ou tdxica; (e) gastar eletrolitos e (f) ser afetado por
métodos de esterilizacdao. Por outro lado, o ambiente do corpo nao deve causar degradagao
(mecanica ou bioldgica) ou corrosdao do biomaterial, pois isso resultaria em perda de

propriedades fisicas e mecanicas (ELIAZ, 2019).

3.2.3 Hemocompatibilidade

A hemocompatibilidade ou compatibilidade com sangue ¢ uma caracteristica
essencial para qualquer biomaterial usado em dispositivos médicos para contato com o sangue,
pois a hemocompatibilidade ¢ a habilidade do material de manter sob controle a resposta
trombotica e inflamatodria induzida pela superficie que entrou em contato com o sangue. Essas
respostas correspondem a uma série de eventos interconectados que acontecem na superficie

(MANIVASAGAM et al., 2021).

3.2.3.1 Hemostasia

Quando um vaso sanguineo ¢ lesado, o processo da hemostasia ¢ iniciado e segue
as trés etapas: vasoconstri¢ao, formacdo do tampao plaquetdrio e formacdao do coagulo.
Inicialmente, tem-se a vasoconstri¢do para reduzir o fluxo sanguineo e pressao no vaso evitando
a perda sanguinea, mas logo em seguida, a lesdo for bloqueada por um tampao plaquetario solto.
Quando as plaquetas sdo expostas ao colageno da area danificada, elas aderem e sdo ativadas
liberando citocinas (proteinas que regulam a resposta imunoldgica), as quais, além de aumentar
a vasoconstri¢do, ainda ativam mais plaquetas que vao se agregando para formar o tampao
plaquetério solto que consiste em um aglomerado de plaquetas formado em torno do local
lesionado, com a fungao de contenc¢ao inicial do sangramento (SILVERTHORN, 2019).

O terceiro passo ¢ a estabilizacao do tampao plaquetario pela formacao de uma rede
de proteinas fibrina para formar o coagulo, essa etapa ¢ iniciada pelo coldgeno e por uma

mistura de fosfolipidios e proteinas (fator tecidual). Além disso, a agregacdo e adesdo
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plaquetaria na area danificada também sdo promovidas por fatores quimicos presentes na
cascata da coagulacdo, que ¢ o nome dado a uma série de reagdes enzimaticas que culminam
com a producao da fibrina, mas quando o vaso ¢ finalmente reparado, a fibrina ¢ dissolvida pela
enzima plasmina e o coagulo diminui (SILVERTHORN, 2019). O processo pode ser
visualizado no esquema da Figura 3 onde 1 ¢ a etapa de vasoconstricdo, 2 ¢ o bloqueio
temporario do fluxo sanguineo pelo tampao plaquetario e 3 ¢ a formagao do codgulo para conter

0 sangramento.

Figura 3 — Sistema de hemostasia e reparo tecidual disparados por lesdo em vaso sanguineo.
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Fonte: adaptado de Silverthorn (2019).
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3.2.3.2 Agregacao plaquetaria

As plaquetas sao geradas pela fragmentagao na medula 6ssea de megacariocitos que
apresentam multiplas copias de DNA no nucleo e vao se fragmentado para formar as plaquetas
que quando inativas, sdo pequenos fragmentos celulares em forma de disco menores que os
eritrocitos como pode ser observado na Figura 4. Entretanto, quando estdo ativadas, as plaquetas
se apresentam com uma superficie externa pontiaguda além de se aderirem umas nas outras

como pode ser identificado na Figura 4 (C).

Figura 4 - Tlustragdo representativa dos megacariocito e plaquetas. Borda do megacariocito
soltando-se e formando os fragmentos celulares que sao as plaquetas (A). Plaquetas inativas

ao lado de eritrocito para comparagao (B). Plaqueta ativada (C).
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Fonte: adaptado de Silverthorn (2019).

Em lesdes vasculares, hd formacao do tampao hemostatico inicial pelas plaquetas
que promovem a adesdo, ativacdo e agregacdo culminando com a formagdo do tampao
plaquetario. Assim, quando ocorrem as lesdes vasculares, o colageno ¢ exposto ativando as
plaquetas e se ligando a elas por meio de proteinas receptoras de membrana chamadas
integrinas, ativando as plaquetas que liberam o contetido dos granulos intracelulares serotonina
(5-hidroxitriptamina), ADP e fator de ativagao plaquetdria (PAF) que por sua vez ativam mais
plaquetas em uma alca de retroalimentacao positiva iniciando a conversdo dos fosfolipideos da
membrana em tromboxano A2 um vasoconstritor que contribui ainda mais para a agregacao
plaquetaria. Dessa forma, o vaso lesionado ¢ selado por um tampao plaquetario.

A fim de regular a atividade plaquetéaria podem ser utilizados agonistas ou farmacos
antiplaquetarios a depender do objetivo. Os agonistas sdo as substiancias que modulam a
ativacdo plaquetaria se ligando aos receptores e desencadeando reagdes bioquimicas como a
secrecdo granular e formagao de agregados plaquetarios. Mas a depender da capacidade em
estimular os granulos plaquetarios, os agonistas podem ser classificados como fortes e fracos,

dentre eles ADP (difosfato de adenosina), trombina, coldgeno, dcido araquidonico e epinefrina.
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Na Figura 5 ¢ possivel observar a diferenca entre uma plaqueta inativa e ativa. A
morfologia da plaqueta inativa ¢ discoidal conforme Figura 5 (A), mas quando elas entram em
contato com uma superficie, as plaquetas se estendem e desenvolvem uma aparéncia dendritica
conforme Figura 5 (B) e (C), pois as plaquetas dendriticas sofrem conversao para formas
espalhadas a medida em que o corpo central da plaqueta afunda sobre a superficie e o citoplasma

preenche espagos entre os pseudopodes estendidos (GROUSE et al., 1990).

Figura 5 - Imagem do MEV de plaqueta inativa (A), plaquetas ativadas (B) e (C). Escala de
ITpum.

Fonte: adaptado de Agustine (2016).

Agustine e colaboradores (2016) avaliaram as alteracdes observadas nas plaquetas
por imagens de MEV a partir da ativagdo com trombina. As plaquetas com morfologia
inicialmente discoide apresentaram, extensao de pseuddpodes e espalhamento do citoplasma e
formag¢do de uma rede de fibrina estabilizando o codgulo. Em plaquetas ativas, foram
identificadas microparticulas polimerizadas (indicadas por estrelas na Figura 5), depositos de
fibrina (indicados pela flecha cinza na Figura 5), poros de fibrina (indicados pelos circulos na
Figura 5), pseudopodes (indicado pela flecha preta na Figura 5), espalhamento de parte do
citoplasma da plaqueta (indicado pela seta branca na Figura 5) (AUGUSTINE et al., 2016).

Por outro lado, os farmacos antiplaquetarios sdo inibidores potentes da fungdo
plaquetaria e agem por mecanismos especificos. As plaquetas ativadas liberam o acido
araquidonico, o qual ¢ convertido pela COX 1 em prostaglandinas H2, e em seguida,
metabolizado a tromboxano A2, promovendo a aglutinacdo das plaquetas. Assim, 0 mecanismo
de a¢do do farmaco antiplaquetario 4cido acetilsalicilico € a inativagdo da COX 1 inibindo assim
a sintese de tromboxano. J& os farmacos clopidogrel e ticioplina sdo inibidores da ligacao entre
o ADP e seus receptores nas plaquetas, impossibilitando a ativagdo necessaria para que as
plaquetas se liguem ao fibrinogénio e umas as outra na agregacdo plaquetaria. Devido ao uso

de inibidores plaquetarios eficazes, as angioplastia e os stents apresentam baixa taxa de
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reestenose ¢ trombose, revolucionando assim a medicina cardiovascular (GOODMAN;
GILMAN, 2006).

Campelo e colaboradores (2017) visualizaram a adesdo plaquetaria pela técnica de
microscopia de forca atomica (AFM) em amostras de aco inoxidavel (SS), aco recoberto com
dopamina (SS-DA), ag¢o recoberto com quitosana natural (SS-Chi) e ago recoberto com
quitosana sulfatada (SS-SChi). Plaquetas ativadas foram identificadas nas amostras de SS-DA
e SS-Chi, pois as superficies sdao ricas em grupos amino que agem como sitio de ligacao para
adsor¢ao de proteinas. Por outro lado, a superficie de SS-SChi ndo apresentou plaquetas
ativadas em virtude da baixa disponibilidade de grupos amino e devido a presencga de cargas
negativas presentes na quitosana sulfatada e sdo capazes de reduzir a adsor¢do de proteinas
plasmaticas (CAMPELO et al., 2017). As imagens do trabalho podem ser observadas na Figura
6.

Figura 6 — Imagem AFM das superficies de aco inoxidavel, ago inoxidédvel com dopamina,
aco inoxidavel com quitosana e aco inoxidavel com quitosana sulfatada submetidas ao teste

de adesao plaquetéria.

SS-SCHI

Fonte: Campelo ef al., (2017).
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3.2.3.3 Cascata da Coagulagdo

A passagem do sangue do estado liquido para o so6lido ¢ o terceiro passo da
hemostasia chamada de coagulagdo sanguinea, cujo objetivo € evitar a perda de sangue com a
formag¢do de um coagulo gelatinoso. O processo ¢ iniciado em duas cascatas, as quais, a
depender do agente desencadeador, sdo classificadas como via extrinseca ou intrinseca (XU et
al., 2018).

O processo de coagulagdo transforma o tampdo plaquetdrio em um codagulo,
formado pelo fluido sanguineo na coagulag¢do, embora o processo seja dividido em duas vias,
ambas terminam em uma Unica via comum. Inicialmente, quando o colageno ¢ exposto apds
um corte na pele, por exemplo, a via intrinseca (TTPA) ou via de ativag¢ao por contato ¢ iniciada
com a ativagdo do fator XII pelo colageno.

Por outro lado, a via extrinseca ¢ ativada a partir do fator tecidual (tromboplastina
tecidual ou fator III), que ¢ liberado pelo tecido danificado e acaba ativando o fator VII e
desencadeando a via extrinseca. Embora existam as duas vias, ambas culminam na via comum
onde a trombina produzida converte fibrinogénio em fibrina, um polimero insolivel e parte
formadora do codgulo. Assim, o processo de coagulacdo ndo ¢ uma cascata simples, mas, na
verdade os fatores das vias interagem tornando a coagulacdo uma rede (SILVERTHORN,
2019).

O tultimo estagio da coagulacdo ¢ a conversdao de fibrinogénio em fibrina pela
enzima trombina. Enquanto o tampao plaquetdrio ¢ permeado pela fibrina que forma fibras
capazes de reter eritrécitos na malha, a fibrina é convertida em um polimero com ligagdes
cruzadas e o coagulo ¢ estabilizado pelo fator XIII. Desse modo, a extensao da coagulagao num
vaso pode ser limitada pela inibicdo da adesao plaquetaria ou cascata da coagulacao (produgao
de fibrina) (SILVERTHORN, 2019).

Quando substancias anticoagulantes sdo liberadas pelas células endoteliais,
algumas reacdes da cascata da coagulagdao sao bloqueadas. Por exemplo, a heparina ¢ a
antitrombina III sdo produzidas pelo corpo e juntas bloqueiam os fatores ativos IX, X, XI e XII.
A primeira apresenta um efeito anticoagulante em virtude da sua estrutura rica em
pentassacarideos sulfatados que inibem o Fator Xa (WEITZ; WEITZ, 2010). Existem ainda
farmacos fibrinoliticos (estreptoquinase, que € um medicamento antitrombotico) e o ativadores

de plasminogénio tecidual (tPA) sdo usados a fim de dissolver coagulos sanguineos.
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Para prevencdo da adesdo plaquetdria ao colageno sdo utilizados agentes
antiplaquetérios (antagonistas dos receptores de interina nas plaquetas). Além disso, a formacao
do tampao plaquetario também ¢ impedida pela inibicdo das enzimas COX (promove a sintese
do tromboxano A2, que ¢ um ativador plaquetario) feita pelo acido acetil salicilico (AS).
Enquanto o 4cido acetilsalicilico bloqueia a agregacdo plaquetaria impedindo a formacgao de
coagulos, a Varfarina ou anticoagulantes cumarinicos bloqueiam a acdo do cofator K, que ¢
importante para a na producdo do fator de coagulacdo II (trombina), IX, VII e X
(SILVERTHORN, 2019).

Na Figura 7 ¢ possivel visualizar as etapas da via intrinseca, extrinseca e comum da

cascata de coagulacao.

Figura 7 - Cascata da coagulagao com proteinas plasmaticas inativas (caixa branca) ativadas a

cada etapa das vias intrinseca, extrinseca € comum.
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Fonte: SILVERTHORN (2019).
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Materiais baseados em quitosana sulfatada apresentam atividade anticoagulante
devido a presenca de grupos SO3 capazes de evitar a adsor¢ao de proteinas envolvidas no inicio
da cascata da coagulacao (AMIJI, 1998). A modificacdo quimica da quitosana tanto diminui a
carga positiva dos grupos de glucosamina, por substitui¢do, quanto aumenta o nivel de cargas
negativas produzidas pelos grupos sulfatados. Assim, a atividade anticoagulante observada ¢
provavelmente devido ao aumento da densidade de cargas negativas que neutralizam as cargas
positivas dos residuos de aminoacidos da trombina, impedindo a transformacao do fibrinogénio
e aumentando a atividade anticoagulante (OUERGHEMMI et al., 2018).

A atividade anticoagulante também resulta da interagdo de cargas negativas dos
grupamentos sulfatos com as cargas positivas das sequéncias peptidicas das proteinas
reguladoras do processo de coagulagdao sanguinea como, por exemplo, a antitrombina (AT) e o
cofator II de heparina (HCII). Desse modo ¢ necessario conhecer ndo sé o grau de sulfatagdo
do polimero, mas também diversos fatores como: o peso molecular, o tipo de monossacarideo,
conformacdo da cadeia polimérica e ligacdo glicosidica (LIANG et al., 2014). Ademais, outro
fator determinante da atividade anticoagulante ¢ a localizagdo do grupo sulfato no
polissacarideo que pode determinar como se dard a interacdo com as proteinas (DORE et al.,

2013).

3.2.3.4 Fatores de superficie que afetam implantes em contato com sangue

O requisito mais importante para implantes em contato com o sangue ¢ a
compatibilidade sanguinea, pois células sanguineas, proteinas e enzimas ndo devem ser
degradadas em contato com o stent, assim fatores como trombogenicidade e tromboresisténcia
sao importantes ( CHEN et al., 2016).

A trombogenicidade depende tanto da rugosidade quanto da natureza elétrica e
quimica da superficie. Em virtude da adesdo de proteinas fibrosas de coagulacdo, uma
superficie rugosa promove uma rapida coagulacao sanguinea, por outro lado, em uma superficie
polida (vidro, PMMA, aco inoxidavel) a coagulagdao nao ¢ rapida. J& em relacdo a natureza
elétrica das superficies, tem-se uma melhor tromboresisténcia quando a superficie ¢ carregada
negativamente devido as cargas liquidas negativas presentes nas membranas das células
sanguineas e sendo essa carga superficial determinada pelos grupos funcionais presentes no

polimero (CHEN; THOUAS, 2018).
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3.3 Recobrimento da superficie do Stent

O desenvolvimento de recobrimentos bioativos com biomoléculas objetivando-se
obter uma superficie ajustdvel com funcionalidades como hemocompatibilidade tem
aumentado. Moléculas como dopamina que adsorvem em superficies metalicas e possuem
grupos terminais funcionais que podem ser utilizados como ponto de ancoragem para o

recobrimento com moléculas bioativas como a quitosana tem sido cada vez mais utilizadas.

3.3.1 Heparina

A heparina ¢ um agente anticoagulante e antitrombotico classico, composta por
unidades de acido hexurdnico e D-glicosamina, onde o 4acido hexuronico pode ser acido L-
iduronico ou D-glicurdnico, ligadas por ligagdes 1,4-glicosidicas (Figura 8). A presenca de
grupos carboxila e extensa sulfatagdo anionica da heparina. Dessa forma, o anticoagulante
apresenta uma grande atividade da antitrombina (ATIII) para subsequente inibi¢ao do fator Xa
e Ila (trombina). Entretanto, o farmaco apresenta desvantagens por ser extraido de intestinos
suinos e bovinos. Requer um extenso processo de purificagao a fim de evitar contaminacao dos
pacientes e muitos animais para suprir a demanda mundial por heparina. Mesmo que as
aplicacdes antitrombogénicas da heparina sejam amplamente estudadas, esse farmaco nao ¢
ideal para todas as aplicagdes, pois a heparina ¢ usualmente fabricada de animais e pode causar
reacoes alérgicas em pacientes que sdo sensiveis a reagentes derivados de animais como o
porco, dessa forma, € importante evitar o risco potencial de contaminacao. Apresenta ainda alta
geracdo de subprodutos durante processamento (TAYLOR et al., 2019).

Nesse contexto, a busca por novos materiais que simulem uma superficie
heparinizada e nao apresentem as desvantagens da droga intensificou-se € moléculas sulfatadas
semelhante a heparina (Figura 8) apresentando potencial anticoagulante e antitrombdtico, ndo
toxicas e disponiveis na natureza de fécil obtencdo como a quitosana sulfatada presentaram
destaque. Derivados da quitosana sdo de origem vegetal e possuem potencial de substituir a

heparina em pacientes alérgicos.
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Figura 8 - Estrutura quimica da heparina.
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Fonte: adaptado de MORAES et al., (2016).

3.3.2 Quitosana natural e quitosana sulfatada

A quitosana ¢ um biopolimero biocompativel, ndo-tdxico, biodegradével,
antioxidante e anticancer composto de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(GlcNACc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcN). A tltima unidade corresponde a mais
de 50-60% do polimero (SILVA, 2017), que ¢ obtido da N-desacetilagdo da quitina que tem
seus grupos acetamido de unidades GIcNAc hidrolisados resultando em unidades GIcN
(GUINESI; CAVALHEIRO, 2006). Além de ser encontrada na carapaga de caranguejos,
quitosana ¢ também encontrada naturalmente em algumas paredes de células fungicas. Na
Figura 9 € possivel observar a estrutura quimica da quitosana.

Devido a protonagdo de grupos amino das unidades GIcN, cargas positivas estdo
presentes ao longo da cadeia e o polimero torna-se solivel em meio aquoso moderadamente
acido. Comportando-se ainda como eletrolitos catidnicos nesses meios, as propriedades
antibacterianas da quitosana sao atribuidas a interagdo de sua cadeia carregada positivamente
com as cargas negativas presentes nas membranas celulares de bactérias (KONG et al., 2010).
A quitosana possui grupos funcionais susceptiveis a modificagdo quimica como, por exemplo
a amina primaria (NH), o grupo hidroxila primario e secundario (OH) em seu mondmero
(Figura 9), de modo que pode ser modificado quimicamente sem alterar seu grau de
polimerizagdo visando tornar o polimero semelhante & heparina (MOURYA; INAMDAR,
2008).

Foi proposta a modificagdo quimica (CROISIER; JEROME, 2013) da quitosana

pela sulfatagcdo, que ¢ uma técnica utilizada para controlar a interacao do polimero com outros
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componentes como componentes organicos e ions metalicos (VAZ et al., 2018). Por sua vez, a
reacdo de sulfatacdo torna o sal de quitosana estruturalmente semelhante a heparina, que € rica
em grupos carregados negativamente (MOURAO; PEREIRA, 1999), assim a quitosana
sulfatada apresenta atividade anticoagulante, bem como inibi¢do de hemoaglutinagdo devido a
semelhanga estrutural com este farmaco (CAO et al., 2014).

A quitosana sulfatada apresenta ainda outras atividades bioldgicas como atividade
antioxidante, antibacteriana, anti-HIV, antiviral, e inibi¢do de enzimas (XING et al., 2005) e
deve apresentar um mecanismo anticoagulante semelhante a heparina em virtude da
similaridade entre as estruturas (WEITZ; WEITZ, 2010). Entretanto, a atividade anticoagulante
da quitosana e seus derivados ¢ influenciada por muitos fatores, incluindo o grau de sulfatagao
e a localizagao do grupo sulfatado na cadeia polimérica (SKORIK ez al., 2017). Na Figura 9 ¢

possivel observar a estrutura quimica da quitosana sulfatada.

Figura 9 — Estrutura quimica da quitosana natural (A) e sulfatada (B).
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Fonte: MORAES et al., (2019).
A metodologia utilizada no presente trabalho resulta na sulfatacao da quitosana nas
posicdes 2,3 e 6 resultados na quitosana 2-N-3,6-O-quitosana sulfatada com peso molecular de
5,050 Da e grau de sulfatagdo de 1,37 (MORAES et al., 2019), que ¢ um material com grande

potencial para ser estudado como substituto da heparina que embora seja um farmaco
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amplamente estudado, apresente seu mecanismo de a¢ao elucidado e um alto grau de sulfatacao
(DREYFUSS et al., 2009) poderia ser substituida por moléculas biocompativeis e que
apresentassem sua atividade anticoagulante modulada pela realizacdo de uma reagdao de
sulfatacao.

A sulfatagdo da quitosana pode ser realizada por diferentes metodologias, por
exemplo, com H>SO4 concentrado (NAGASAWA et al., 1971), piridina (GAMZAZADE et al.,
1997), acido clorossulfonico (HUANG et al., 2003), acido clorossulfonico com
dimetilformamida (DMF) (MORAES et al., 2019) e 5-Formil-2-furan sal de so6dio sulfonico
(EFSA) (CAMPELO et al., 2017).

A sulfatacdo de quitosana com 4cido clorossulfonico em meio com
dimetilformamida (DMF) ¢ utilizada para funcionalizar o polimero (MORAES et al., 2019;
PAN et al., 2021; RAKHMANOVA et al., 2009; ZHOU et al., 2009) por meio da incorporagao
de grupos sulfonicos na quitosana, que ¢ dependente da temperatura e tempo de reagdo podendo
os grupos sulfatados serem incorporados via grupos amino e hidroxil. Assim, dependendo das
condig¢des da reacao, o grupo sulfatado pode ser incorporado no C-2 (grupo NH2), C-3 (grupo
OH) e C-6 (grupo CH,OH) (RAKHMANOVA et al., 2009).

A sintese de quitosana sulfatada é uma reagdo de um passo e o mecanismo da reagao
¢ uma substitui¢do eletrolitica (MANIK; KABAN, 2022) onde os prétons sdo substituidos por
grupos -SO3;H (IMRAN et al., 2020) conforme reagdo identificada na Figura 10.

Figura 10 - Sintese da quitosana sulfatada com acido clorossulfonico.
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Fonte: adaptado de IMRAN et al., (2020).

Rakhmanova e colaboradores (2009) realizaram um estudo de incorporagdo de
grupos sulfatados na quitosana variando a temperatura de reacdo e tempo usando o acido
clorossulfonico. Ao aumentar a temperatura de reacdo de 50°C para 60°C junto com uma
reducdo no tempo de reacdo de 60 min para 45 min houve uma reducdo do grau de sulfatacao.
Ja quando a temperatura foi aumentada para 80°C mantendo o tempo de reacdo em 60 min

houve um aumento de 1.14 vezes no conteido de S (RAKHMANOVA et al., 2009).
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Abu El-Soad et al., (2019) produziram uma quitosana sulfatada com reticulagdo a
partir de uma solu¢do de quitosana diluida em 4cido acético com glutaraldeido. O complexo
sulfatante foi produzido com 4,5 mL de 4cido clorossulfonico em 30 mL de DMF. A quitosana
previamente reticulada foi adicionada ao DMF e ficou sob agitagdo por 12 horas na temperatura
ambiente. Posteriormente, a quitosana foi filtrada e adicionada ao complexo sulfatante com
agitacdo a 20 °C por 4,5h. Ao final da reagdo, a quitosana sulfatada foi precipitada com metanol
em banho de gelo. A eficiéncia da reagdo foi mostrada no FTIR com o aparecimento das bandas
indicando a presenca dos grupos sulfatados (ABU EL-SOAD et al., 2019).

Em outra metodologia proposta para modificacdo da quitosana, um complexo
sulfatante de DMF-SO; foi preparado com écido clorossulfonico em DMF (v/v foi 1:5). Em
seguida, a quitosana em po6 foi agitada em baldo de trés bocas contendo formol e acido férmico
para obter um gel de quitosana. Posteriormente, o complexo foi adicionado ao gel e a reacao
foi processada com aquecimento durante 1,5 h. A mistura resultante foi precipitada 3 vezes com
etanol seguindo para um resfriamento por 30 min. O precipitado foi filtrado e lavado com EtOH.
Por fim, o precipitado obtido foi dissolvido em agua destilada, neutralizado com solucao de

NaOH 2 M, dialisado e liofilizado (XU et al., 2021).

3.3.3 Polidopamina

As catecolaminas (norepinefrina, epinefrina e dopamina) quimicamente sao aminas
ativas que apresentam em sua estrutura o anel catecol que se ligam a superficies por meio da
autopolimerizacdo via oxidagdo, pois em condi¢des alcalinas, o catecol ¢ oxidado na forma de
quinona (KORD FOROOSHANI; LEE, 2017) cuja forma oxidada permite a reagdo do catecol
com a propria quinona (autopolimerizacao), tiol e grupos de aminas, por adi¢ao de Michael ou
reacdo de base Schiff produzindo camadas covalentemente funcionais (NAM et al., 2013). O
catecol se liga na superficie metalica proporcionando a disponibilidade de grupos funcionais
terminais que podem ser usados como ponto de ancoragem para outras biomoléculas como a
quitosana (CAMPELO et al., 2020).

O catecol ¢ responsavel por realizar a ligacao covalente entre a interface organica
(que podem ser biopolimeros ativos como a quitosana) e a superficie inorganica, garantindo
assim estabilidade ao recobrimento. O mecanismo de ligacdo covalente entre o catecol e o
substrato metalico pode ocorrer com a ligacdo de ambas hidroxilas a um unico atomo (Figura

11 A) ou cada hidroxila pode fazer uma ligagdo com diferentes &tomos do substrato, sendo que



42

pode ser uma ligacdo covalente entre o catecol e o substrato (Figura 11B) ou o catecol e o
substrato podem se manter intactos e separados durante a transferéncia de elétrons (Figura 11
C). Outros mecanismos incluem ligacdo monodentada e uma mistura de ligacdes
monodentadas, bidentadas e adsorcao (CAMPELO et al., 2020).

Virios estudos de modifica¢do de superficie utilizam a dopamina (GE et al., 2009;
KOHRI et al., 2014; SAIDIN et al., 2013; WANG; ZHITOMIRSKY, 2012) a qual pode
polimerizar em varios substratos, incluindo metais nobres, materiais inorganicos (SiO; e
ADO3), polimeros organicos (polietileno, poliestireno, tereftalato de polietileno e

policarbonato), além de criar nanoparticulas revestidas de polidopamina (KOHRI ef al., 2014).

Figura 11 - Mecanismos adesivos dos grupos catecois.
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Fonte: CAMPELO et al., (2020).

A espessura do filme de polidopamina sobre o substrato aumenta com o tempo ¢ a
temperatura de imersdo, alcancando seu equilibrio ap6s 24h a temperatura ambiente. No
presente trabalho, a polidopamina foi escolhida a fim de se desenvolver um revestimento com
ligacdo covalente entre os substratos de ago inoxidavel e titdnio e as biomoléculas de quitosana

e quitosana sulfatada.
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4 MATERIAIS E METODOS

O esquema mostrado na Figura 12 apresenta as etapas desenvolvidas no trabalho.
A primeira etapa foi destinada a obtencdo e caracterizacdo da quitosana sulfatada e ao
desenvolvimento de filmes tanto de quitosana natural quanto de quitosana sulfatada reticulados
ou ndo com glutaraldeido. Em seguida, foi realizado o recobrimento das superficies de aco
inoxidavel 316 L e nanotubos de titdnio com a quitosana natural e sulfatada.

Inicialmente, foi feita a caracterizacdo da quitosana sulfatada sintetizada por
analises de agregacdo plaquetaria, ensaios de coagulagdo, tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) e tempo de protrombina (TP), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e termogravimetria (TG). Os filmes desenvolvidos a partir da
quitosana natural e sulfatada (com ou sem reticulagdo) também foram caracterizados por FTIR,
TG, microscopia eletronica de varredura (MEV) e citotoxicidade.

Na segunda etapa foi realizado o recobrimento das superficies de aco inoxidavel
316L e dos nanotubos de titanio (crescidos sobre a liga de TilOMo8Nb6Zr) com quitosana
natural e quitosana sulfatada (com ou sem reticulacdo por glutaraldeido). Em seguida, foi

realizado o teste de adesdo plaquetdria sobre as superficies recobertas seguido de MEV.

Figura 12 - Esquema ilustrativo das etapas desenvolvidas no presente trabalho.

Sintese de quitosana sulfatada e desenvolvimento de filmes de
QN e QS com ou sem reticulagdo por glutaraldeido

* Avaliagdo bioldgica da quitosana natural e sulfatada:
» Avaliacao da coagulacao (TP e TTPA)
» Agregacado plaquetaria

* Caracterizagao:

» Caracterizagao por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

» Caracterizagao por termogravimentria (TG e DTQG)
» Avaliacao de citotoxicidade e MEV dos filmes

Recobrimento das superficies de agco inoxidavel e nanotubos de
TiO,

+ Teste da adesdo plaquetaria
* Visualizacdo das plaquetas por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Fonte: elaborado pela autora.
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4.1 Materiais

Foram utilizados quitosana (COD 48165), albumina sérica bovina (COD. A2153),
fibrinogénio de plasma bovino (COD. F8630-16), acido clorossulfonico (HCISOs), N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDAC), ¢ter  bis(carboximetilico) de
poli(etilenoglicol) (PEGDb) e acido 2-etanossulfonico (MES) da Sigma Aldrich, hidréxido de
sodio (NaOH) e N.N-dimetilformamida (DMF) da Labsynth, metanol e glutaraldeido da
VETEC Quimica Fina (Brasil), membrana de didlise da INLAB, kits para testes TTPA CLOT e
TP CLOT da Bios Diagnéstica.

As amostras de ago inoxidavel 316L foram gentilmente cedidas pelo Professor
Walney Silva Aratjo do Departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Enquanto as ligas de TilOMo8Nb6Zr ja modificadas
com crescimento de nanotubos de TiO> (CHURAKOVA et al., 2021) foram gentilmente cedidas
pela equipe da Professora Ana Paula Rosifini Alves Claro da Universidade Estadual Paulista

(UNESP).

4.2 Aspectos éticos

O sangue humano foi coletado de doadores saudaveis em tubos 3,6 mL contendo
citrato 3,2% por profissionais treinados e respeitando a resolugdo n° 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. Para o tratamento de amostras de sangue humano, foi submetido projeto
aprovado mediante certificado de apresentacdo para apreciagao ¢&tica (CAAE) n°
61280822.7.0000.505 com parecer n°5.589.080 emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os estudos de agregagdo e adesdo plaquetaria foram
realizados com sangue humano coleado de doadores voluntarios com prévia assinatura do termo

de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Conforme documento em anexo.

4.3 Reaciao de sulfatacio para modificacio da quitosana natural

4.3.1 Metodologia de sulfatacio

O procedimento para sulfatacdo da quitosana (grau de desacetilagdo 77%) foi

realizado segundo metodologia proposta por MORAES et al., 2019, assim a metodologia
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utilizada no presente trabalho resulta na sulfatagdo da quitosana nas posi¢des 2,3 e 6 resultados
na quitosana 2-N-3,6-O-quitosana sulfatada com peso molecular de 5,050 Da e grau de
sulfatagdo de 1,37 (MORAES et al.,2019). Inicialmente, uma soluc¢do de 2% (m/v) de quitosana
em 3% (v/v) de acido acético foi preparada com dgua MilliQ e conduzida a agitacdo mecanica
por 24 h. A solugdo foi, entdo, precipitada com NaOH 2 mol/L para obter um gel de quitosana.
Em seguida, o gel foi lavado com agua MilliQ até atingir pH neutro, separado através de
filtragdo em papel filtro e o excesso de agua foi retirado por uma leve pressao.

Em seguida, foi realizada uma troca de solventes, sendo a primeira solu¢cao de 100%
(v/v) metanol, na qual a quitosana ficou em contato por 30 minutos sob agitacdo e depois foi
filtrada. Seguiu-se variando as solu¢des com o aumento das concentragdes de DMF para 20, 40,
60, 80 e 100% (v/v) com intervalos de 30 minutos cada. Finalizando a tltima troca com uma
solugdo de 100 % (v/v) DMF e uma ultima filtragem para retirar o excesso de solvente.

Para preparar o complexo sulfatante, adicionou-se 6 mL de acido clorossulfonico
em 60 mL de DMF (resfriado entre 0-4 °C) em baldo de trés bocas gotejando e com leve agitacao
em banho de gelo. Apds a mistura atingir a temperatura ambiente, seguiu-se com a agitagao até
que a temperatura entre 35-40 °C fosse atingida. O gel de quitosana foi adicionado ao complexo
e deixou-se sob agitacdo por 5 h. A solucdo amarelo-clara obtida foi reagida com NaOH 10
mol/L até atingir pH 12. Os so6lidos em suspensdo obtidos foram filtrados e lavados com
metanol (6x) e seco a temperatura ambiente 27 °C. O so6lido seco foi disperso em 100 mL de
agua destilada e conduzido a dialise contra agua destilada por 48 h em membranas de didlise
com cut-off de peso molar de 12000-16000 g/mol, com duas trocas de agua por dia. Terminado
a didlise, a solucao foi transferida para placas Petri e congelada por duas horas em ultrafreezer,
sendo, em seguida, conduzido a liofilizagdo para obter o liofilizado de quitosana sulfatada.

Esquema pode ser identificado na Figura 13.
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Figura 13 - Esquema da metodologia utilizada para realizar a dissolucdo da quitosana em

dimetilformamida (A) e a reagdo de sulfatacdo da quitosana natural com 4cido clorossulfonico
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Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2 Caracterizacdo da quitosana natural e quitosana sulfatada

4.3.2.1 Efeito sobre agregagdo de plaqueta humana

Foi realizado ensaio de agregacao plaquetaria na quitosana natural e sulfatada com
sangue coletado de doadores voluntarios em tubos citratados. Para evitar uma possivel ativacao
das plaquetas, o primeiro tubo de cada doador foi descartado. O tubo foi homogeneizado por
inversdo suave apds coleta. As amostras foram centrifugadas a temperatura ambiente 27 °C
durante 10 min a 1000 rpm para obtencao do plasma rico em plaquetas (PRP) que foi transferido
para tubos de Falcon. Posteriormente foi realizada uma segunda centrifugagcdo por 15 min a
3500 rpm para obter o plasma pobre em plaquetas (PPP) utilizado como branco no equipamento
agregometro. O PRP foi deixado em descanso por 30 minutos antes de se iniciar o teste. A
porcentagem de agregacao plaquetaria foi obtida calculando a area abaixo da curva da

agregacao pelo tempo no software Aggrolink 8 (Chrono-log Corp., USA) do agregometro. O



47

PRP foi pré-aquecido a 37 °C, entdo tratada com amostras de quitosana sulfatada, veiculo ou
adenosina difosfato (ADP), que ¢ um indutor da agregacao.

O primeiro controle utilizado foi o ADP (10 uM), foram adicionados 5 pL desse
agonista em 500 pL de PRP para saber se a plaqueta estava agregando e apta para o teste.
Concentragao final do ADP nos 500 uL de PRP foi de 10 uM. Apos comprovado que as
plaquetas estavam aptas, seguiu-se também com o efeito per si das plaquetas (leitura apenas
das plaquetas, para avaliar se ndo ocorreria uma agregacao espontanea). Logo em seguida, 50
uL da quitosana natural, sulfatada e 4cido acético 1% foram incubadas separadamente em 450
uL de PRP nos periodos de 5, 10 e 15 minutos que foram os tempos de incubacdo
preestabelecidos. O objetivo ¢ identificar se as drogas e os veiculos individualmente sdo capazes
de induzir a agregacdo plaquetaria. As amostras foram lidas por 5 min no agregdmetro. A
concentracdo de QS avaliadas foram 50 pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL para comparagao com
resultados reportados na literatura. O esquema da metodologia pode ser identificado nas Figuras

14 e 15.

Figura 14 - Esquema da metodologia utilizada no ensaio de agregacao plaquetaria para

obtencao de PRP e PPP.

Coleta de sangue em tubos
citratados

Centrifugacdo para
obtencdo do PRP a 1000
rpm por 10 min
|—|:> Transferéncia do PRP
em tubo Falcon
Centrifugacdo para
obtencdo do PPP a 3500

rpm por 15 min

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 15 - Esquema da metodologia utilizada no ensaio de agregacdo plaquetaria para
obtencdo da porcentagem de agregacdo plaquetaria induzida pelas amostras de QS e QN

avaliadas nos tempos de 5, 10 e 15 minutos de incubagao.

e N - N e N e N
Pré aquecer Incubar 450 pL Leitura no
Descanso do PRP a 37°C de PRP com 50 Agregdmetro
PRP por 30 min «PPP - branco puL de amostra *5min
de descanso por 5,10 ou 15 «Calculo da
. porcentagem de
min agregagao
\ Y, \ Y, . Y, \ Y,

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.2 Atividade anticoagulante in vitro TP e TTPA

A fim de avaliar a atividade anticoagulante do material (antes e ap6s a modificagdo)
foram realizados os testes de tempo de tromboplastina parcialmente ativado (TTPA) e tempo
de protrombina (TP) da quitosana natural e sulfatada. O sangue foi coletado em tubos citratados
e centrifugado por 3000 rpm por 15 minutos para obtengao do plasma humano rico em plaquetas
(PRP). Neste ensaio, utilizou-se heparina como controle positivo, por ser um farmaco
anticoagulante amplamente utilizado.

Tempo de tromboplastina parcialmente ativado (TTPA) foi analisado com o kit
CLOT (BIOS diagnostica). Para o TTPA, foram adicionados 5 uL da quitosana sulfatada 200,
500 e 1000 pg/mL, heparina (0,5 pg/mL) ou solugdo salina a 45 pL de plasma humano
incubados a 37 °C durante 2 minutos, sob agitacdo magnética. Entdo foi adicionado a mistura e
incubados por mais 3 minutos 50 pL. do reagente TTPA, que ¢ um fosfolipidio substituto
plaquetario. O tempo de coagulagdo em segundos foi avaliado apos o inicio da reagdo pela
adicao de 50 pL de CaClz (25 mmol/L). Os testes foram realizados em duplicata de acordo com
o manual do fabricante. Foi obtida uma relacdo entre o tempo de coagulagdo na presenca (T1)
e auséncia (T2) do PS.

Tempo de protrombina (TP) foi analisado com kit CLOT (BIOS diagndstica),
usando plasma humano e heparina foi o controle positivo. Para TP, foram adicionados 5 uL da
quitosana sulfatada 200, 500 e 1000 pg/mL, heparina (0,5 UI/mL) ou solu¢do salina a 45 uL de
plasma rico em plaquetas (PRP) humano incubados a 37 °C durante 3 minutos, sob agitacao
magnética. Apos a adi¢ao de 100 puL de tromboplastina (reagente TP CLOT), o tempo de

coagulacdo foi avaliado em segundos. O esquema das metodologias pode ser identificado na
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Figura 16.

Figura 16 - Metodologia utilizada nos ensaios de coagulagdo TTPA (A) e TP (B).
A [Adicionar 5 uL da QS, ]

heparina ou veiculo em 45 uL
de plasma a 37°C por 2 min

reagente TTPA por 3
min de incubagdo

ES

Adicionar 50 uL do ]

Adicionar 50 pL de
CaCl, (25 mmol/L)

Marcar o
tempo de
formagao do
coagulao

B

Adicionar 5 pL da QS, heparina
ou veiculo em 45 pL de plasma a
37°C por 3 min de incubagio

Adicionar 100 uL do
reagente TP

Marcar o tempo de
formagao do coagulo

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.3 Desenvolvimento de filmes com a quitosana natural e sulfatada

Foram desenvolvidos seis tipos de filmes com a quitosana natural e com a sulfatada
para avaliar o uso do reticulante glutaraldeido que foi adicionado ainda na solugao formadora
do filme antes desta solucdo ser vertida em placa Petri e seca em estufa. O primeiro filme de
quitosana natural foi preparado a partir de uma solucao de quitosana 2% (m/v) em solucdo de
acido acético 3% (v/v) 24 h de agitacdo. Entdo 25 mL de solu¢do foram vertidos em placa de
Petri e deixados na estufa a 45 °C com circulagao de ar até que fosse obtido peso constante.

O filme de quitosana natural reticulada foi preparado a partir de uma solucdo de
quitosana natural 2% (m/v) em solu¢ao de 3% (v/v) de acido acético. Antes da solucdo ser
vertida em placa de Petri e seca em estufa, foi adicionado o reticulante glutaraldeido nas
concentracoes da Tabela 03. Entdo, 25 mL da solugdo final, apds homogeneizacgao, foi vertida
e seca em estufa a 45 °C com circulagao de ar. Os filmes foram lavados com etanol e agua
milliQ antes do teste de citotoxicidade.

Os filmes de quitosana sulfatada reticulada foram preparadas a partir de uma

solugdo de 2% (m/v) da quitosana sulfatada em 4gua milliQ sem 4cido acético. Antes da solugao
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ser vertida em placa Petri e seca em estufa, foi adicionado o reticulante glutaraldeido (25% v/v)
em 2 diferentes propor¢des (Tabela 03). Apds a completa homogeneizagdo, as amostras foram
vertidas em placa e secas em estufa a 45 °C com circulagao de ar. Os filmes foram lavados com
etanol e agua milliQ antes do teste de citotoxicidade. O esquema da metodologia pode ser
identificado na Figura 17, assim como as proporc¢des de glutaraldeido utilizado podem ser

identificadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Amostras de quitosana natural, sulfatada e as concentragdes de reticulante testadas.

Amostra % (v/v) Glutaraldeido
Quitosana Natural (QN) 0
Quitosana Natural Reticulada (QNRO0,03) 0,03
Quitosana Natural Reticulada (QSRO0,08) 0,08
Quitosana Sulfatada (QS) 0
Quitosana Sulfatada Reticulada (QSRO0,03) 0,03
Quitosana Sulfatada Reticulada (QSRO0,08) 0,08

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 17 - Esquema da metodologia utilizada no desenvolvimento dos filmes de quitosana

natural (QN) ou quitosana sulfatada (QS), com ou sem o reticulante glutaraldeido.

. Filmes de
Filmes de .
guitosana natural quitosana
sulfatada
4 N\ 4 N\
Solugdo de QN Solugdo de QS 2%
— 2% (m/v) diluida — (pm/v) em agua
em acido acético. milliq
\ J \ J

24 h de agitagao
com ou sem a
adicao de
reticulante

24 h de agitagao
com ou sem a
adicao de
reticulante

4 ) ( R\

Solugdo vertida
— em placa de Petri

na estufa a 45°C

Solugdo vertida
em placa de Petri

na estufa a 45 °C

Fonte: elaborado pela autora.
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4.3.2.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Para avaliar os grupos funcionais presentes na estrutura da quitosana antes e apds a
modificagdo com acido clorossulfonico, foi utilizada a técnica de FTIR. As analises foram
realizadas na Embrapa Agroindustria Topical (Fortaleza - CE), sendo conduzida em
espectrometro de infravermelho com Transformada de Fourier modelo Cary 660 da Agilent. As
medidas foram feitas em modo de refletancia total atenuada (ATR) diretamente sobre os
materiais avaliados que foram o p6 da quitosana natural, quitosana sulfatada obtida apds reagao
e liofilizacdo e os filmes desenvolvidos com as duas quitosanas (com ou sem reticulagdo). A
faixa de comprimento de onda analisada foi de 4000 a 650 cm’!, com resolucéo de 4 cm™! Foram

efetuadas 32 varreduras em cada amostra.

4.3.2.5 Termogravimetria (TG)

Foram submetidas a andlise termogravimétrica (TG) tanto a estrutura da quitosana
antes e apos a modificacdo com acido clorossulfonico quanto os filmes desenvolvidos com as
duas quitosanas (com ou sem reticulacdo). A analise foi realizada no Laboratorio de Pesquisa
em Adsorg¢ao e Captura de CO; (LPA) em um equipamento Analisador térmico simultaneo STA
409 C/CD da marca Netzsch, a partir da temperatura ambiente at¢ 600 °C, em atmosfera ar

sintético, com fluxo de 20 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C / min em alumina.

4.3.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia das superficies dos filmes desenvolvidos foi observada através de
imagens geradas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). 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 eletronico de varredura
Quanta-FEG FEI acoplado ao EDX, no qual foram obtidos os mapas das amostras. Esta

caracterizacgao foi realizada na Central Analitica da UFC.

4.3.2.7 Citotoxicidade

O ensaio analisa as células metabolicamente ativas em uma cultura celular foi

realizado seguindo as indicagdes da norma International Organization for Standardization 1ISO
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10993. O método indireto foi utilizado para avaliar a citotoxicidade dos extratos dos filmes
desenvolvidos no item 4.2.2.3. Inicialmente, os extratos utilizados para o ensaio indireto foram
obtidos adicionando 1 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) aos filmes
autoclavados (121°C por 20 min) e padronizados (1 cm?) por 24 horas a 37 °C. Finalizada a
incubacdo, foi acrescido 10% (m/v) de soro fetal bovino ao extrato recolhido. A linhagem de
fibroblastos de camundongos (L929) foram semeadas em meio DMEM suplementado de 10%
(v/v) de soro fetal bovino (SBF) na placa de 6 pogos com densidade de 6 x 10* células/pogos.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h (5% de CO2 e 95% de umidade). Apds o
crescimento das células, o meio de cultura presente nos pogos foi removido e 100 ml do extrato
suplementado foi acrescido. A placa seguiu para a incubagdo a 37 °C por 24 h. Apos esse
periodo, o extrato foi removido e entdo foi adicionado 120 pL da solucdo de Resazurina
(concentragao final de 25 mg/mL em DMEM), na qual foi metabolizado por 4 horas sob
condi¢des padrdo de cultura (a resazurina possui coloragdo azul, mas de acordo com a
metabolizacdo das células viaveis, ela ¢ transformada em resorufina que apresenta tonalidade
rosa fluorescente). Logo em seguida, 100 pL da solugdo metabolizada pelas células foram
transferidos para uma nova placa de 96 pogos e medido em leitor de microplacas (SpectraMax
13x, Molecular Device, Sunnyvale, EUA), em modo fluorescéncia (Aexcitagio = 560 nm € Aemissio
=590 nm). O grupo controle negativo foi feito expondo as células somente ao meio de cultura
DMEM suplementado e o controle positivo foi feito expondo as células a uma solucdo de
DMSO 40% diluido no meio DMEM tornando o ambiente toxico para as células. O esquema
da metodologia utilizada pode ser identificado na Figura 18. A porcentagem de células
metabolicamente ativas foi calculada usando a Equacdo 01. Os ensaios foram realizados em
triplicata (n=3) visando obter boa representatividade dos resultados. A atividade metabolica das
células do grupo controle foi ajustada para 100% para o calculo dos valores médios e desvio
padrao.

Famostra

Células metabolicamente ativas (%) = ( ) x 100

controle

Sendo: Famostra fluorescéncia correspondente ao poco onde as células foram cultivadas a partir

do extrato da amostra € Fcontrole pogo onde as células foram cultivadas em meio DMEM.



53

Figura 18 - Esquema da metodologia utilizada para realizagdo do teste de citotoxicidade.

Padronizar e autoclavar os filmes (1 Filmes em DMEM por 24 h a 37 °C
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Transferir 100 Aguardar 4
ulL para nova horas para que Adig¢do 120 uL Remocgdo do Incubagdo 37 °C
placa e realizar a seja Resazurina extrato por 24 horas

leitura

metabolizado

Fonte: elaborado pela autora.

4.4 Funcionalizacao das superficies de aco inoxidavel e nanotubos de TiO2

4.4.1 Metodologia de funcionalizagdo das superficies de ago inoxidavel e nanotubos de

TiO;

Foram funcionalizadas tanto as superficies do aco inoxidavel 316L e quanto as

superficies de liga Til0Mo8Nb6Zr modificada com crescimento de nanotubos de TiO. O ago

inoxidavel foi cortado em quadrados de 10 mm x 10 mm como pode ser observado na Figura

19. Ja a liga de Til0OMo8Nb6Zr foi fornecida em formato circular como pode ser observado na

Figura 20.

Figura 19 - Corte do ago inoxidavel 316L. Imagem transversal (A) e imagem superior da peca

(B).
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 20 - Pegas de TilOMo8Nb6Zr que receberam o crescimento de nanotubos de titdnio

pela técnica de extrusdo em canal angular com angulo de $=120° na temperatura de T=250°C

com n=4. Imagem transversal (A) e imagem superior (B).

Fonte: elaborado pelo autor.

A metodologia para recobrimento foi realizada de acordo com CAMPELO et al.,
(2017). Sobre o substrato metalico foi utilizada a dopamina por sua capacidade de
autopolimerizar e o polietileno glicol foi utilizado como brago de ligagdo para reagir os grupos
amino da dopamina com os grupos da quitosana. Dentre as duas amostras, apenas o ago
inoxidavel passou por uma etapa inicial de eletropolimento antes de receber o recobrimento,
mas as demais etapas foram as mesmas para os dois materiais. O esquema da metodologia

utilizada no recobrimento dos dois materiais pode ser identificado na Figura 21.
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Figura 21 - Fluxograma de processo de revestimento de ligas de ago inoxidavel e TiO2 com

quitosana natural e quitosana sulfatada.
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Testes: MEV e Adesao plaquetiria

Autopolimerizagao da Dopamina funcionaliza a superficie permitindo o graft da quitosana sulfatada que contém
grupos sulfatados -50; ( atuam no mecanismo de coagulagao ).

Fonte: elaborado pela autora.

Para as amostras de aco inoxidavel, antes do uso, o substrato foi lavado com acetona,
agua ultrapura e metanol em banho ultrassonico por 10 minutos em cada. Antes e apos cada
banho, as amostras foram secas com ar comprimido livre de particulas. Eletropolimento foi
realizado nos materiais metalicos com o objetivo de obter uma superficie metalica mais lisa,
removendo imperfei¢cdes, compostos ndo metalicos e gerando uma rica camada de 6xidos e
hidréxidos (ELIAZ, 2019; HAIDOPOULOS et al., 2006; SAIDIN et al., 2013).

O eletropolimento foi realizado em sistema de célula eletrolitica com alimentador
externo com controle da densidade de carga, de forma que a voltagem permanecesse constante
em 2 V durante todo o processo de eletropolimento. O eletropolimento foi realizado de acordo
com a metodologia adaptada com glicerol, 4cido fosforico e dgua (50:30:10% v/v) a 60 °C. A
amostra a ser eletropolida foi utilizada como anodo enquanto uma pega de ago semelhante foi
utilizada como catodo. A distancia entre os dois eletrodos ¢ de 60 mm. O diferencial de tensao
¢ aplicado ao sistema durante seis minutos. Em seguida, foi realizado um banho acido contendo
agua, acido nitrico e acido cloridrico (88:10:2% v/v) a 50°C. O acido fluoridrico foi substituido
pelo acido cloridrico, pois sdo da mesma familia quimica. Apos o banho acido, as amostras
foram secas e armazenadas em vacuo por menos de 24 horas antes de serem utilizadas

(CAMPELO e al., 2017).
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A aminacdo da superficie metélica foi realizada usando polidopamina como ponto
de ancoragem para futuros graftings, desse modo, 20 mg de cloridrato de dopamina (CsH11NO»>.
HCI) foi dissolvido em 10 mL de tampao de acido 2-morfolinoetanossulfonico (MES) a 0,1
mol/L. O pH foi ajustado para 8,6 com NaOH 0,1 mol/L fornecendo um meio alcalino para
polimerizacao espontanea (LIAO ef al., 2011). Assim, 2 mL da solucdo ajustada foi colocada
sobre o substrato eletropolido e deixado para reagir por 24 h a 27 °C no escuro (SAIDIN et al.,
2013). As amostras foram lavadas diversas vezes com agua MilliQ e depois secas suavemente
com papel filtro.

Uma solucao de PEGD 0,5 g/L foi preparada em tampao MES (0,1 mol/L) e ativada
com uma solucdo de 3 mg/mL de N-(3-Dimetilaminopropil)-N-Etilcarbodiimida (EDAC). Apo6s
30 min, 2 mL desta solugao foram colocados sobre amostras revestidas com dopamina, reagindo
durante 3 h, depois foram lavados varias vezes com agua MilliQ e secos. Para realizar o
recobrimento das superficies com a quitosana natural € com a quitosana sulfatada, as amostras
foram ativadas por 5 minutos com 3 mg de EDAC diluidas em 0,1 mL de tampao MES a 0,1
mol/L, e 2 mL da solugao polimérica (quitosana natural e quitosana sulfatada) desejada foram
adicionados as amostras modificadas de PEGb e reagiram durante 3 h. Ap6s 3 horas, as
amostras recobertas foram lavadas com 4gua ultrapura e secas. O esquema da metodologia pode

ser identificado na Figura 22 e Figura 23.
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Figura 22 - Representacdo esquematica da metodologia utilizada no processo de

recobrimentos das superficies das ligas de aco inoxidavel e titanio.

Aminacado da
superficie

* 20 mg de hidrocloreto de dopamina foi dissolvido em 10 mL de MES a 0,1 mol/L (pH=8,6
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* 2 mL da solugdo ficou em contato com a amostra por 24 h no escuro

® Lavagem da amostra com agua milliQ

Brago de
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® 2 mL da solugdo ficou em contato com a amostra por 3 h
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Fonte: elaborado pela autora.

Figura 23 - Representagao do recobrimento das superficies de aco inoxidavel ou nanotubos de

TiO2 com a QN ¢ QS.

A primeira etapa ¢ a funcionalizacdo da superficie com a dopamina (A),

seguido de ativacao com PEGDb (B) e finalizando com o enxerto de QN ou QS (C).
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Fonte: adaptado de Campelo et al., (2017).
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4.4.2 Analise de adesdo plaquetdria nas superficies funcionalizadas com quitosana natural
e quitosana sulfatada

O sangue foi centrifugado a 1000 RPM por 10 min para a obtengdo do PRP (plasma
rico em plaquetas) que foi adicionado a um tnico tubo Falcon e utilizado em menos de 2 h.
Adicionou-se 1,5 mL de PRP em cada superficie funcionalizada e incubou-se a 37 °C por 1
hora. Apds a incubag@o em PRP, a superficie foi lavada com tampao PBS pH 7,4 para retirar as
plaquetas ndo aderidas. As células aderidas foram fixadas com glutaraldeido 1% diluido em
PBS por 30 minutos a temperatura ambiente 27 °C. Em seguida a amostra foi lavada com
tampao PBS por 10 minutos e passou pelas etapas de secagem por imersao de 10 minutos em
solugdes na qual a concentragdo de etanol foi aumentando (20%, 50%, 90% e 100%)
(MONTGOMERIE; POPAT, 2021; ROCHA NETO et al., 2022). O esquema da metodologia
pode ser identificado na Figura 24.

A ativagdo das plaquetas na superficie foi visualizada usando Microscopia
eletronica de Varredura (MEV). O MEV foi conduzido no Laboratério de Caracterizagdo de
Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC) na Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). O ensaio de adesdao plaquetaria foi realizado em menos de uma semana apds o
revestimento das superficies metalicas e as imagens de MEV foram realizadas no dia seguinte
apos a realizagdo do ensaio de adesdo plaquetaria. A superficie foi recoberta com 10 nm ouro e
aderida aos stubs com uma fita de carbono. Foram obtidas imagens de locais diferentes e com
aumentos de 2000X e 20000X com 10 kV. A porcentagem de cobertura da amostra pelas
plaquetas foi calculada no software ImageJ. Esquema da metodologia utilizada no ensaio de

adesdo plaquetaria pode ser identificada na Figura 24.



Figura 24 - Metodologia utilizada no ensaio de adesdo plaquetaria.
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Fonte: elaborado pela autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios realizados sdo apresentados na seguinte sequéncia: sao
inicialmente relatados e discutidos os resultados das andlises de agregacao plaquetaria e testes
de coagulagdo realizados nas amostras de quitosana natural e quitosana sulfatada (Figura 25)
que foi obtida pela metodologia de sulfatagdo com &cido clorossulfonico resultando na
sulfatagdo da quitosana nas posicoes 2, 3 e 6 levando a sintese da 2-N-3,6-O-quitosana sulfatada
com peso molecular de 5,050 Da e grau de sulfatacdo de 1,37 (MORAES et al., 2019). Em
seguida, sdo apresentados os resultados das anélises de MEV, espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) e termogravimetria (TG) realizados tanto nas amostras de
quitosana natural e sulfatada quanto nos filmes desenvolvidos que também passaram por um
ensaio de citotoxicidade. Na Figura 26 ¢ possivel visualizar os filmes desenvolvidos em contato
com agua por 14 dias. Por fim, sdo apresentados os resultados de adesao plaquetaria realizados

nas superficies metalicas revestidas.

Figura 25 - Aspecto da quitosana sulfatada obtida apos liofilizagao.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 26 - Aspecto dos filmes em contato com 4agua. Quitosana sulfatada (QS), quitosana
sulfatada com 0,03% de glutaraldeido (QS0,03), quitosana sulfatada com 0,08% de
glutaraldeido (QS0,08), quitosana natural (QN), quitosana natural com 0,03% de
glutaraldeido (QNO0,03), quitosana natural com 0,08% de glutaraldeido (QNO,08).

Fonte: elaborado pela autora.

5.1 Caracterizacao da quitosana natural e sulfatada e dos filmes desenvolvidos

5.1.1 Efeito sobre a agregacdo de plaquetas

O experimento de agregagdo plaquetdria foi realizado para elucidar a
hemocompatibilidade da quitosana sulfatada, pois a adesdo e ativagdo das plaquetas facilitam a
trombose e coagulacdo. Um material com baixa adesdo e ativagdo das plaquetas significa boa
compatibilidade sanguinea, enquanto alto grau de adesdo e ativagdo de plaquetas usualmente
ndo € seguro para materiais em contato com sangue (LI e al., 2018; SALIMI et al., 2016).

Agregacao plaquetaria é o primeiro passo no mecanismo de coagulacido sanguinea
e ocorre a partir da liberagdo de adenosina difosfato (ADP), formacdo de tromboxano A; ,
colageno, fator de Von Willebrand, glicoproteinas, epinefrina e ativagdo plaquetaria (DE
CLERCK; DAVID; JANSSEN, 1994). Esses caminhos sdo induzidos por agonistas endogenos

como coldgeno, acido araquidonico e adenosina difosfato (ADP) (YU et al., 2006).
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No presente trabalho, o ADP foi o agonista escolhido para induzir a agregacao
plaquetaria, sendo um controle na andlise que elucidou a agdo das amostras de quitosana
sulfatada e quitosana natural sobre o processo de agregagao das plaquetas. O resultado das

amostras avaliadas pode ser observado nas Figuras 27 e 28.

Figura 27 - Efeito da quitosana sulfatada (QS), da quitosana natural (QN), &cido acético 1%
(veiculo) e do controle positivo ou agonista (ADP) incubados em PRP por 15 minutos em
perfil de agregagao fornecido pelo equipamento agregdmetro no qual ¢ possivel identificar a

curva do perfil da agregacdo em porcentagem pelo tempo em segundos.
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Fonte: elaborado pela autora.
Figura 28 - Efeito da quitosana sulfatada (QS), da quitosana natural (QN), acido acético 1%
(veiculo) e do controle (ADP) incubados em PRP por 15 minutos em porcentagem de

agregacao por amostra avaliada.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Sendo um agonista responsavel pela inducdo da agregacdao, o ADP foi capaz de
causar em torno de 95% + 2,1 de agregacdo plaquetaria como pode ser identificado na Figura
28. Por outro lado, a quitosana sulfatada (QS) dissolvida em agua e incubada por 15 min com
o plasma nao foi capaz de induzir a agregacao plaquetéria que ficou em torno de 2,0% + 0,9. Ja
a quitosana natural (QN) dissolvida em acido acético 1% (v/v) incubado também por 15 minutos
foi capaz de causar a agregacdo do PRP em torno de 30,5% =+ 2,12 mesmo o 4cido acético
(veiculo no qual a quitosana natural foi dissolvida) tendo agregado apenas 3,5% + 0,2. Também
foram avaliadas as concentragdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL da quitosana sulfatada (QS) e a
concentracdo de 100 pg/mL da quitosana natural (QN) com incubagdes de 5, 10 e 15 minutos
e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

A quitosana sulfatada (QS) causou uma agregagdo minima nas concentragdes ¢
tempos de incubagdo avaliados. Entretanto, a quitosana natural (QN) causou agregagao na
concentragcdo de 100 pg/mL com o tempo minimo de 5 minutos (13,5% = 0,7). Assim, foi
evidenciado por meio das Figuras 27, 28 e da Tabela 4 que a quitosana sulfatada (QS) nas
concentracoes e tempos avaliados causou agregagao plaquetaria minima no PRP, sendo possivel,

portanto, considerar a quitosana sulfatada como inerte para agregacao plaquetaria.

Tabela 4 - Efeito da quitosana sulfatada (QS) ou quitosana natural (QN) sobre a agregacao de

plaquetas humanas.

Amostra Quitosana sulfatada (QS) Quitosana natural (QN)
Incubagao 100 pg/mL | 200pg/mL | 100 pg/mL
5 min 20%=+0,2 [3,5%+0,7 | 13,5% 0,7
10 min 1,0%+0,8 |2,0%+0,0 [ 18,0%+5,6
15 min 2,0%+0,9 |1,5%=+0,7 | 30,5%+2,1

Fonte: elaborado pelo autor.

O mecanismo de ac¢ao de produtos sulfatados, contra agregacao das plaquetas, foi
atribuido na literatura a intera¢ao do polimero com os sitios de ligacao, presentes na superficie
da plaqueta, responsaveis pela ligacdo plaquetaria com o fator de Willebrand. Desse modo, ha
um bloqueio logo na primeira etapa do processo de agregacao plaquetéria, que ¢ a ligagcdo do
fator de Willebrand com os receptores GPIb das plaquetas. Outro possivel mecanismo de agdo
de polimeros sulfatados ¢ a ligacao direta com o fator de Willebrand, inibindo a interagdo desse

fator com as plaquetas por impedimento histérico. Pode haver uma interacao especifica entre
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grupos sulfatados distribuidos ao longo do polimero com dominios de proteinas especificos
contendo residuos cationicos no fator de Willerbrand (BARBUCCI et al., 1998).

Agregacao plaquetéria induzida pela quitosana natural ¢ atribuida na literatura as
cargas positivas distribuidas na cadeia do polimero. Para solubilizar a quitosana foi usado o
acido acético 1% para protonacao dos grupos amino que se repelem e, desse modo, a cadeia
polimérica se dissolve, promovendo a agrega¢do das plaquetas. De fato, a quitosana ¢
pesquisada como um material hemostatico, pois suas cargas positivas superficiais podem
promover a agregagao das plaquetas (LAN et al., 2020).

Resultados semelhantes de atividade antiplaquetaria, foram reportados na literatura
para polissacarideos sulfatados por Chagas e colaboradores (2020) que avaliaram o efeito do
polissacarideo sulfatado extraido da alga vermelha Gelidiella acerosa sobre a agregacao
plaquetaria e reportaram que nas mesmas concentragoes avaliadas neste trabalho (100 e 200
ug/mL) o polimero ndo causou agregacao plaquetéria e foi capaz de inibir em 45% a agdo de
30 pL de uma solucdo na concentragdo de 3 uM do agonista ADP (CHAGAS et al., 2020).

Em estudo realizado por Shagdarova e colaboradores (2016), diferentes
derivados de quitosana foram produzidos com cloreto de glicidil trimetil amodnio. Os autores
obtiveram derivados com diferentes graus de substituicao I (98%), II (40%) e III (9%). No
estudo desses autores, o PRP foi incubado por 1 min a 37 °C com os derivados nas
concentragdes de 0,0029 mg/mL a 0,580 mg/mL posteriormente 0,033 mL de ADP 0,2 mmol/L
foi adicionado. A agregacao foi estimada por 5 min e a incubacao do PRP com 0,0029 mg/ml
do derivado I ndo induziu a agregacao plaquetaria (3,3 £0,6%) assim como a quitosana sulfatada

nas condi¢gdes avaliadas no presente trabalho (SHAGDAROVA et al., 2016).

5.1.2 Tempo de tromboplastina parcial ativadas (TTPA) e tempo de protrombina (TP) da
quitosana sulfatada produzida

A fim de avaliar se a quitosana sulfatada possui atividade mimética a heparina em
prevenir a formacao de coagulos e trombos, foram realizados os testes de TP e TTPA, os quais,
sd0 os principais ensaios realizados para monitoramento da atividade anticoagulante. A cascata
da coagulacdo ¢ classificada em via intrinseca, extrinseca e comum e sdo avaliadas pelos testes
de tempo de tromboplastina parcial ativadas (TTPA) e tempo de protrombina (TP). Em geral, o
tempo para os testes de TP e TTPA sdo entre as faixas de 10 s— 14 s € 22 s — 40 s respectivamente.

Um prolongamento desses tempos pode ser causado por deficiéncias nos fatores de coagulacao



65

ou por inibidores da conversao de fibrinogénio em fibrina como, por exemplo, o anticoagulante
heparina (ZIA; O’BRIEN, 2015). Desse modo, polimeros ricos em grupos sulfatados como a
quitosana modificada no presente trabalho que mimetizam a estrutura da heparina também
podem apresentar atividade anticoagulante.

Foram avaliadas as seguintes concentracdes de quitosana sulfatada 200 pg/mL, 500
png/mL e 1000 pg/mL, resultando nos tempos de 65s+7s, 58 s+2 s, 72 s+ 5 s respectivamente.
Foram identificadas alteracdes no TTPA em relagdao ao tempo do controle (28 s + 3 s) quando
o plasma foi tratado com as amostras de quitosana sulfatada. Entretanto, mesmo aumentando a
concentracdo de quitosana sulfatada, ndo foi identificado o prolongamento do TTPA. Desse
modo, a concentra¢do de 1000 mg/mL ja foi capaz de prolongar o tempo de coagulagdo em 72

s = 5 s. Os tempos obtidos nas analises podem ser visualizados na Figura 29.

Figura 29 - Tempo de tromboplastina parcial das amostras com heparina (5 pg/mL), salina
(NaCl 0,9%), quitosana natural 200 pg/mL e quitosana sulfatada nas concentragdes de 200,
500 e 1000 pg/mL.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O aumento do tempo de coagulagdo sugere que a presenca dos grupos sulfatados
retarda a formagao de trombos. Os mecanismos de a¢do propostos dos grupos sulfatados sdo
predominantemente sobre atividades antitrombinas mediadas pelo HC-II (cofator II da heparina
que inibe a trombina), agcdo direta antitrombina (complexo trombina-fibrinogénio) e pequenos
envolvimentos AT-III. Também sao propostas pequenas atividades anti-fator Xa e fibrinoliticas

(SHANMUGAM; MODY, 1999). Entretanto, a atividade anticoagulante ndo depende
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exclusivamente do aumento do grau de sulfatagdo da quitosana, mas da posi¢do onde o grupo
sulfato estd sendo substituido na estrutura do polimero (YANG et al., 2005). A metodologia
utilizada no presente trabalho resulta na sulfatagdao da quitosana nas posi¢des 2,3 e 6 resultados
na quitosana 2-N-3,6-O-quitosana sulfatada com peso molecular de 5,050 Da e grau de
sulfatagao de 1,37 (MORAES et al., 2019).

Embora a heparina apresente o maior prolongamento de tempo quando comparado
aos demais na Figura 29 esse farmaco pode causar problemas de sangramentos prolongados
(FAN; FAVALORO, 2022). Além disso, o elevado custo relativo a sua producdo, torna a
quitosana sulfatada uma op¢do de anticoagulante competitivo. A concentragdo de heparina
utilizada no presente trabalho estd de acordo com a metodologia utilizada por Moraes et al.,
(2019), portanto foi 2,5 vezes maior se comparada a estudos reportados na literatura, por isso
tem-se uma grande diferenca entre os resultados da quitosana sulfatada e heparina (CHAGAS
et al.,2020).

Nao foram identificadas alteragdes no tempo de protrombina (TP) no presente
trabalho, resultado semelhante foi reportado anteriormente na literatura (HEISE et al., 2018;
MORAES et al., 2019) e atribuidos ao fato dos materiais sulfatados ndo afetarem a via
extrinseca da coagulacao (CASTRO et al., 2014). A agdo dos polimeros sulfatados ¢ associada
na literatura a via intrinseca da coagulacdo, dessa forma sdo obtidas alteragdes no TTPA assim
como reportado na Figura 29 (ADRIEN et al., 2019).

Assim como no presente trabalho, autores reportaram na literatura a atividade
anticoagulante da quitosana sulfatada, como, por exemplo, Moraes (2016) ao reportar que a
quitosana sulfatada com acido clorossulfonico na concentracao de 200 pg/mL, a foi capaz de
prolongar o TTPA em aproximadamente 75 s (MORAES et al., 2019). A metodologia proposta
pela autora foi utilizada no presente trabalho para obten¢ao da quitosana sulfatada, desse modo,
o produto obtido pela reacao de sulfatagao ¢ semelhante ao desenvolvido pela autora, entretanto
a inovacgao proposta ¢ a aplicagdo desse polimero na funcionalizagdo de superficies metalicas.

Chagas e colaboradores (2020) avaliaram o efeito do polissacarideo sulfatado com
peso molecular de 284.8 kDa e grau de sulfatagao de 0,63 extraido da alga vermelha Gelidiella
acerosa sobre o tempo de coagulagdo sanguinea (TTPA) e reportaram que nas concentragdes
de 500 e 1000 pg/mL o polimero apresentou o tempo de coagulagdo sanguinea em torno de
37,2 s e 70,3 s respectivamente. Os valores reportados sdo semelhantes ao tempo encontrado
no presente trabalho. O controle utilizado pelo autor foi a heparina 156 Ul nas concentragdes

de 0,5 e 1,0 pg/mL que resultaram em um prolongamento de coagulagdao de aproximadamente
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80 s e 141 s respectivamente. A concentragdo de 2 pg/mL de heparina apresentou um
prolongamento maior que 300 s (CHAGAS et al., 2020). Como a concentra¢do de heparina
utilizada no presente trabalho foi 2,5 vezes a concentracdo maxima utilizada no estudo
reportado anteriormente, tem-se uma grande diferenca entre os resultados da quitosana
sulfatada e heparina na Figura 29.

Heise e colaboradores (2018) produziram nanoparticulas de prata recobertas com
quitosana de baixo peso molecular sulfoetilada por meio de uma reagdo de substitui¢dao
nucleofilica com 2-bromoetanossulfonato. O derivado foi substituido principalmente na
posicao O6 e os autores identificaram que o tempo de coagulagdo do plasma no teste de TTPA
passou de 25 s no controle para 65 s e 132 s apos a adigdo de 25 puL e 50 pL do material,
respectivamente, na concentracdo de 0,1 mg/mL. Os autores atribuiram essa atividade
anticoagulante do material ao mecanismo de interacdo dessas nanoparticulas diretamente com
o fator Xa. A a¢do de inativagdo do fator Xa se d4 provavelmente porque as amostras possuem
grupos sulfatados que podem interagir diretamente com o fator Xa por meio de pontes de
dissulfeto (HEISE et al., 2018).

Imran e colaboradores (2020) avaliaram a atividade anticoagulante da quitosana
sulfatada utilizando como controle o acenocumarol, que ¢ um anticoagulante utilizado na
prevencao de trombose, sendo antagonista da vitamina K. Os autores avaliaram a atividade
anticoagulante in vivo em ratos Wistar e concluiram que a quitosana sulfatada apresentou
atividade anticoagulante mais potente de (102,30 + 6,31 s) quando comparada com o controle
(98,66 = 6,31 s). Mesmo que o resultado reportado pelos autores seja oriundo de um trabalho
in vivo, € possivel identificar assim como, no presente trabalho, que a sulfatacdo da quitosana

aumentou a atividade anticoagulante do material (IMRAN et al., 2020).
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5.1.3 MEV

O MEYV dos filmes desenvolvidos com quitosana natural e quitosana sulfatada com

ou sem reticulacao por glutaraldeido estdo dispostos nas Figuras de 30 e 31.

Figura 30 - Imagem da microscopia eletronica de varredura (MEV) para a superficie (Al) e
se¢ao transversal (A2) do filme de quitosana natural (QN). A superficie (B1) e se¢cao

transversal (B2) do filme de quitosana natural reticulada com 0,03 de glutaraldeido (QN

0,03). A superficie (C1) e secdo transversal (C2) do filme de quitosana natural reticulada com

0,08 de glutaraldeido (QN 0,08).

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 31 - Imagem da microscopia eletronica de varredura (MEV) para a (D1) superficie e
(D2) secao transversal do filme de quitosana sulfatada (QS). A superficie (E1) e se¢ao

transversal (E2) do filme de quitosana sulfatada reticulada com glutaraldeido 0,03% (QS

0,03). A superficie (F1) e secdo transversal (F2) do filme de quitosana sulfatada reticulada

com glutaraldeido 0,08% (QS 0,08).

Fonte: elaborado pela autora.

A amostra de quitosana natural sem reticulagdo (A1) apresentou um aspecto liso,

enquanto a amostra de quitosana sulfatada (D1) apresentou um aspecto um pouco mais rugoso
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devido aos grupos sulfonicos que aumentaram a capacidade de reter agua (ZHANG; SUN,
2020). Em relacdo a presenca de glutaraldeido, o reticulante confere um aspecto rugoso ao
material (POON; WILSON; HEADLEY, 2014), entretanto a reticulacdo pode ser usada para
modificar e melhorar as propriedades de uma membrana de biopolimero (HU et al., 2020).

A irregularidade e rugosidade da superficie podem causar uma maior interagdo com
proteinas de fibrinogénio, levando a uma forte adesao de plaquetas pelos receptores de proteinas
das plaquetas, induzindo assim a agregacao plaquetaria e liberacdo de substancias pro-
coagulantes. Ja uma superficie menos rugosa minimiza o dano as plaquetas sanguineas e pode
inibir a ativagdo de fibrina e subsequentemente a trombose, apresentando, dessa forma, uma
maior hemocompatibilidade quando comparado a superficies mais irregulares
(VISHWAKARMA et al., 2015). No presente trabalho, embora a quitosana tenha apresentado
uma maior rugosidade superficial quando comparada a superficie de quitosana natural, ¢
esperado que a presenca das cargas negativas confira uma maior hemocompatibilidade da
amostra sulfatada, conforme evidenciado nos testes de coagulacdo sanguinea e agregagdo

plaquetaria.

5.1.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Foram observados os grupos funcionais presentes na cadeia de quitosana antes e
depois da modificagdo quimica realizada. Dependendo das condi¢des da reagao, o grupo
sulfatado pode ser incorporado no C-2 (grupo NH>), C-3 (grupo OH) e C-6 (grupo CH,OH)
como pode ser observado na Figura 32. A metodologia utilizada no presente trabalho resulta na
sulfatacdo da quitosana nas posi¢des 2,3 ¢ 6 resultados na quitosana 2-N-3,6-O-quitosana
sulfatada com peso molecular de 5,050 Da e grau de sulfatacao de 1,37 (MORAES et al., 2019).
Na Figura 33 ¢ possivel identificar os espectros do FTIR da quitosana natural (QN) e da

quitosana sulfatada (QS) que foram utilizadas no desenvolvimento dos filmes e revestimentos.
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Figura 32 - Os possiveis produtos da reacao de sulfatacao da quitosana.
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Fonte: adaptado de Moraes (2016).

O espectro caracteristico da estrutura da quitosana natural pode ser observado na
linha em preto da Figura 33, j& a linha em vermelho representa o espectro da quitosana sulfatada.
O sucesso da modificagdo da quitosana foi indicada no espectro da estrutura da quitosana
sulfatada com o aparecimento de novos picos em torno de 620 cm™, 800 cm™ e 1256 cm’!
correspondentes aos estiramentos assimétricos S-O , C-O-S e S=0. Semelhante ao presente
trabalho, Rakhmanova e colaboradores (2009) identificaram que o espectro FTIR da quitosana
sulfatada que apresentou as seguintes bandas: uma banda em 1090 cm™! indicando a presenga
do grupo sulfénico (R-SOsH), uma banda a 1240 cm™! indicando o estiramento assimétrico S=O
nos grupos sulfatos e uma banda em 800 cm indicando a vibragdo da ligagdo C-O-S

(RAKHMANOVA et al., 2009).
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Figura 33 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da quitosana

natural e da quitosana sulfatada com acido clorossulfonico.
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Fonte: elaborado pela autora.

A substituicdo pode ocorrer tanto em grupos hidroxila primario quanto secundarios
e ¢ indicada pelo sinal em torno de 800 cm™, mas em virtude do impedimento histérico a
substituicdo ¢ parcial em grupos hidroxila secundarios. Xing e colaboradores (2004)
investigaram a estrutura da quitosana natural e sulfatada por FTIR e C NMR e atribuiram as
bandas vibracionais do FTIR em 1222 cm™! e 806 cm™ aos seguintes grupos sulfatados S=0O e
C-O-S. A posicao da substituicdo foi avaliada pelo C NMR ficando evidente que os grupos C2
e C6 foram modificados, enquanto o C3 apresentou dois sinais, um para o residuo sem sulfato
e outro para o residuo com sulfato indicando que houve uma substitui¢cao parcial no C3 (XING
et al., 2004), a depender do local de substituicio dos grupos sulfatados a atividade
anticoagulante da quitosana pode ser maior ou menor.

Zhou e colaboradores (2009) obtiveram o derivado 2-N, 6-O-quitosana sulfatada
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por meio da reacdo de 2 h com o complexo sulfatante de HCISO3; e DMF na temperatura de 45-
55 °C. O aumento da temperatura de reagdo causou uma diminui¢do na massa molecular e uma
leve diminuicao da substituicdo, o que indica a ocorréncia de uma reagao de dessulfurarao e
degradacao da cadeia. Provavelmente o grupo C-3 hidroxila estava parcialmente sulfatado no
derivado devido as limitagdes histéricas (ZHOU et al., 2009). No presente trabalho, ndo houve
aumento da temperatura para a faixa acima de 45 °C, portanto, espera-se que nao tenha ocorrido
a reacao de dessulfurardo e degradagao da cadeia como no trabalho reportado anteriormente.

Os espectros de infravermelho dos seguintes filmes desenvolvidos também foram
avaliados: quitosana natural (QN), quitosana natural reticulada com 0,03% de glutaraldeido
(QNO0,03), quitosana natural reticulada com 0,08% de glutaraldeido (QNO,08), quitosana
sulfatada (QS), quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido (QS0,03) e quitosana
sulfatada reticulada com 0,08% de glutaraldeido (QS0,08). Os resultados estdao apresentados na
Figura 34.

Na Figura 34 ¢ possivel identificar o FTIR dos filmes desenvolvidos com ou sem
reticulagdo com glutaraldeido. Os filmes de quitosana sulfatada, quitosana sulfatada com 0,03%
de glutaraldeido e quitosana sulfatada com 0,08% de glutaraldeido apresentaram aumento nas
bandas 800 cm™! e 1220 cm™! referentes as vibracdes dos estiramentos C-O-S e S=O quando
comparados aos filmes desenvolvidos com quitosana natural. Desse modo, foi possivel
identificar que apos a reagdo de sulfatagdo e formacdo dos filmes, as bandas referentes a
insercdo de grupos sulfato foram mantidas nos filmes desenvolvidos. Esse resultado corrobora
com a atividade anticoagulante da quitosana sulfatada que se deve, na maioria, a presenca de

grupamentos sulfato no polimero como observado anteriormente no teste de TTPA.
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Figura 34 - FTIR para filmes desenvolvidos com quitosana natural ou quitosana sulfatada

com ou sem reticulacdo por glutaraldeido.
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Fonte: elaborado pela autora.

A formacdo da ligagdo C=N entre os grupamentos carbonila presente no
glutaraldeido e amina presente na quitosana ¢ um possivel mecanismo de reticulagdo da
quitosana que pode ser identificado por um leve aumento na intensidade das bandas 1650 cm™!
para os filmes reticulados. Essa reacdo de reticulacdo que envolve a reacdo do glutaraldeido
com grupos amino da quitosana para formar uma ligacao imina ¢ indicada pelo FTIR da Figura
34 como um leve aumento da banda imina (C=N) a 1640 cm™! nas amostras de filmes reticulados
com a maior concentragao de glutaraldeido (GOKILA et al., 2017).

A quitosana pode passar por multiplas reagdes com glutaraldeido dependendo das
condi¢des de reagdo: condensagdo aldolica catalisado por amina, adicdo de Michael ou
formagdo da base de Schiff (KILDEEVA et al., 2009). Os grupos NH; presentes na quitosana
agem como nucleofilos e atacam os grupos aldeidos presentes no glutaraldeido resultando na
formagao da ligagdo imina (VERMA et al., 2020). Ou seja, os grupos funcionais do polimero
reagem com os aldeidos formando ligagcdes cruzadas propiciando a formagdo de pontes
(reticulagdo covalente) entre as cadeias do polimero (HENNINK; VAN NOSTRUM, 2002). A

reacdo pode ser identificada na Figura 35.
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Figura 35 - Reticulagdo da quitosana sulfatada com o glutaraldeido.
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Fonte: NEGM et al., (2020).

A utilizagdo do glutaraldeido nos filmes foi realizada objetivando-se reforgar
quimica e fisicamente o filme para ser possivel utilizd-lo como revestimento, pois se faz
necessario utilizar agentes reticulante que além de aumentar a resisténcia a agua ainda
contribuem com a rigidez e coesdo do filme por meio da formagao de ligacdes cruzadas (PENG
et al., 2011). O processo de reticulagdo de filmes de quitosana com glutaraldeido melhora as
macro e micro propriedades: permeabilidade, molhabilidade e resisténcia quimica. Além disso,
os biopolimeros de quitosana apresentam maior hidrofobicidade quando comparadas aos nao

reticulados (BEPPU et al., 2007).
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5.1.5 Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica apds a modificagdo quimica foi avaliada na andlise
termogravimétrica (TG e DTG) das amostras de quitosana natural e quitosana sulfatada. A
analise quantifica as mudangas de massa do material conforme tempo e temperatura aplicados,

desse modo, € possivel determinar a estabilidade da amostra na Figura 36 e 37.

Figura 36 — Termogramas da quitosana natural e da quitosana sulfatada TG.
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Figura 37- Termogramas da quitosana natural e quitosana sulfatada DTG.
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Fonte: elaborado pela autora.
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O primeiro estagio se deve a perda de 4gua adsorvida no polimero pelos materiais
(QN e QS). No segundo estagio, ha a perda de massa em virtude da degradacdo da cadeia. A
terceira fase de transi¢ao se da em virtude das perdas de massa relacionadas a degradagao das
ligagdes cruzadas residuais dos materiais.

Para quitosana natural o primeiro estagio ficou entre 25-170 °C com Tonse em 109 °C,
a perda de massa de 13% se deve a perda de 4gua fracamente ligada ao material ou adsorvida
(sor¢ao de agua ligadas nos grupos amino e hidroxila). Ja o segundo estagio ficou entre 190-
390 °C com Tonser em 280 °C, a perda de 49% se deram pela decomposicao das unidades
desacetiladas e acetiladas, despolimerizacdo e desidratagdo dos anéis sacarideos e associada a
pirdlise da matriz polimérica da quitosana com formacao de agua, dioxido de carbono, metano
e amdnia (MA et al., 2013; TRIPATHI; MEHROTRA; DUTTA, 2010).

Para a quitosana sulfatada, o primeiro estagio ficou entre 25-170 °C com Tuser €m
73 °C, aperda de 16% se deve a desidratagdo da amostra. Logo em seguida, o segundo estagio,
que se deve a degradagdo dos grupos sulfatados provenientes do acido, ficou entre 190-310 °C
com Tonse: em 230 °C, a perda de 25%. Para essa amostra houve um terceiro estagio entre 470-
580 °C com Touser em 540°C, a perda de 15%, referente a degradagdo da cadeia principal do
polimero. A diferenca de trés estagios para a quitosana sulfatada em relagdo a quitosana natural
foi identificada em outros trabalhos e atribuida a adi¢dao e degradag¢ao dos grupos sulfatados
(KOCABAY et al., 2021; ZHANG; SUN, 2020).

A quitosana sulfatada teve uma reducao da estabilidade quando comparado com a
quitosana natural. Ainda no primeiro estagio de degradacao, a quitosana sulfatada perdeu uma
maior porcentagem de massa quando comparado com a quitosana natural, esse resultado foi
atribuido na literatura ao aumento da hidrofilicidade da quitosana em virtude da presenca de
grupos sulfatados na estrutura do polimero. Além disso, a temperatura maxima de degradagdo
da cadeia da quitosana sulfatada foi inferior a temperatura de decomposi¢ao da quitosana
natural em decorréncia da reducdo de peso molecular da quitosana modificada rica em grupos
sulfatados que ao serem inseridos na cadeia modificaram a estrutura da quitosana tornando-a
termicamente instdvel (MORAES, 2016). A presenga dos grupos sulfatados entre as cadeias
pode contribuir para um aumento do volume livre entre as cadeias que permitindo a penetracao
de uma maior intensidade de energia leva a uma menor estabilidade térmica (CAVALHEIRO,
2009, 2009; WU et al., 2008).

Zhang e colaboradores (2020) realizaram a sulfatacdo da quitosana com &cido

sulfirico e identificaram na TG dos materiais os seguintes estagios: para quitosana natural
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foram identificados apenas dois estagios, o primeiro de 25 a 100 °C atribuido a desidratagdo e
o segundo estagio de 250 a 500 °C atribuido a degradagdo da cadeia principal. Assim como no
presente trabalho, para a quitosana sulfatada foram identificados trés estagios de degradacao,
sendo o primeiro entre 25 ¢ 100 °C atribuido a desidratacao, o segundo entre 100 e 250 °C
atribuido aos grupos do 4cido sulftrico utilizado na reacdo de sulfatagdo e o terceiro estagio
que foi de 250 a 500 °C atribuido a degradacgdo principal. Foi concluido pelo autor que o

resultado mostrou a incorporacao dos grupos sulfatados ao material.
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O comportamento térmico dos filmes de quitosana natural (QN), quitosana natural
reticulada com 0,03% de glutaraldeido (QN0,03), quitosana natural reticulada com 0,08% de
glutaraldeido (QNO0,08), quitosana sulfatada (QS), quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de
glutaraldeido (QS0,03) e quitosana sulfatada reticulada com 0,08% de glutaraldeido (QS0,08)

estdo apresentados na Figura 38 e na Tabela 05.

Figura 38 - TG (A) e DTG (B) para filmes desenvolvidos com quitosana sulfatada e natural

com ou sem reticulagdo por glutaraldeido.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 5- Termogravimetria dos filmes desenvolvidos.

Filme Estagio Faixa de temperatura Perda de Tonset (°C)
(°C) massa (%)
Quitosana Natural | 1 23,18 - 170,12 85,57 60,85
2 170,12 - 420,00 4425 270,09
3 420,00 - 690,00 10,03 630,36
Quitosana Natural | 1 21,85 -170,24 83,87 61,13
0,03 2 170,24 - 390,03 45,09 270,45
3 390,03 - 689,76 6,5 570,11
Quitosana Natural | 1 23,42 - 149,96 89,09 60,68
0,08 2 149,96 - 380,10 47,27 270,21
3 380,10 - 689,87 6,61 559,85
Quitosana 1 22,08 - 190,12 87,02 61,16
Sulfatada 2 190,12 - 470,01 48,08 240
3 470,01 - 689,80 18,7 610,22
Quitosana 1 22,70 - 180,17 85,66 60,94
Sulfatada 0,03 2 180,17 - 370,05 42,38 220,49
3 370,05 - 619,14 4,52 490,21
Quitosana 1 25,92 - 180,11 85,65 73,77
Sulfatada 0,08 2 180,11 - 370,11 45,45 220,53
3 370,11 - 689,54 9,22 540,08

Fonte: Elaborada pela autora.

Os filmes apresentaram trés eventos térmicos, sendo que em todos os filmes

avaliados a segunda etapa, em que se inicia a degradagdo térmica da cadeia principal do

polimero que ocorreu apods a temperatura de 190 °C, desse modo, foi possivel identificar que a

esterilizacao pelo método tradicional de autoclavagem seria incapaz de impactar os filmes. Os

filmes de quitosana sulfatada mantiveram a tendéncia de apresentarem uma menor temperatura

maxima de degradacdo quando comparados com a quitosana natural. Houve uma pequena

diminui¢ao do valor da temperatura maxima de degradacdo das amostras de quitosana sulfatada

reticulada com 0,03% e 0,08% v/v de glutaraldeido em comparagdo a quitosana sulfatada sem

reticulagdo, indicando assim uma diminui¢ao da estabilidade térmica das amostras de quitosana

sulfatada com reticulacao.
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A estabilidade ¢ influenciada pelo aumento no nivel de reticulagdo do polimero e
reducdo de ligacdes de hidrogénio entre as unidades de quitosana. A reticulagdo com
glutaraldeido ¢ realizada através da reagdo com grupos amino livres da quitosana e isso causa
uma alteracao nos sitios doadores e receptores da ligagdo de hidrogénio, gerando uma perda
cooperativa da liga¢do de hidrogénio ao longo do esqueleto da quitosana. Desse modo, hd uma
desestabilizac¢do da rede de liga¢des de hidrogénio daquele polimero resultando em uma menor
temperatura de decomposicao (POON; WILSON; HEADLEY, 2014). Esse efeito foi
evidenciado nas amostras de quitosana sulfatada reticuladas, na qual foi possivel identificar
uma temperatura maxima de degradagao 220 °C inferior a temperatura maxima de degradagdo
da quitosana sulfatada sem reticulagdo 240 °C. Porém, o efeito ndo foi tdo observado para
amostras de quitosana natural, provavelmente em virtude da maior disposi¢ao de grupos amino
quando comparado com a quitosana sulfatada que j& havia sofrido uma reducdo na
disponibilidade daqueles grupos apds a reagdo de sulfatacao.

A amostra de quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido apresentou
uma massa residual inferior a amostra de quitosana reticulada com 0,08% de glutaraldeido. Esse
efeito pode ser explicado pela autopolimerizagcdo do glutaraldeido que ocorre quando a
proporcao do glutaraldeido € superior a estequiometria de reagdo com quitosana (1:3 Glu-Qui)
existem trés sitios de reacdo por mondmero de glucosamina. Embora haja uma perda de dois
sitios doadores da ligagdo de Hidrogénio devido a reticulagdo com um mol de glutaraldeido,
havera um aumento da ramificagdo da estrutura, assim as interagdes cumulativas de Van der
Waals da polimerizacao do glutaraldeido podem melhorar a estabilidade térmica dos polimeros
reticulados com glutaraldeido. Dessa forma, no caso da QS0,08 o nivel de glutaraldeido deve
ter excedido a razdo estequiométrica molar dos grupos amino por mondmetro de quitosana, ja
que a estabilidade térmica de um copolimero ¢ influenciada pelo nivel de reticulagdao e
autopolimerizacao do glutaraldeido que ocorre a altas razdes estequiométricas de glutaraldeido
(1:1 Chi-Glu) se forem ignoradas as reacdes com grupos hidroxila da quitosana ou auto
polimerizacdo do glutaraldeido. A estabilidade térmica do glutaraldeido aumenta com a
reticulagdo enquanto a autopolimerizagao confere uma maior estabilidade térmica ao polimero
(POON; WILSON; HEADLEY, 2014).

Assim como no presente trabalho, Neto e colaboradores (2005) reportaram que em
baixas concentragdes de agente reticulante, a estabilidade da amostra tende a diminuir, enquanto
ao aumentar a concentragdo de reticulante ha um aumento na temperatura de decomposicao da

amostra (NETO et al., 2005). Resultado semelhante ao reportado no presente trabalho foi
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relatado no estudo de Ji e colaboradores (2018). Os autores desenvolveram uma blenda de
lignocelulose e quitosana reticuladas com glutaraldeido e avaliaram uma porcentagem de massa
de 0,25 ¢ 0,50 de glutaraldeido que resultaram na termogravimetria em uma massa residual de
35,63 ¢ 38,30 % levando os autores a identificarem que a massa residual das amostras aumentou
com o aumento da quantidade de glutaraldeido. Foi concluido pelos autores que a propor¢ao de
glutaraldeido (0,50) levou a uma maior estabilidade a altas temperaturas (J1 et al., 2018).

A reticulagdo com glutaraldeido foi confirmada na TG assim como havia sido
confirmada no teste de FTIR e ficou evidenciado uma menor estabilidade da estrutura reticulada
frente a0 aumento de temperatura quando comparado a quitosana sulfatada. Entretanto, a
melhoria das caracteristicas do filme como, por exemplo, uma maior resisténcia a agua justifica

o uso do reticulante.

5.1.6 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade ¢ importante para ndo afetar os componentes e fungdes
celulares vitais, como o metabolismo celular. Para essa avaliagdo, foi escolhido o uso da
linhagem de fibroblastos de rato 1929, pois essa linhagem ¢ recomendada para ensaios de
citotoxicidade em biopolimeros pela International Organization for Standardization 1ISO 10993
que apresenta uma avaliacdo da biocompatibilidade de materiais para a aplicagdo médica, desse
modo, sdo priorizados estudos baseados em cultivo celular in vitro e quando a viabilidade
celular do material for maior que 70% este pode ser considerado ndo citotoxico. Na Figura 39

pode-se observar os resultados obtidos.
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Figura 39 - Viabilidade de células L.929 em extratos de filmes de quitosana natural (QN),
quitosana natural reticulada com 0,03% (v/v) de glutaraldeido (QN0,03), quitosana natural
reticulada com 0,08% (v/v) de glutaraldeido (QNO,08), quitosana sulfatada (QS), quitosana
sulfatada reticulada com 0,03% (v/v) de glutaraldeido (QS0,03) e quitosana sulfatada com
0,08% (v/v) de glutaraldeido (QS0,08). Os valores foram expressos como porcentagem de

viabilidade celular (média = E.P.M). *, p <0,05; 1 way ANOVA e teste de Turkey.
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Fonte: elaborado pela autora.

Como pode ser observado na Figura 39, os extratos dos filmes desenvolvidos
podem ser considerados nao citotoxicos e compativeis com as células de fibroblastos de rato
L929. Nas duas amostras com maior concentracdo de glutaraldeido, houve uma ligeira
diminui¢do na viabilidade celular com o tempo de incuba¢do, devido a possivel liberacao
gradual de residuos reacionais, os quais, podem ser toxicos (especialmente o glutaraldeido).
Entretanto, em baixas concentra¢des do glutaraldeido, a viabilidade celular de 87,33% + 8,26
do filme de quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido (QS 0,03) indicou uma
influéncia minima do contetido do reticulante na citotoxicidade. De fato, nenhuma diferenca

significante foi encontrada entre a quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido e
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o controle negativo, esse resultado sugere que o material ndo ¢ prejudicial as células.

Mesmo estando dentro da margem de erro, um leve aumento na viabilidade celular
(140% e 112% foram observadas nas amostras de quitosana sulfatada (QS) e quitosana sulfatada
reticulada com 0,03% de glutaraldeido respectivamente em 48h. Esse resultado sugere uma
tendéncia observada em alguns estudos na literatura que apontam que a quitosana sulfatada ¢
segura para células e pode aumentar o crescimento celular. Em virtude da menor propor¢ao de
reticulante utilizado, o presente trabalho apresentou um crescimento celular acelerado se
comparado ao estudo reportado por Pinto e colaboradores (2020) que avaliaram a viabilidade
celular de fibroblastos em scaffolds de quitosana natural e sulfatada reticulados com 0,2% de
glutaraldeido e alcangaram o crescimento celular somente apds 7 dias de incubagdo, concluindo
que o material ¢ seguro para as células (PINTO et al., 2020).

Foi desenvolvido um stent polimérico em uma impressora 3D por QIU e
colaboradores (2020) onde a base do dispositivo foi o polimero policaprolactona (PCL), e foi
feita uma modifica¢do no material com imobilizag¢do da quitosana sulfatada (2-N,6-O-quitosana
sulfatada). Foi identificado pelos autores que ambos os materiais (PCL e PCL com QS) foram
compativeis com a cultura de células de .929, indicando a nao toxicidade da amostra, mas foi
identificado pelos autores que amostras recobertas com a quitosana sulfatada foram capazes de
aumentar a proliferagdo celular em aproximadamente 20%. Desse modo, assim como no
presente trabalho, foi concluido que o material modificado com quitosana sulfatada era um bom
candidato para o desenvolvimento de stents cardiovasculares (QIU et al., 2020).

Visto que o uso do glutaraldeido apresentou resultados de citotoxicidade acima de
70% sendo, portanto, seguro para as células, a adi¢do do reticulante confere uma melhoria nas
macro e micro propriedades do polimero como, por exemplo, permeabilidade, molhabilidade e

resisténcia quimica seria (BEPPU et al., 2007).

5.2 Recobrimento de aco inoxidavel e nanotubos de TiO:

5.2.1 Eletropolimento do aco inoxidavel

Amostras de ago inoxidavel foram submetidas ao processo de eletropolimento antes de
ser realizado o recobrimento com quitosana natural ou sulfatada. Na Figura 40 ¢ possivel

comparar o ago antes € apos o eletropolimento.
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Figura 40 - Aco inox 316 L com eletropolimento (esquerda) e ago inox 316 L sem

eletropolimento (direita).

Fonte: elaborado pela éutora.

Apds o eletropolimento, as amostras de aco inoxidavel 316L apresentaram
visualmente um maior brilho na superficie assim como uma maior uniformidade superficial. A
necessidade de se realizar o eletropolimento advém de a qualidade do recobrimento produzido
ser fortemente dependente do estado inicial da superficie, por isso antes de iniciar o
recobrimento, foi necessario polir a superficie do aco inoxidavel (TEGART, 1959 E GABE
1994).

Foi realizado o MEV das superficies de ago inoxidavel e ligas de titdnio sem e com
recobrimento na central analitica da Universidade Federal do Ceara, as imagens podem ser

observadas nas Figuras 41 e 42 e indicam uma maior homogeneidade da amostra recoberta.

Figura 41 — MEYV das superficies de ago sem recobrimento (A) e com quitosana sulfatada (B).
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 42 — MEV da liga de titanio sem recobrimento (A) e com quitosana sulfatada (B).
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Fonte: elaborado pela autora.

5.2.2 Adesdo plaquetaria em ago inoxidavel e nanotubos de TiO;

ApOs a etapa inicial de adsorcao de proteinas a superficie, as plaquetas aderem e
podem ser ativadas (JAFFER et al., 2015), nesse processo sua morfologia muda e hé a formagao
de prolongamentos que se aderem a superficie e a outras plaquetas (HUANG et al., 2015). A
ativacdo das plaquetas na superficie foi visualizada usando imagens de MEV e foram
identificadas trés diferentes categorias de plaquetas de acordo com sua morfologia, (a)
plaquetas ndo ativadas que apresentaram um formato circular sem extensdes de prolongamentos;
(b) plaquetas parcialmente ativadas que exibiram poucos prolongamentos fixados na superficie
e (¢) plaquetas totalmente ativadas que exibiram uma significante formag¢ao de prolongamentos
fixados na superficie. As amostras de aco inoxidavel e nanotubos que receberam recobrimento
foram submetidas ao teste de adesdo plaquetdria e analisadas no MEV. Os resultados foram

agrupados nas Figuras 43 a 46.
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Figura 43 — MEV das amostras submetidas a adesdo plaquetaria. Em A1, rica cobertura de
plaquetas totalmente ativadas com formag¢ao de agregados sobre a superficie de ago
inoxidavel (500x). A2, plaquetas totalmente ativadas e com significante formagao de

prolongamentos (5000x). A3, plaquetas agregadas e totalmente ativadas. B1, rica cobertura de
plaquetas totalmente ativadas com formag¢ao de agregados sobre a superficie de ago

inoxidavel eletropolido (2000x). B2, plaquetas totalmente ativadas (5000x) e B3 agregado de

plaquetas totalmente ativadas. C1, plaquetas agregadas sobre a superficie aco inoxidavel com

recobrimento de quitosana natural (500x). C2, agregados de plaquetas ativadas (5000x). C3

agregado de plaquetas totalmente ativadas.
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Fonte: elaborado pela autora.



88

Figura 44 - MEV das amostras submetidas a adesdo plaquetaria. Em D1, presenca de
plaquetas sobre a superficie de ago inoxidavel com recobrimento de quitosana natural
reticulada com 0,03% de glutaraldeido (500x). D2 plaquetas ativadas (5000x). D3 plaqueta
parcialmente ativada. E1 sem plaquetas sobre a superficie de ago inoxidavel com
recobrimento de quitosana sulfatada (500x). E2 sem plaquetas sobre a superficie (5000x). F1
Nota-se a presenga de plaquetas sobre a superficie de aco inoxidével com recobrimento de

quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido (500x). F2 presenc¢a de plaquetas

agregadas (5000x). F3 agregado de plaquetas.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 45 - MEV das amostras submetidas a adesdo plaquetaria. Em G1, plaquetas sobre a
superficie de titanio (500x). G2 plaquetas ativadas (5000x). G3 agregado de plaquetas. H1
plaquetas sobre a superficie titanio tratada (500x). H2 plaquetas ativadas (5000x). H3
plaqueta parcialmente ativada. H4 agregado de plaquetas totalmente ativadas. 11 plaquetas
sobre a superficie titdnio com recobrimento de quitosana natural (500x). 12 plaquetas ativadas

(5000x). 13 plaquetas parcialmente ativadas. 14 agregado de plaquetas totalmente ativadas.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 46 — MEV das amostras submetidas a adesao plaquetaria. Em J1, plaquetas sobre a
superficie de titdnio com recobrimento de quitosana natural reticulada com 0,03 %
glutaraldeido (500x). J2 plaquetas ativadas (5000x). J3 plaquetas parcialmente ativadas. K1
superficie titdnio com recobrimento de quitosana sulfatada (500x). K2 sem plaquetas sobre a
superficie (5000x). L1 poucas plaquetas sobre a superficie de titdnio com recobrimento de

quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido (500x). L2 plaquetas (5000x). L3

plaqueta ndo ativada.
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91

Para as superficies de ago inoxidavel, visualmente foi possivel identificar nas
imagens do MEV plaquetas totalmente e/ou parcialmente ativadas nas amostras de aco
inoxidavel (A), ago inoxidavel eletropolido (B), aco recoberto com QN (C) e ago recoberto com
QN reticulada 0,03% de glutaraldeido (D). Entretanto, ndo foi visualizada nenhuma plaqueta
totalmente ativada na amostra ago recoberto com QS (E). Para a amostra ago recoberto com QS
reticulado com 0,03% de glutaraldeido (F) foram identificadas plaquetas agregadas, mas nao
foram identificados dendritos indicando que nao houve ativacao das plaquetas. Na figura 47

pode ser identificada plaqueta ativada (D3) e agregados sem ativacao sobre as superficies (F3).

Figura 47 - Sobre a superficie de ago inoxidavel recoberto com QN reticulada com 0,03% de
glutaraldeido (D3) nota-se a presenca de uma plaqueta ativada e sobre a superficie de aco
recoberto com QS reticulado com 0,03% de glutaraldeido nota-se a presenca de plaquetas

agregadas, mas sem ativacao e formagao de dendritos sobre a superficie (F3).

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 48 - Para as superficies da liga de Ti com nanotubos de titanio, foi possivel
identificar plaquetas totalmente e/ou parcialmente ativadas nas amostras liga de Ti (G), liga de
Ti com tratamento (H), liga de Ti recoberto com QN (I), liga de Ti recoberto com QN reticulado
com 0,03% de glutaraldeido (J). J4 as duas ultimas amostras de liga de Ti recoberta com
quitosana sulfatada (K) e liga de Ti recoberta com quitosana sulfatada reticulada com 0,03% de
glutaraldeido (L) ndo apresentaram plaquetas totalmente ativadas. Na figura 48 podem ser
identificadas plaquetas total e parcialmente ativadas sobre amostras de nanotubos de titanio.

Figura 48 - Em destaque agregado de plaquetas totalmente ativadas sobre a superficie de liga
de titanio (H4) e plaquetas parcialmente ativadas sobre superficie de liga de titdnio recoberta

com quitosana natural reticulada com 0,03% de glutaraldeido (J3).

Fonte: elaborado pela autora.
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Nas amostras, tanto aco inoxidavel (C) quanto liga de titdnio recobertas com
quitosana natural (I) foram identificadas plaquetas parcialmente e totalmente ativadas como
pode ser identificado na Figura 46, pois essa superficie € rica em grupos amino que agem como
sitio de ligagdo para adsor¢do das proteinas (CAMPELO et al., 2017; HOVEN et al., 2007).
Um grande numero de agregados e plaquetas ativadas indicam uma maior propensdo a
formagao de trombos (BARTLET et al., 2017), portanto o material recoberto com quitosana
natural que apresentaram plaquetas total e parcialmente ativadas ndo se mostra um bom
revestimento para stents cardiovasculares. E possivel identificar as plaquetas ativadas na Figura

49.

Figura 49 - Em destaque agregado de plaquetas totalmente ativadas sobre superficie de ago
inoxidavel recoberta com quitosana natural (C3). Plaqueta parcialmente ativada sobre
superficie de liga de titanio recoberta com quitosana natural (I3). Em destaque agregado de

plaquetas ativadas sobre superficie da liga de titdnio recoberta com quitosana natural (14).

Fonte: elaborado pela autora.

Ja nas amostras de ago inoxidavel (E) e liga de titanio revestidos com quitosana
sulfatada (K) nao foram identificadas plaquetas totalmente ativadas. Isso pode ser explicado
pela redugdo da disponibilidade de grupos amino da quitosana ap6s a reacao de sulfatagdo e
pela presenca de grupos sulfatados que sdo carregados negativamente e podem reduzir a
adsor¢ao de proteinas plasmaticas que sdo responsaveis por iniciar a cascata da coagulagdo. A
auséncia de plaquetas ativadas nos materiais recobertos com quitosana sulfatada corrobora com
os resultados identificados no teste de TTPA e agregagdo de plaquetas, indicando uma maior
hemocompatibilidade da quitosana sulfatada.

O resultado reportado esta de acordo com a literatura, Campelo e colaboradores
(2017) avaliaram a adesao plaquetaria em superficies de ago inoxidavel 316L recobertas com
quitosana natural e quitosana sulfatada. Assim como no presente trabalho, foi observada a
inexisténcia de plaquetas ativadas sobre a superficie recoberta por quitosana sulfatada, o
resultado foi atribuido as cargas negativas presente no polimero. No presente trabalho a
metodologia utilizada resulta na sulfatacdo da quitosana nas posigdes 2,3 e 6 resultados na

quitosana 2-N-3,6-O-quitosana sulfatada com peso molecular de 5,050 Da e grau de sulfatagao
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de 1,37 (MORAES et al., 2019), desse modo, a reagdo reduziu a presenca dos grupos
protonados e aumentou a carga negativa presente no polimero resultando em propriedades
hemocompativeis. Entretanto, o grau de sulfatacdo nem sempre vai ser o Unico fator
determinante para a redu¢do de plaquetas aderidas, pois essa redu¢ao também depende dos
outros grupos presentes na molécula, por exemplo, a presenga de muitos grupos protonados vai
induzir uma grande adesdo plaquetéria. Os efeitos das cargas positivas nas caracteristicas de
biomateriais artificiais ja foram demostrados em estudos anteriores (OKAMOTO et al., 2003).

KERCH e colaboradores (2017) produziram revestimentos sobre discos de Cobalto-
Cromo baseados em polieletrolitos com cargas opostas: heparina, quitosana e quitosana
sulfatada com diferentes graus de sulfatacdo. Foram produzidos quatro tipos quitosana/
quitosana sulfatada CS60 com grau de sulfatacao de 40%, quitosana/ quitosana sulfatada CS80
com grau de sulfatagdo de80%, quitosana sulfatada CS60/quitosana e quitosana/heparina. Os
autores observaram que a aderéncia de plaquetas no revestimento com uma camada mais
externa de quitosana sulfatada com um menor grau de sulfatagdo foi menor quando comparado
a amostra com maior grau de sulfatagdo, o resultado foi atribuido as interagdes eletrostaticas
mais fortes entre polieletrolitos de cargas opostas que resultaram em hidratacao reduzida e
aumento da rigidez levando assim a um aumento de adsor¢do de proteinas e a adesdo de
plaquetas. Além disso, uma menor rigidez da camada mais externa com o uso de quitosana
sulfatada levou a uma diminuicao da adesdo das plaquetas, visto que no revestimento contendo
quitosana sulfatada a adesdo foi menor do que no revestimento contendo heparina. Assim, o
estudo relatado demonstrou que a quitosana sulfatada pode ser projetada para ter propriedades
superiores as da heparina quando usada em revestimentos multicamadas de implantes e
dispositivos que entram em contato com o sangue. (KERCH et al., 2017).

Para comparagdo com os resultados apresentados anteriormente, na Figura 50 ¢
possivel identificar imagens da literatura de plaquetas somente aderidas em seu formato original

(50-A) e ativadas (50-B) (TOMAIUOLO et al., 2020)
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Figura 50 - Imagens na microscopia eletronica de varredura. (A) Nota-se a presenga de

uma plaqueta isolada sobre a superficie. (B) Nota-se a presenca de plaquetas ativadas. Barra

representa a distancia de 2 um

Fonte: TOMAIUOLO et al., (2020).

A partir das imagens obtidas no MEYV, foi realizado o calculo da porcentagem de
cobertura das plaquetas com o auxilio do software ImagelJ, O resultado pode ser observado na

Figura 51.
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Figura 51 - Area de cobertura pelas plaquetas nas amostras de ago inoxidavel (A¢o), ago
inoxidavel polido (A¢o polido), ago inoxidavel com quitosana natural (Aco QN), ago
inoxidavel com quitosana natural reticulada com 0,03% de glutaraldeido (Aco QNO0,03), aco
inoxidavel com quitosana sulfatada (Aco QS), ago inoxidavel com quitosana sulfatada
reticulada com 0,03% de glutaraldeido (A¢o QS0,03), titanio (Ti), titanio tratado (TI tratado),
titAnio com quitosana natural (Ti QN), titdnio com quitosana natural reticulada com 0,03% de
glutaraldeido (Ti QNO,03), titdnio com quitosana sulfatada (Ti QS), titdnio com quitosana
sulfatada reticulada com 0,03% de glutaraldeido (Ti QS0,03). Os valores foram expressos
como porcentagem de cobertura de area (média + E.P.M). *, p <0,05; 1 way ANOVA e teste

de Turkey.

70

Area de cobertura por plaquetas (%)

Fonte: elaborado pela autora.
Foram identificados os seguintes valores para a porcentagem de cobertura de

plaquetas das amostras avaliadas 60,5 + 4,3 (Aco), 46,5 £ 6,5 (aco polido), 37,1 = 11,0 (Aco
QN), 38,3 £6,4 (Aco QN 0,03), 26,4 £ 9,4 (Aco QS), 25,7+ 10 (Ago QS 0,03), 20,3 + 9,0 (Ti),
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27,2 £4,9 (Ti tratado), 20,5+ 6,5 (Ti QN), 29,4 + 5,8 (Ti QN 0,03), 13,7 £ 3,5 (Ti QS), 16,3 £+
3,4 (Ti QS 0,03).

As amostras com glutaraldeido apresentaram no geral maior agregacao e ativagao
plaquetaria quando comparada aos revestimentos sem glutaraldeido. Isso se deve
provavelmente ao fato do glutaraldeido aumentar a rigidez do material levando a um aumento
da agregacdo e ativacdo plaquetaria. Esse mesmo efeito foi relatado por Qiu e colaboradores
(2014) que avaliaram a capacidade das plaquetas de sentir a rigidez do substrato durante a
formacdo do codgulo. O aumento na rigidez do substrato elevou a adesdo e espalhamento das
plaquetas, aumentando assim o nivel de ativacdo das plaquetas e secrecdo de granulos com
atividade pro-coagulante. Com o aumento da rigidez, as plaquetas espalharam e se tornaram
mais ativadas (QIU et al., 2014).

Em relagao as ligas utilizadas para receber os recobrimentos, foram avaliadas duas
ligas diferentes: aco inoxidavel 316L e TilOMo8Nb6Zr modificada com crescimento de
nanotubos de TiOa. Foi possivel identificar que a liga de Ti ja modificada com o crescimento
dos nanotubos apresentou uma menor adesao plaquetaria quando comparada com as amostras
de aco inoxidavel sem eletropolimento 20,3 £+ 9,0% e 60,5 + 4,3% respectivamente.

O melhor resultado se deve provavelmente devido a superficie da liga de titanio
com nanotubos de TiO; j& apresentar importantes caracteristicas para o sucesso clinico do
implante quando comparada ao ago inoxidavel como, por exemplo, a camada de 6xido de titdnio
que apresenta alta estabilidade térmica, baixa solubilidade e baixa toxicidade em meio
fisiologico (ROSA et al.,2014). Aroussi e colaboradores (2019) compararam a performance em
meio biologico do aco inoxidavel 316L e titdnio. A liga de titdnio se mostrou mecanicamente
mais forte quando comparada ao aco inoxidavel e apresentou também uma menor corrente de
corrosao (AROUSSI; AOUR; BOUAZIZ, 2019). Desse modo, a baixa corrosdo por si ja
representa uma melhoria na hemocompatibilidade do material da liga de titanio j& que havera
uma menor libera¢ao de produtos de degradagdo no corpo.

O resultado do presente trabalho esta de acordo com estudos reportados na literatura
por Huang e colaboradores (2014) que reportaram uma redu¢do na adesao e ativagdo plaquetaria
em aco inoxidavel que recebeu o recobrimento com nanotubos de Titanio quando comparados
ao ago sem revestimento. Foi observado também uma melhor resisténcia a corrosiao nas
superficies modificadas (HUANG et al., 2015).

Foi reportado um efeito semelhante no estudo de Vishwakarma e colaboradores

(2015) que avaliaram a hemocompatibilidade do aco inoxidavel 316L com e sem a adicao de
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um recobrimento de TiO», sendo, a superficie obtida apds o recobrimento menos rugosa. Foram
identificadas plaquetas aderidas com pseudopodes sobre o aco inoxidavel 316L, indicando que
houve a ativacdo plaquetaria em virtude da irregularidade e rugosidade da superficie que
causaram uma maior interagdo com proteinas de fibrinogénio levando a uma forte adesao de
plaquetas pelos receptores de proteinas das plaquetas (GplIbllla) induzindo a agregacdo e
liberacdo de substancias pro-coagulantes. Por outro lado, a amostra recoberta apresentou
plaquetas aderidas sem pseudopodes e sem ativagdo, pois provavelmente nao houve a liberacao
do conteudo procoagulante e a superficie menos rugosa minimizou o dano as plaquetas
sanguineas, inibindo ativacdo de fibrina e subsequentemente a trombose. Assim, 0 ago
inoxidavel com TiO» apresentou maior hemocompatibilidade (VISHWAKARMA et al., 2015).

Outro trabalho que corrobora com os resultados apresentados acerca da
superioridade dos nanotubos de titanio frente ao ago inoxidavel foi realizado por Manivasagam
e Popat (2020) que modificaram a superficie do Ti com NaOH 5M por 24 horas formando uma
nanoestrutura de poros densos e pequenos (70-170 nm) que foi capaz de reduzir a ativacao
plaquetaria quando comparado a superficie de Ti sem modificag¢do. Foi identificado no MEV
pelos autores a formacgao do complexo de plaquetas ativadas e leucécitos sobre a superficie de
Ti ndo modificada. Apds a modificagdo, embora houvesse agregagdo plaquetaria, ndo foi
observada a formacdo deprolongamento, indicando assim que as plaquetas ndo foram ativadas
(MANIVASAGAM; POPAT, 2020).

No presente trabalho, os melhores resultados, ou seja, uma menor adesdo
plaquetaria foi observada com a utilizacao da liga de Ti com nanotubos quando comparados a
liga de aco inoxidavel. Entretanto, houve ainda uma maior redu¢do da adesdo plaquetdria em
ambas as ligas aco inoxidavel e Ti em virtude da adi¢do dos revestimentos de quitosana
sulfatada sobre as superficies. De fato, dentre todas as amostras, a maior reducdo na
porcentagem de plaquetas aderidas foi identificada na amostra da liga de Ti modificada com o
crescimento de nanotubos que recebeu o recobrimento de quitosana sulfatada, sendo, portanto,
o desenvolvimento desse material de grande interesse para o aprimoramento de produtos com

caracteristicas hemocompativeis.

5.3 Indicacio para trabalhos futuros

A fim de se avaliar profundamente a hemocompatibilidade dos materiais, outros

ensaios sao reportados na literatura como, por exemplo, o ensaio de hemdlise, pois a interagao
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com os eritrocitos pode influenciar negativamente quando o dispositivo intravascular entra em
contato com a circulacdo sanguinea. Também sdo reportados ensaios de proliferacdo celular
visando utilizar o material em aplicagdes de osteoinducao e ensaios de avaliagdao da presenca
de NO (oxido nitrico) no material, visto que o NO desempenha um papel importante na
mediagdo de muitos aspectos das respostas inflamatérias. Dessa forma, para trabalhos futuros
¢ indicado a realizagdo de ensaios com células vasculares, hemolise e inflamag¢ao visando um
maior conhecimento do material desenvolvido.

Shelma e colaboradores (2011) realizaram a reacao da quitosana com o acido 1-
benzaxitiol-3-um-1,1-dioxido por 5 horas e posteriormente com cloreto de Lauril durante a
noite produzindo uma quitosana laurolil sulfatada com a inclusdo do grupo sulfatado
(hidrofilico) e do grupo laurel (hidrofobico) na estrutura da quitosana. Foi realizado ensaio de
hemolise com células sanguineas vermelhas a fim de se observador os efeitos sobre os
eritrocitos, enquanto a quitosana natural apresentou uma porcentagem de hemolise de 6,92 +
0,94, o derivado de quitosana apresentou uma porcentagem de 0,18 + 0,01. Os autores
atribuiram as caracteristicas hemoliticas de quitosana natural a presenca de grupos amino na
superficie, pois quando a quitosana entra em contato com o sangue, a atragao eletrostatica entre
a superficie da quitosana e a membrana dos eritrocitos contendo glicoproteinas anionicas
induzem a curvatura da membrana dos eritrocitos levando a ruptura e liberacdo da hemoglobina.
Por outro lado, o derivado de quitosana pobre em grupos amino ndo apresentou hemolise e essa
atividade ndo hemolitica foi atribuida a cargas negativas presentes no material (SHELMA;
SHARMA, 2011).

Cao e colaboradores (2014) produziram a quitosana sulfatada 2-N, 6-O quitosana
sulfatada reagindo a quitosana com acido clorossulfonico por 2 horas. Foram realizados ensaios
com células endoteliais da veia umbilical humana e foi identificado que um aumento de
viabilidade celular de 180,24 + 1,49% na concentracao de 1,2 pg/ml (CAO et al., 2014). Em
outro trabalho reportado na literatura, Qiu e colaboradores (2020) produziram a quitosana 2-
N,6-0-Quitosana Sulfatada a partir da rea¢do com 4cido clorossulfonico por 4 horas e aplicaram
o material como revestimento de um stent cardiovascular com esqueleto de PCL em impressora
3D. Ensaios indicaram que os materiais apresentaram menos de 5% de hemolise, sendo,
portanto, considerados hemocompativeis (QIU et al., 2020).

Han e colaboradores (2020) realizaram a sulfatacdo da quitosana com o acido
clorossulfonico obtendo a 2-N,6-O-Quitosana sulfatada que foi utilizada como recobrimento do

poliacido latico (PDLLA) e assim como no presente trabalho, foi utilizada dopamina como
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ancora de ligacdo para o polimero sobre o substrato. Os autores realizaram um ensaio de co
cultura celular com MC3T3-E1 e HUVEC misturando na propor¢do de 1:1 os meios de cultura
no qual as células tinham sido semeadas, a morfologia das células foi visualizada sobre
diferentes membranas por meio do MEV apds 1, 4 e 7 dias de cultura. Ao dos dias amostra
recoberta com quitosana sulfatada foi apresentou uma maior cobertura pelas células indicando
que o substrato favorece a adesdo e proliferacdo das células, em relagdo a viabilidade celular o
resultado indica que a adicdo de quitosana sulfatada apresentou um melhor suporte para
proliferagdo celular, dessa fora, os autores concluiram que o recobrimento de quitosana
sulfatada ¢ beneficial para proliferacdo e ossificagdo. O contetido de NO do sobrenadante
também foi avaliado pelos autores em 24 horas de incubagao e foi identificado que o material
recoberto apresentou melhores resultados para expressao de NO celular quando comparado a

superficie sem recobrimento (HAN et al., 2020).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As superficies dos stents sao sujeitas a fenomenos de superficies como adsorcao de
proteinas e corrosdo quando entram em contato com o corpo humano. A fim de evitar essas
interagdes, sdo propostos recobrimentos das superficies. No presente trabalho foi desenvolvido
um revestimento a partir do polimero quitosana que foi sulfatado quimicamente a fim de
mimetizar a estrutura da heparina. A insercao de grupos sulfatados na quitosana natural apos a
reagdo com acido clorossulfonico foi confirmada pelo FTIR com o aumento da banda

vibracional em 800 cm™ ¢ 1218 cm™!

. A quitosana sulfatada ndo foi capaz de causar agregagao
plaquetaria nas concentracdes avaliadas. Além disso, a atividade anticoagulante na via
intrinseca foi confirmada pelo prolongamento em 2,5 vezes o tempo de coagulacao no teste de
TTPA em relagdo ao controle quando o plasma foi tratado com 200 pg/mL de quitosana
sulfatada.

Os filmes desenvolvidos a partir de uma solug@o de quitosana sulfatada 2% (m/v)
com glutaraldeido 0,03% (v/v) apresentou-se ndo toxico para as células L.929 de fibroblastos
de rato. Além disso, o FTIR confirmou a manutencdo dos grupos sulfatados nos filmes
produzidos com quitosana sulfatada e foi identificada uma redug@o na estabilidade do filme de
quitosana sulfatada quando foi adicionado o reticulante glutaraldeido na composicgao. As ligas
metélicas de ago inoxidavel e de liga TilOMo8Nb6Zr modificada com crescimento de
nanotubos de TiO» foram recobertas com quitosana natural ou sulfatada. Em virtude das
melhorias proporcionadas pelos nanotubos de TiO2, a liga de Til0Mo8Nb6Zr com nanotubos e
recoberta com quitosana sulfatada apresentou melhores resultados, mostrando-se um material
promissor para utilizagdo como stents cardiovasculares.

Os experimentos do presente trabalho foram realizados de maneira estatica, sem
levar em consideragdo a dindmica envolvida com a circulagdo sanguinea, entretanto quando
esse material for implantado nas artérias, em alguns casos, poderia haver a formacao de trombos
sobre esse stent ¢ devido ao fluxo sanguineo esses trombos poderiam se desprender e ser
arrastados para vasos sanguineos menos calibrosos levando a problemas como aneurismas.
Além disso, os fluidos corporais podem atacar o material e os produtos da corrosdo de alguns
metais podem induzir citotoxicidade e hipersensibilidade. Desse modo, estudos futuros

envolvendo a dindmica sanguinea sao indicados para um maior conhecimento sobre o material.
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