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RESUMO

Materiais poliméricos com propriedades antimicrobianas ganharam um crescente interesse,
devido a sua vasta possibilidade de aplicacGes, e a quitosana, que € um polissacarideo,
derivado da quitina, segundo polissacarideo mais abundante na natureza, vem despertando
interesse da comunidade cientifica, por apresenta em sua estrutura grupos reativos amina e
hidroxilas, que favorecem diversas modificagdes quimicas, ampliando sua faixa de aplicacdo
nas areas, bioldgica e medico- farmacéuticas e a sua associacdo a outros materiais visando
melhorar suas propriedades bioldgicas. O objetivo deste trabalho foi modificar e caracterizar a
quitosana e seus derivados com anidrido ftalico, obtendo o derivado (QF) e com anidrido
maléico, obtendo derivado (QM) e posterior reagdo com etilenodiamina, obtendo assim QFE e
QME, pelas técnicas de Andlise elementar, Ressonancia magnética nuclear do carbono 13,
Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), e Andlise Termogravimétrica (TG) e investigar a atividade antibacteriana
frente a cepas de Escherichia coli (gram-negativa) e Staphylococcus aureus (gram-positiva) e
avaliar o potencial citotoxico da quitosana e derivados sobre células de fibroblastos humanos.
No Capitulo 1, serd apresentado um estudo prospectivo sobre as modificacdes da quitosana
para formacdo de derivados com base de Schiff e suas principais propriedades biologicas. No
Capitulo 2, serdo apresentados os resultados e discussdes das caracterizaces e atividades
biologicas dos materiais sintetizados com anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com
etilenodiamina (QFE). No Capitulo 3, serdo apresentados os resultados e discussdes das
caracterizacdes e atividades bioldgicas dos materiais sintetizados com anidrido maléico (QM)

e posterior reagdo com etilenodiamina (QME).

Palavras chaves: quitosana, modificacGes quimicas, atividade antibacteriana e citotoxicidade.

Xii



ABSTRACT

Polymeric materials with antimicrobial properties have gained increasing interest due to their
wide possibility of applications, and chitosan, which is a polysaccharide derived from chitin,
the second polysaccharide most abundant in nature, has aroused interest in the scientific
community, as it presents in its structure reactive amine and hydroxyl groups, favoring
various chemical modifications, widening its range of application in the biological and
medical-pharmaceutical areas and its association with other materials aiming to improve its
biological properties. The objective of this work was to modify and characterize chitosan and
its derivatives with phthalic anhydride, obtaining the derivative (QF) and malic anhydride,
obtaining derivative (QM) and subsequent reaction with ethylenediamine, thus obtaining QFE
and QME, by the techniques of Elemental Analysis , Nuclear Magnetic Resonance of Carbon
13, X-ray Diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), and
Thermogravimetric Analysis (TG) and to investigate the antibacterial activity against strains
of Escherichia coli negative) and Staphylococcus aureus (gram-positive) and to evaluate the
cytotoxic potential of chitosan and derivatives on human fibroblast cells. In Chapter 1, a
prospective study will be presented on chitosan modifications for the formation of Schiff-
based derivatives and their main biological properties. In Chapter 2, the results and
discussions of the biological characterization and activities of the materials synthesized with
phthalic anhydride (QF) and subsequent reaction with ethylenediamine (QFE) will be
presented. In Chapter 3, the results and discussions of the characterization and biological
activities of the materials synthesized with malic anhydride (QM) and subsequent reaction

with ethylenediamine (QME) will be presented.

Key words: chitosan, chemical modifications, antibacterial activity and cytotoxicity.
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INTRODUCAO

A quitosana ¢ um polissacarideo formado pela repeticdo de unidades B-(1—4)- 2-
amino-2-desoxi-D-glicose, derivado do processo de desacetilacdo da quitina, que constitui a
maior fracdo dos exoesqueletos de insetos e crustaceos, o segundo composto organico mais
abundante da natureza, superado pela celulose (Santos, Cirilo & Nunes .2011).

Apresentando propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade (Azevedo,
et al. 2007) baixa toxicidade (Sabudin, et al. 2012), atividade antimicrobiana ( Sayari, et al.
2016), além de ser de origem natural e com baixo custo (Souza- Neto& Batista 2014), a
quitosana, tem despertado a atencdo dos pesquisadores devido as suas exclusivas
caracteristicas fisico-quimicas e atividades biologicas (Goy, Brito, & Assis, 2009; Goy,
Morais &Odilio,2016).

Com todas estas caracteristicas a quitosana tem sido proposta como um material
potencialmente atraente para usos diversos. Exibindo assim caracteristicas excelentes, neste
sentido algumas propriedades especialmente desejadas para uma aplicacao particular, podem
ser incorporadas com uma nova modificacdo quimica em sua estrutura (Suresh, Deppa &
Moganavally, 2016).

Atividade antimicrobiana da quitosana, € uma de suas propriedades biolégicas mais
estudadas (Edin, et al .2008) e tem aumentando assim a sua utilizacdo em formulacdes
biomédicas, pois suas diversas modificacdes quimicas podem proporcionar 0 aumento do seu
efeito inibitério sobre microrganismos patogénicos e auxiliar no combate as enfermidades
causadas por microrganismos resistentes, devido a sua natureza basica e seu teor de amina
(Sang- Hoon & Samuel, 2004;Chetouani, et al.2017).

A quitosana, destaca-se em relagdo ao seu uso em reacOes de iminizagdo (ligagoes
duplas entre C=N, conhecidas por bases de Schiff) (Shi, et al.2013), fato associado ao

grupamento amino primario com um par de elétrons livres ndo ligantes capaz de reagir com
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grupos aldeidos de agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, formaldeido e etc. (Aradjo
2015; Oliveira, et al .2009).

Com o objetivo de conhecer os principais reagentes e seus grupos funcionais utilizados
nas sinteses de novos derivados de quitosana com base de Schiff, bem como suas aplicacoes,
dando énfase as suas propriedades biologicas, foi realizado o estudo prospectivo com base em
artigos e patentes.

Artigos ja relataram que os derivados de quitosana com base de Schiff foram mais
eficientes do que a quitosana pura, no que diz respeito as atividades antimicrobiana e
citotoxica. Quanto as patentes, nenhuma traz modificacdo quimica da quitosana com base de
Schiff e suas propriedades bioldgicas.

Apesar de ser uma area ainda pouco explorada, percebeu-se um aumento nos ultimos
anos no namero de artigos e de depoésito de patentes. A partir da analise dessas publicacfes
constatou-se que os derivados provenientes deste tipo de modificacdo podem ser usados nas
mais diversas areas das ciéncias biomédicas.

Diante das potencialidades deste polissacarideo, foram desenvolvidos quatro derivados
da quitosana(Q), os dois primeiros com anidridos organicos ftalico (QF) e maléico (QM) e
ambos com posterior reagdo com etilenodiamina formando os derivados quitosana ftalico
etilenodiamina (QFE) e quitosana maléico etilenodiamina (QME) e foi investigada a atividade
antibacteriana, pelo teste do contato direto, frente as cepas Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e foi avaliado o potencial citotoxico em células de fibroblasto humano
(GMO07492A), pelo teste de reducédo ao brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT)]. A quitosana e o0s derivados foram caracterizados por Analise elementar,
Ressonancia magnética no nuclear do carbono 13, Difratometria de raios-X(DRX),
Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), e Analise

térmica (TG).
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RESUMO

O aumento no numero de microrganismos patogénicos resistentes tem estimulado a busca por
novos agentes antimicrobianos resultantes de produtos naturais que sejam ecologicamente
sustentaveis e com baixo custo. Nesse contexto, a quitosana que reline essas caracteristicas e
associadas, a sua estudada atividade antimicrobiana, vem sendo empregada em formulagoes
biomédicas e na &rea das ciéncias da salde. A inser¢do de grupos novos grupos funcionais na
cadeia molecular da quitosana pode conferir melhores propriedades antimicrobianas aos
derivados, como as aminas e anidridos organicos, que vém sendo utilizados com éxito em
modificacbes na estrutura quimica da quitosana. Esta prospeccdo teve como objetivo
conhecer os principais reagentes e seus grupos funcionais, utilizados para modificar a
quitosana para formar derivados com base de Schiff, enfatizando suas propriedades
bioldgicas. O trabalho foi realizado através do estudo em artigos e patentes. Dentre reagentes,
merecem destaque: Benzaldeido, Aldeido, Polipropileno, Metoxibenzaldeio, Salicialdeido e
Cinnamaldeido, e os derivados foram utilizados para diversas aplica¢des, incluindo a area das
ciéncias biomédicas e da saude. As patentes que mais se expressaram foram classificadas
internacionalmente nas areas C08B, AO1P e AO1N, indicando que os derivados podem ser
aplicados nas ciéncias médicas ou veterindria, agricultura, cultura de células entre outros

relacionados a area da saude ou biofarmacéutica.

Palavras-Chaves: Quitosana, Modificacdo, Propriedades bioldgicas.



ABSTRACT

The increase in the number of resistant pathogenic microorganisms has stimulated the search
for new antimicrobial agents resulting from natural products that are ecologically sustainable
and at low cost. In this context, the chitosan that combines these characteristics and
associated, its studied antimicrobial activity, has been used in biomedical formulations and in
the area of health sciences. The insertion of new groups functional groups in the molecular
chain of chitosan can confer better antimicrobial properties to the derivatives, such as amines
and organic anhydrides, that have been successfully used in modifications in the chemical
structure of chitosan. This prospect aimed to know the main reagents and their functional
groups, used to modify the chitosan to form derivatives based on Schiff, emphasizing its
biological properties. The work was carried out through the study of articles and patents.
Among the reagents, it is worth mentioning: Benzaldehyde, Aldehyde, Polypropylene,
Methoxybenzaldehyde, Salidaldehyde and Cinnamaldehyde, and the derivatives were used for
several applications, including biomedical and health sciences. The most expressive patents
were classified internationally in the areas C08B, AO1P and AO1N, indicating that the
derivatives can be applied in the medical sciences or veterinary, agriculture, cell culture

among others related to health or biopharmaceutical.

Keywords: Chitosan, Modification, Biological properties.



1. INTRODUCAO

A contaminacdo microbiana em alimentos leva a uma reducdo de vida nas prateleiras,
doencas e perdas econdmicas. Alem disso, um grande problema de sadde publica em todo
mundo que é o surgimento de microrganismos resistentes a diversas enfermidades, reduzindo
assim as opcdes de tratamento. Neste contexto, tem havido um crescente interesse no
desenvolvimento de substancias antimicrobianas a partir de produtos naturais, e a quitosana,
tem se mostrado promissora devido a sua vasta possibilidade de aplicacdo (Sayari, et al. 2016;
Aranaz, Hariz & Heras , 2010; Paiva ,Souza- Neto, & Batista ,2014).

Atualmente, a quitosana, tem sido proposta como um biomaterial potencialmente atraente
para usos diversos, como na area alimenticia, biotecnologia, ciéncia dos materiais, tratamento
de &gua, drogas e produtos farmacéuticos, agricultura, protecdo ambiental e terapia genética
(Azevedo, et al. 2007) e por reunir propriedades dentre as quais se destaca, ser um produto
natural, baixo custo, renovavel (Azevedo, et al. 2007), abundante com quase nenhuma
toxicidade em seres humanos e animais (Berger, et al. 2011), ser biocompativel e
biodegradavel (Freddo, et al.2014) e possuir atividade antimicrobiana comprovada frente a
uma gama de bactérias e fungos (Azevedo, et al. 2007; Paiva ,Souza- Neto & Batista, 2014;
Aradjo, et al. 2017).

Sendo constituida das unidades quimicas, 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
acetamido-2-desoxi-D- glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas B(1 ->4), o copolimero
quitosana, derivado da desacetilacdo alcalina da quitina, segundo polissacarideo mais
abundante na natureza, depois da celulose, tém em sua estrutura quimica, 0s grupos amina
(NH>) bastantes reativos, e também as hidroxilas (OH), que por terem a capacidade de doar
pares de elétrons livres, fazem com que a quitosana seja solivel em solugdes acidas diluidas,

apresentando dessa forma uma oportunidade relevante de modifica¢fes quimicas, conforme se



visualiza na figura 1 (Guibal, 2004; Santos, Cirilo & Nunes, 2011; Berger, Stamford &

Stamford, 2011; Quelemesa, et al.2017).

Figura 1. Estrutura quimica da quitosana.

Fonte: autoria propria (2017)
A partir da imobilizacdo de novos grupos funcionais na cadeia polimérica da quitosana,
pode-se obter uma variedade de derivados para atingir as finalidades desejadas, nesse sentido,
podem ser feitas varias reacbes de modificacdes, dentre as quais se destacam as reacdes de
que levam a formacdo de derivados com bases de Schiff que ocorrem com a condensacao do
grupo amino livre da quitosana com aldeidos ou cetonas, formando a ligacdo imina (C=N),
gue apresentam uma estratégia eficaz de protecdo do grupo amino no carbono C-2
aumentando assim a estabilidade do biopolimero (Lima, 2010; Sashikala, & Shafi, 2015).
Derivado de quitosana com base de Schiff, geralmente melhoram suas propriedades
bioldgicas (Edin, et al. 2008), as mais estudada sdo as atividades, antimicrobiana(Mohamed,
et al . 2013) e a citotdxica (Sabudin, et al. 2012) sugerindo assim aplicaces em formulacGes
farmacéuticas (Mourya & Inamdar, 2008) e na area das ciéncias da saude (Goy , Morais &
Odilio, 2016).
Com base nessas informac0es, este estudo prospectivo teve como objetivo conhecer 0s
principais reagentes e seus grupos funcionais que levaram a formacdo de derivados de

quitosana com base de Schiff ou iminas destacando suas propriedades bioldgicas.
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2. METODOLOGIA

Esta prospeccdo foi realizada em maio de 2017, por meio da busca de artigos e
patentes em bancos de dados utilizando-se as palavras-chave listadas na Tabela 1. Os bancos
de dados utilizados na busca dos artigos foram: Scielo, Web of Science e Scopus. J& para a
busca das patentes, consultaram-se os pedidos de depositos do Banco Europeu de Patentes
(Europen Patent Office - EPO), do Banco Americano de Marcas e Patentes (United States
Patent and Trademark Office - USPTO) e do Banco de dados do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial do Brasil (INPI), resumos, palavras-chave e titulos foram os campos
utilizados para as buscas. Para a busca de artigos, restringiu-se o tempo para as publicacfes ao
periodo de 2007 a 2016. Para a busca das patentes ndo houve restricdo de tempo. Para a busca
dos artigos no banco Scielo e do deposito de patentes no banco INPI, utilizou-se as palavras-
chave em portugués.

Tabela 1. Combinacgbes de palavras-chave utilizadas na busca de artigos e patentes nos
bancos de dados.
L et
Chitosan
Chitosan and Schiff base
Chitosan and imines
Chitosan and imines and antimicrobial

Chitosan and imines and antibacterial

Chitosan and imines and biological properties

Fonte: autoria propria (2017)

11



Artigos que eram de revisao, e artigos patentes repetidos ou que ndo se tratavam da
quitosana modificada para a formacdo de derivados com base de Schiff e suas propriedades

bioldgicas foram excluidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise dos Artigos

Na Tabela 2, encontram-se o0s resultados da busca de artigos publicados no periodo de
2007 a 2016 nos bancos de dados Scopus, Web of Science e Scielo.
Tabela 2. Namero de artigos encontrados nos bancos de dados Scopus, Web of Science e

Scielo, no periodo de 2007 a 2016.

Palavras-chave Scopus  Web of Science  Scielo

Chitosan 39.287 39.217 478
Chitosan and Schiff base 336 460 1
Chitosan and imines 81 146 0
Chitosan and imines and antimicrobial 11 15 0
Chitosan and imines and antibacterial 7 9 0
Chitosan and imines and biological 4 4 0

properties

Fonte: autoria propria (2017)

Como inicialmente pretendeu-se analisar as modificacdes na quitosana que resultaram

na formacdo de base de Schiff e quais as aplicacdes biologicas dos derivados obtidos,
restringiu-se a analise dos artigos aqueles encontrados com a combinacdo das palavras-chave
“Chitosan” and “Schiff base”. Dos 797 artigos encontrados nas trés bases de dados (336 da
Scopus, 460 da Web of Science e 1 da Scielo), encontravam-se 226 em duplicidade, 134 ndo

tratavam do assunto da busca e 7 se tratavam de artigos de revisao.
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Dos 430 artigos remanescentes, apenas 116 (72 da Scopus e 44 da Web of Science)
tratavam da quitosana suas modificacfes e destes apenas 22 tratam realmente da quitosana
modificada para a formacdo de derivados com base de Schiff, sendo, portanto, os artigos

utilizados para a confeccéo das figuras e tabelas para a discusséo deste trabalho.

3.1.1 Andlise dos resultados referentes a busca com as palavras-chave: “Chitosan” and “
Schiff base”.

Analisando os 22 artigos que tratam da modificacdo da quitosana para a formacéao de
derivados com base de Schiff, os reagentes mais utilizados estdo listados abaixo conforme
figura.

Figura 2. Evolucdo anual de publicacéo de artigos, no periodo de 2007 a 2016, resultado

da busca com as palavras-chave: “Chitosan” and “Schiff base”.

~
-
4
3 u
3 u
3 u * N
m o _ 2016 L
2015 m—Ano de publicacoes
1 o 2014 . C
1 - p +—Numero de publicacoes
- - 2012
pe 2011
2010
2009

Fonte: autoria propria (2017)
Pela figura acima se observa um efeito crescente ao longo dos anos, 2009 a 2016, em

pesquisas que envolvem a quitosana e seus derivados com base de Schiff.
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Figura 3. Revistas e quantidade de publicacdes, resultando da busca das palavras-

chave: “Chitosan” and “Schiff base”, no periodo de 2007 a 2016.

Revista versus quantidade de publicacoes

T

Proceedings of International PHD..
Polymer Bulletin

Journal of Thermal Analysis And..

Rsc advances

Journal of the science of food and..
Journal of Chemistry

Journal of Chemical Engineering..

Journal of Applied Polymer Science

Journal of applied pharmacentical.. ¥ Quantidade de publicacoes

Internationaljonrnal of.. |
International Journal of Biological.. |
Internafionaljournal of advanced.. |
Food andbioprocesstechnology |
Carboliydrate research
Carboliydrate Polymers _

Advanced materials researci

Fonte: autoria prdpria (2017)

Revistas bem conceituadas como: International Journal of Biological Macromolecules

(Jornal Internacional de Macromoléculas Biologicas) € uma revista internacional reconhecida
por pesquisa sobre aspectos quimicos e bioldgicos de todas as macromoléculas naturais, e a
quitosana e suas pesquisas para diversas aplicacdes, tem publicacfes de destaque nesta
revista, bem conceituada e atual, com fator de impacto, nos dltimos 5 anos, 3.671. Ja o
Journal of Applied Polymer Science (Jornal da Ciéncia dos Polimeros Aplicados), € um
documento de pesquisa mais completos, abrande publicacGes que vao desde revisdes a todas
as aplicacbes de polimeros, de materiais compostos e estruturais, que sdo utilizados em

embalagens, implantes biomédicos, eletronicos, plasticos, energia e muito mais. Possui fator
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de impacto calculado em 2015, 1.866. A RSC Advances € um jornal internacional que traz

todas as ciéncias quimicas, incluindo areas multidisciplinares e emergentes. Seu fator de

impacto atual € 3.108. Essas revistas citadas se destacaram por apresentarem mais 2(dois)

artigos na area da busca.

A figura a seguir traz um resumo dos reagentes, seus grupos funcionais e sua

quantidade de publicacdes envolvendo a area da busca.

Figura 4. Quadro com reagentes utilizados na modificacdo da quitosana para formacao

de derivados com Base de Schiff, e seus respectivos grupos funcionais, resultando da

busca com as palavras- chave: “Chitosan” and “Schiff base”, no periodo de 2007 a 2016.

Reagente Grupo funcional Numero de artigos
Acido cloroacético )ob 1
Acilamino - CH,—C — N'H, 1
@)
Aldeido o 4
VAN
Benzaldeido 0\ 3
OH
N- Carboximetil- o 2

quitosana

NHCH,COOH
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H;C 1
Citral
A
~
\|’ O
Cinnamaldeido o) 3
O/\/\H
Dietilaminoetil CH, CH, 1
O— CH,—CH,—N"— H
CH, — CH,
Metoxibenzaldeido o\ H 3
F " OCH,
P-aminobenzil OH 1
NH,
Salicialdeido ﬁ 2
©f\oH
H

Fonte: autoria propria (2017)
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Pela figura, destacam-se 0s reagentes: Aldeido, Benzaldeido, Carboximetil,
Metoxibenzaldeido e Salicialdeido que sdo usados na modificacdo da quitosana para formacéo
de derivados com Base de Schiff.

As bases de Schiff, ou iminizacdo, na quitosana, ocorrem quando esta é submetida a
funcionalizacdo com aldeidos e cetonas (Kumar, et al. 2004; Laranjeira, & Favere.
2009;Suresh, Deppa & Moganavally, 2016; Chetouani, et al. 2017).

Os reagentes Benzaldéido e Salicialdeido e suas aplicacbes na modificacdo da
quitosana para a formacdo de derivados com base de Schiff, foram testadas as atividade
antibacteriana e citotoxica, a primeira frente a bactéria Staphylococcus aureus, e a segunda
em outro artigo foi testada a toxicidade da quitosana e derivados frente as células de Hela, no
ensaio de reducdo ao brometo de [(3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT))].

Os reagentes Carboximetil e o Metoxibenzaldeido foram usados na avaliacdo da
atividade antimicrobiana sendo testado em bactérias e fungos, na quitosana e derivados com
base de Schiff.

O Cinamaldeido é citado em 3(trés) artigos e em ambos a modificacdo foi utilizada
para formacdo de derivados de quitosana com Base de Schiff e foram investigadas a
atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos e avaliada a atividade antioxidante pelo
método ABTS (Captura do Radical Livre ) sugerindo que derivados com base de Schiff
podem ser utilizados na area das ciéncias médicas.

A vanilina (4-hidrdxi-3-metoxibenzaldeido) reagiu com a quitosana formando
derivado em forma de esferas com base de Schiff biopolimérica sugerindo a sua aplicacéo na
area biomédica (Perobelli, et al.2015).

Aldeidos aromaéticos, tais como benzaldeido e cinnamaldeido tém estudos relatados
em na quitosana e seus derivados com base de Schiff, e o material formado induz a melhora

da atividade antibacteriana frente a E.coli e S.aureus (Yin, et al. 2011).
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Marin e seus colaboradores (2015) relataram a preparacdo de filmes iminicos com
biopolimero quitosana e varios aldeidos, destacando, salicialdeido e o benzaldeido, ambos
com acdo fungiostatica, frente ao fungo Candida albicans.

3.1.2. Analise dos resultados da busca com as palavras-chave “Chitosan” and “imines”
and “antimicrobial”.

Quando se restringiu a busca, acrescentando palavras-chave “antimicrobial” o nimero
de artigos diminuiu para 26(vinte e seis). Excluindo-se os artigos repetidos e aqueles que ndo
relatavam a modificacdo da quitosana para formacdo de base Schiff e suas propriedades
bioldgicas, restaram apenas 7(sete) artigos e estes foram usados para elaboracdo das figuras
e tabelas a seguir.

Figura 5. Quadro com a evolucdo anual de publicacdo de artigos, no periodo de 2007 a

2016, resultado da busca com as palavras chaves “Chitosan” and “Schiff base” and *

antimicrobial”.
3
g 1
|
2 1 20‘1 p #— QUANTIDADE DE
n ® o ARTIGOS
. 2015 +— ANO DE PUBLICACAO
X 2014
2013

Fonte: autoria propria (2017)
Analisando a figura expressa acima, no ano de 2015 foram encontradas 3(trés) artigos
na area, no ano de 2013 ocorreram 2(duas) publicacdes no campo da busca e nos anos de

2014 e 2016 com 1(uma) publicacdo anual, expressando que O interesse em pesquisas
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envolvendo a quitosana, suas modificacdes e estudo de suas propriedades bioldgicas tem sido
expressa ao longo dos anos .

Figura 6. Quadro com o0s reagentes utilizados na modificacdo da quitosana para
formacéo de derivados com Base de Schiff, resultado da busca com as palavras chaves

“Chitosan” and “Schiff base” and “ antimicrobial”, no periodo de 2007 a 2016.

Reagente Grupo funcional NuUmero de artigos

Vanilina o 1

X

e
| H

Polipropileno 3
Cinammaldeido 1
Aldeido o 2

/N

R H

Fonte: autoria propria (2017)
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A figura 6 expde claramente diversos reagentes usados para a modificacdo da
quitosana para a formacédo de Base de Schiff, em destaque tem o polipropileno, que tratam da
avaliacdo da atividade citotoxica da quitosana e seus derivados usando o metodo de ensaio de
viabilidade celular pela reducdo ao brometo de [(3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT)).], em células de cancer de colo uterino humano ou cancer cervical (SiHa) (Sadeghi-
Kiakhani, & Safapour, 2016) e o outro destaque em células de osteoblastos fetais humanos
(Sadeghi-Kiakhani, Mokhtar & Kamaladin, 2013).

A reacdo de modificacdo da quitosana com aldeidos também se destacou em dois
artigos, formando derivados mais solluvel, em meios aquosos, resultando assim em um
polieletrolito, que possui propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas: alta viscosidade, baixa
toxicidade, biocompatibilidade, capacidade de formar géis, e solubilidade em amplo intervalo
de acidez, que ampliam as possibilidades de aplicacdo (Chen, Yumin & Zeng, 2003; Silva,
2011).

A versatilidade quimica da quitosana resulta principalmente da presenca dos grupos
amina em sua estrutura, os quais oferecem muitas possibilidades de modificagbes, como
formagdo de bases de Schiff com aldeidos e cetonas (Gonsalves, et al. 2011; Santos, et
al.2003).

A atividade antimicrobiana foi testada em uma variedade de microrganismo,
destacando fungos e bactérias, enfatizando claramente que as bactérias, mais comum no
cotidiano, despertam maior interesse de estudo pelos pesquisadores, a Staphylococcus aureus,
bactéria Gram-positiva, patdgeno situacionista, que tem relacdo com a pele, tecidos e
infeccbes nosocomiais (hospitalares), principalmente, devido a sua capacidade de resisténcia
frente a antibidticos, e a Escherichia coli, bactéria Gram-negativa, tendo como principal
habitat o trato intestinal de humanos e mamiferos em geral. Sua transmissdo ao homem pode

ocorrer pelo consumo de alimentos contaminados, principalmente leite, carne e ovos crus ou
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malcozidos, e também pelo consumo de vegetais crus e também de pessoa a pessoa, pela via

fecal- oral. Ambas sdo um problema de saude publica devido aos prejuizos que trazem para a

salde da populacdo humana, motivos estes que evidenciam a necessidade de estudos para

combaté-las (Rosa, Barros & Santos, 2016; Quelemesa, et al. 2017).

Na figura 7 relatam os microrganismos mais testados em materiais derivados da

quitosana com base de Schiff, dentre eles estdo fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.

Figura 7. Quadro com os microrganismos usados nos testes de atividade antimicrobiana

testadas nas modificacdes da quitosana para formacao de derivados com Base de Schiff,

resultado da busca com as palavras-chave: “Chitosan” and “ Schiff base” and “

antimicrobial”, no periodo de 2007 a 2016.

Microrganismo

Numero de citacdes

Classificacao Biologica

Agrobacterium tumefaciens 1 Bactéria Gram -negativa
Aspergillus fumigates 1 Fungo
Bacillis subtilis 1 Bactéria Gram- positiva
Botryodiplodia theobromae 1 Fungo
Botrytis cinerea 1 Fungo
Claviceps purpurea 1 Fungo
Erwinia carotovora 1 Bactéria Gram -negativa
Escherichia coli 5 Bactéria Gram -negativa
Fusarium oxysporum 1 Fungo
Fusarium solani 1 Fungo
Phytophthora infestans 1 Fungo

22




Pseudomonas aeruginosa 1 Bactéria Gram -negativa
Pythium debaryanum 1 Fungo

Staphylococcus aureus 4 Bactéria Gram- positiva
Syncephalastrum racemosum 1 Fungo

Fonte: autoria propria (2017)

3.1.3. Analise dos resultados da busca com as palavras-chave “Chitosan” and “imines”

and “antibacterial”.

Quando se restringiu a busca, acrescentando palavras-chave “antibacterial” o niimero

de artigos diminuiu para 16. Excluindo-se os artigos repetidos e aqueles que ndo relatavam a

modificacdo da quitosana para formacdo de base Schiff ou iminas e suas propriedades

bioldgicas, restaram apenas 2 artigos e estes foram usados para elaboracdo da figura abaixo:

Figura 8. Quadro com resumo dos artigos resultantes busca com as palavras-chave

“Chitosan” and “imines” and “antibacterial”, no periodo de 2007 a 2016.

the Absence of
a Solvent.

Traducdo:

Titulo do Revista/ Resumo Reagente/ grupo
artigo autores funcional
Antibacterial | Materials | Um novo derivado de quitosana foi | Acetilacetona
Activity of a Science | preparado através da reacdo direta de o o

Chitosan Forum. | quitosana pura com acetilacetona (Qac)
Derivative Osorio, et | na auséncia de um solvente. A
Obtained in al. 2016. | quitosana e o Qac foram caracterizados

por analise elementar, espectrometria na
regido do infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR) e
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https://www.scientific.net/author/Luiz%C3%A2ngela_Reis_Os%C3%B3rio

Atividade
antibacteriana
da quitosana e

derivado
obtido na
auséncia de

um solvente.

espectroscopia de Ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 3C. Foi
avaliada a propriedade antibacteriana
pelo método de contato direto contra
estirpes resistentes a diversos farmacos
a Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Os resultados das caracterizacdes
foram consistentes comprovando a
modificacdo na estrutura quimica. O
derivado Qac exibiu uma melhor
atividade antibacteriana comparado com
quitosana contra a bactéria gram-
negativa E.coli, fato que pode esta
associado a incorporacdo da ligacdo de
imina (C=N, ou base de Schiff),
provocando um aumento do efeito
ndo observado na

inibitério, fato

bactéria Gram-positiva S.aureus.

Chitosan
grafted with
vanillin: Its
antioxidant

and
antibacterial

activity and

China
Pulp and
Paper.
Yu, etal.

2014.

A quitosana foi modificada com
vanilina (VA) com auxilio de um
catalisador, formando o derivado VA-
quitosana. A quitosana e a VA-
quitosana, foram caracterizados por
titulagdo potenciométrica linear e por

espectroscopia de infravermelho de

Vanilina

OH

OCH
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application in
papermaking.
Traducdo:
Quitosana
enxertada com
vanilina: sua
atividade
antioxidante e
antibacteriana
e a aplicacdo
na fabricacao

de papel.

transformacdo de Fourier (FTIR).
Foram avaliadas as propriedades
bioldgicas  atividade antibacteriana
contra a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli e atividade
antioxidante pelo método ABST. Os
resultados mostraram que a proporgdo
de enxerto de VA-quitosana foi de
10,2%. O FTIR apresentou diminuicéo
de absorcdo de grupos amino e uma
nova banda chegando a 1637 cm?
correspondente as vibracbes da C=N
que sdo caracteristicas de iminas devido
a base de Schiff formada entre os
grupos amino do quitosano e o hidroxilo
fendlico de Vanillina. O ICso foi de
1,62mg / mL para o abatimento ABTS
de VA- quitosana, uma medida de poder
de reducdo mostrada em uma
absorbancia a 700nm era aumentou
0,321 em comparagdo com quitosana na
concentragdo de 5mg/ mL, assim como
resultados sugeriram que a atividade
antioxidante da VA-quitosana foi

melhorada. Como a atividade
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antibacterianas de VA-quitosana contra
E. coli foi melhor que a da quitosana

pura.

Fonte: autoria propria (2017)
3.1.4. Anadlise dos resultados da busca com as palavras-chave: “Chitosan” and “ imines”
and “ biological properties”.

Quando se restringiu a busca, acrescentando palavras-chave “biological properties” o
namero de artigos diminuiu para 8(oito). Excluindo-se os artigos repetidos e aqueles que néo
relatavam a modificacdo da quitosana para formacdo de base Schiff ou iminas e suas
propriedades bioldgicas, restaram apenas artigos 6(seis) e estes foram usados para
elaboracdo das tabelas e figuras a seguir:

Figura 9. Quadro com a evolucdo anual de publicacdo de artigos, no periodo de 2007 a
2016, resultado da busca com as palavras chaves: “Chitosan” and “Schiff base” and *

antibacterial”.

2
n
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ad 2015
” 2014
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1 ARTIGOS
o +—ANODE
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2009

Fonte: autoria propria (2017)
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Na figura acima, o ano de 2013 e 2015, tiveram destaques nas publicacdes, como ja foi
expressos em resultados de busca anteriores, enfatizando o uso da quitosana e de seus
derivados é de interesse notdrio pela comunidade cientifica.

As revistas encontradas estdo expressas na figura abaixo, e se destaca a Iranian
Polymer Journal (Jornal de Polimeros Iraniano), com duas publicacfes , esta revista esta
amplamente distribuido no exterior e geralmente esta disponivel nos departamentos de
ciéncia, quimica e engenharia quimica de polimeros em universidades, bibliotecas e nos
centros de pesquisa de mais de quarenta paises da Asia, Austrdlia, Africa, Europa e
Ameérica. A submissdo de artigos de fontes mundiais é um sinal promissor de que o IPJ, em
sua curta vida, ganhou reconhecimento internacional. Além disso, 0s resumos de seus artigos
sdo referenciados em publicagdes nacionais e internacionais especializadas, sendo uma
revista com mais de 25 anos de marcado, com inicio em 1992, possui fator de impacto, ano
base 2016, 1.80. Conforme figura abaixo:

Figura 10. Quadro com as revistas mais publicadas e suas respectivas quantidades de
publicacdes, resultado da busca com as palavras-chave: “Chitosan” and “Schiff base”

and “ antibacterial”.

QUANTIDADE DE PUBLICACOES

B INTERNATIONAL JOURNAL
OF BIOLOGICAL
MACROMOLECULES

EPOLYMERS

IRANIAN POLYMER
JOURNAL

EUROPEAN POLYMER
JOURNAL

B JOURNAL OF CONTROLLED
RELEASE
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Fonte: autoria propria (2017)

Na figura a seguir estdo expressos 0s reagentes com Seus respectivos grupos
funcionais, mais utilizados nas reacGes de modificacdes da quitosana para obtencdo de
derivados com base de Schiff, destacando seus grupos funcionais, evidenciando que em um
mesmo artigo forma citados mais de um reagente, como o “Synthesis, characterization, and
thermal decompositions of Schiff base polymers containing chitosan unit”, onde foram
utilizados 4(quatro) reagentes, para a formacdo de derivados com base de Schiff:

salicilaldeido, polipropileno, hidroxibenzaldeido e a vanilina (Karaer, & Kaya.2015), na

revista Iranian Polymer Journal. Outro reagente, bem descrito na literatura, usado na
modificacdo de quitosana para formar derivados com base de Schiff, sdo os aldeidos, que
foram citados em 2(dois) artigos distintos.

Figura 11. Quadro com os reagentes utilizados na modificacdo da quitosana para
formacédo de derivados com Base de Schiff, resultado da busca com as palavras- chave:

“Chitosan” and “Schiff base” and “ antibacterial”, no periodo de 2007 a 2016.

Reagente Grupo funcional NuUmero de citacdes
nos artigos
Vanilina o 1

A

H

OH

OCH
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Dentre as inUmeras caracteristicas que distinguem a quitosana dos demais
polissacarideos destaca-se a atividade antimicrobiana. Esse polimero provoca a inibi¢do do
crescimento de microrganismos, como E. coli, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium, S.
epidermidis, P. aeruginosa, S. pyogenes, K. pneumoniae, S. aureus, S. faecalis, Shigella
dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Coliforms,
Vibrio, Agrobacterium tumefaciens, Corynebacterium michiganence, Erwinia sp.,
Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas campestris, Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum, Drechslera sorokiniana, Micronectriella nivalis, Procularia oryzae,
Rhizoctonia solani, Tricophyton equinum e Candida. Alguns pesquisadores explicam a
atividade antimicrobiana da quitosana por seus grupos aminicos que, uma vez em contato com
os fluidos fisioldgicos, provavelmente sdo protonados e se ligam a grupos anidnicos desses
microrganismos, resultando na aglutinacéo das células microbianas e inibi¢do do crescimento.
(Silva, Santos & Ferreira, 2006), essa diversidade foi encontrada na busca realizada nas bases

de dados, conforme se visualiza na figura abaixo:
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Figura 12. Quadro com microrganismos usados nos testes de atividade antimicrobiana
testadas nas modificacdes da quitosana para formacao de derivados com Base de Schiff,
resultado da busca com as palavras-chave: “Chitosan” and “ Schiff base” and

“antimicrobial, no periodo de 2007 a 2016.

Microrganismo Numero de citacdes Classificacao bioldgica

Agrobacterium tumefaciens 2 Bactéria Gram-negativa

Erwinia carotovora 2 Bactéria Gram- negativa
Alternaria alternata 1 Fungo
Botrytis cinerea 1 Fungo
Botryodiplodia theobromae 1 Fungo
Fusarium oxysporum 2 Fungo
Fusarium solani 1 Fungo
Pythium debaryanum 2 Fungo
Phytophthora infestans 1 Fungo

Fonte: autoria propria (2017)

3.2. Analise das Patentes
Na Tabela 3 encontram-se as combinacdes de palavras-chave utilizadas na busca das
patentes nos bancos de depositos EPO, USPTO, e INPI bem como o numero de patentes
encontradas para cada combinacdo. As buscas foram realizadas nos campos de titulo e
abstract. O banco EPO foi o que retornou maior nimero de depositos de patentes para todas as
combinagbes de palavras-chave consultadas. As patentes depositadas com a palavra-chave
“Chitosan” nos trés bancos somaram-se 9.597. Combinando-se a esta a palavra-chave “Schiff
base”, apenas 9 patentes retornaram na busca, e acrescentando-Se a estas, a palavra -chave “
imines”, apareceram duas patentes na base USPTO, em seguida foram acrescentadas a busca
as palavras- chaves : “ antimicrobial”, “antibacterial” e por fim” biological properties” e
ambas as buscas néo retornaram em nenhuma patente. As duas patentes patente do banco

USPTO se tratavam, na verdade, das mesmas patentes, que se encontrava depositada no banco
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EPO. Excluindo-se as repeti¢des, restaram 7 patentes todas disponiveis no banco da EPO. As
Tabelas 3, 4 e 5 foram construidas com base nestes resultados. Para a segunda busca foram
analisadas as duas patentes da base EPO referentes ao resultado “Chitosan” and “imines”.

Tabela 3. Numero de depositos de patentes encontradas nas bases EPO, USPTO e INPI.

Palavras-chave EPO USPTO INPI
Chitosan 8007 1412 178
Chitosan and Schiff base 7 2 0
Chitosan and imines 2 0 0
Chitosan and imines and 0 0 0
antimicrobial
Chitosan and imines and 0 0 0

antibacterial
Chitosan and imines and 0 0 0

biological properties

Fonte: autoria prdpria (2017)
3.2.1. Andlise dos resultados das patentes, resultado da busca com as palavras-chave:
“Chitosan” and “Schiff base”.

Na tabela abaixo, destaca-se que entre os anos de 2010 a 2016, tiveram depoésitos de
patentes referentes a busca e que todas foram depositadas na China, pais que se destaca por
ser um dos maiores produtores mundiais de quitina e quitosana (Abram 2004). E as
universidades se destacam em numero de depdsitos, seguidas das empresas.

Tabela 4 . Resumos das patentes depositadas na EPO até 31 de dezembro de 2016,

resultantes da busca das palavras-chave “ Chitosan” and “ Schiff base”.

Numero do Resumo Classificacéo
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deposito/ autores/

ano de depdsito/

internacional

de patentes

depositante. (CIP)
CN105475375 A invencdo trata da producdo de um o6leo essencial | A01N25/30;
A01N43/16;
Wei, et al. 2016 formado por oligossacarideos de quitosana com base | AO0LN65/28;
A01P21/00;
UNIVERSIDADE | de Schiff. O derivado pode ser utilizado diretamente | A01P3/00.
na area de agricultura com efeitos para inibir a acéo
de bactérias e fungos nas culturas atuando assim
como biopesticida.
CN104530259 A presente invencdo descreve um detergente de | C08B37/08;
C11D1/72;
Guomei, et al 2015. | limpeza formado a partir da reacdo da quitosana com | C11D3/22;
C11D3/48
UNIVERSIDADE | hidroxibenzaldeido formado um derivado de
quitosana com base de Schiff. O derivado possui uso
seguro, baixo custo e livre de veneno.
CN102863555 A invencdo refere-se a um método de obtengcdo de | C08B37/08.
Zhanyong, et al derivado sulfato de quitosana com base de Schiff
2013. através da esterificacdo desta com acido sulfarico e
UNIVERSIDADE | aldeido protocatecuico, derivado soluvel em agua.
Sugere-se sua aplicacdo na area de medicamentos por
ser dotado de forte atividade biologica.
CN102321196 A invencdo descreve um agente bacteriostatico | AO0LN43/16;
A01P1/00;
Lin, Han, & Tan, | natural a base de quitosana, salicilaldeido esterilizado | AO01P3/00;
C08B37/08.
2012. e salicilato de acido salicilico para formacdo de um
EMPRESA derivado de quitosana com base de Schiff. Este

produto pode ser utilizado na area biomédica, pois
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tem efeito inibitorio frente aos patdgenos Escherichia

coli, Staphylococcus aureus e Saccharomyces
cerevisiae.
CN101988202 A presente invencdo sugere um inibidor de corrosdao | C23F11/14.
Li, W., Li, Y., em agua do mar de aco carbdnico, formado a partir
Zhang, S., Cao, K., | de quitosana e carboximetil formado um derivado
Hou, B. (2011). com base de Schiff, sendo hidrossoluvel e
EMPRESA possibilitando um produto inibidor de corrosdo verde
"ecoldgico” com uma ampla gama de perspectivas
promissoras e com alta eficiéncia e valor de
aplicacao.
CN101875704 A invencdo descreve um produto derivado de | A61K31/722;
A61P31/00;
Ying, et al 2011. quitosana com base de Schiff, soltvel em agua com | A61P39/06;
C08B37/08.
UNIVERSIDADE | capacidade de eliminar radicais livres e podendo ser
usado como agente antioxidante e antibacteriano.
CN102321271 A presente invencdo refere-se andaime poroso | A61L27/44,
A61L27/46;
Qian, et al 2010. extracelular de osso natural, que pode ser usado na | A61L27/56;
C08B15/00;
UNIVERSIDADE | drea biomédica, com micro-nanoparticulas de | C08B37/00;
C08B37/04.

quitosana com base de Schiff formada através de
ligacdo cruzada. Esse andaime poroso com alta
estabilidade quimica alia excelentes vantagens, como
suavidade, alta elasticidade, razdo de expansdo de
aumentada em cerca de 30 vezes, atividade biologica
versatil, associados assim a propriedades mecanicas e

excelente desempenho contra degradacéo.
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Fonte: autoria propria(2017)

Em relacdo a CIP, a maioria das patentes foi classificada internacionalmente na secéo
C (Quimica; Metalurgia), classe 08 (compostos macromoleculares organicos; preparacao ou
seu processamento quimico), subclasse B (polissacarideos; seus derivados).

A segunda classificacdo internacional mais citada foram as AO1P e AO1N, enfatizando
suas subclasse P e N as invencdes estdo relacionadas a preparacdes com finalidades que véo
desde a area de ciéncias médicas ou veterinaria, agricultura, cultura de células entre outros
relacionados a area da saude ou biofarmacéutica. A busca retornou em uma patente que trata
da acdo bacteriostatica da quitosana e de seus derivados para a formacdo de Base de Schiff,
enfatizando as bactérias mais estudadas que sdo Escherichia coli e Staphylococcus aureus e o
fungo da cerveja Saccharomyces cerevisiae, sugerindo assim aplica¢fes nas areas, biomédica,
agricultura e na industria.

3.2.2. Andlise dos resultados das patentes, resultado da busca com as palavras-chave:
“Chitosan” and “imines”.

Na tabela abaixo estdo apresentados os dados das 2(duas) patentes encontradas na base
USPTO, enfatizando os seguintes dados: numero de depoésito, ano, autores, depositantes,
classificacdo internacional de patentes (CIP) e o resumo de cada patente.

Tabela 5 . Resumos das patentes depositadas na USPTO até 31 de dezembro de

2016, resultantes da busca das palavras-chave “ Chitosan” and “ imines”.

NuUmero de depdsito/ Depositante/ Resumo

autores/ ano CIP
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US4835265 Universidade. | A invencdo sugere um gel formado a
Muzzarelli, R. 1989 CO08B. base de quitosana com
poliglucosamina e ligagGes iminas,
com elevado poder adsorvente e
seletivo a interagbes com ions

metalicos.

Fonte: autoria propria (2017)
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4., CONCLUSAO

As modificacdes realizadas na quitosana que resultaram em derivados com base de
Schiff foram testadas com efeito promissor em diversas areas de atuacdo como: biomédica,
industria e agricultura. Os reagentes Benzaldeido, Carboximetil, Metoxibenzaldeido,
Salicialdeido e Cinnamaldeido foram os mais utilizados neste tipo de modificacéo.

Apesar de ser uma area ainda pouco explorada, a associacao do estudo dos artigos e
das patentes permitiu constatar que os derivados provenientes deste tipo de modificacdo
podem ser utilizados nas mais diversas areas da saude devido a versatilidade de formas, que
estes derivados podem assumir, como por exemplo, filmes, nanoparticulas, géis e pds, o que
torna possivel sua utilizacdo nos mais diversos tipos de formulacbes farmacéuticas, tudo isso
associado ao seu potencial para melhorar a atividade antimicrobiana e citotoxica da quitosana

e derivados.
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CAPITULO 2: ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E CITOTOXICA DA QUITOSANA
E DERIVADOS COM ANIDRIDO FTALICO E POSTERIOR REACAO COM

ETILENODIAMINA
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RESUMO

As insercOes de cadeias hidrofobicas e hidrofilicas na molécula de quitosana podem melhorar
a sua atividade antibacteriana, ampliando sua faixa de aplicacdo em diversas areas das
ciéncias médico- farmacéuticas. O objetivo deste trabalho foi ampliar a atividade
antibacteriana da quitosana através da reacdo de modificacdo com anidrido ftalico (QF) e
posterior reacdo com etilenodiamina (QFE). A quitosana e derivados obtidos foram
caracterizados por Analise elementar, Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono 13 (RMN
13C), Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia na regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e Andlise Termogravimétrica (TG), onde foi possivel
comprovar a modificacdo quimica. Ambos 0s materiais apresentaram maior efeito inibitério
antibacteriano frente a bactéria Gram-positiva, Staphylococcus aureus, merecendo destaque a
atividade antibacteriana frente a bactéria Gram-negativa, Escherichia coli, valores acima de
70% de efeito inibitério, sendo este um resultado promissor. Os ensaios com células de
fibroblastos humanos pelo teste de reducdo ao brometo de [3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT)], ndo indicaram toxicidade nos materiais. Ambos os materiais derivados se
mostraram promissores para aplicacGes biomédicas visto que aliaram excelente atividade
antibacteriana frente as cepas gram-positivas e gram-negativas e ndo apresentaram cito

toxicidade.

Palavras-Chave: Quitosana; Modificacdo; Atividade antibacteriana; Citotoxicidade.
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ABSTRACT

The insertions of hydrophobic and hydrophilic chains in the chitosan molecule can improve
its antibacterial activity, expanding its range of application in several areas of the medical-
pharmaceutical sciences. The objective of this work was to increase the antibacterial activity
of chitosan by reaction with phthalic anhydride (QF) and subsequent reaction with
ethylenediamine (QFE). The chitosan and derivatives obtained were characterized by
Elemental Analysis, Nuclear Magnetic Resonance of Carbon 13 (13C NMR), X-ray
Diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Thermogravimetric
(TG) where it was possible to prove the chemical modification. Both materials presented
higher antibacterial inhibitory effect against the Gram-positive bacteria, Staphylococcus
aureus. The antibacterial activity against Gram-negative bacteria, Escherichia coli, values

above 70% of inhibitory effect, was a promising result. Human fibroblast cell assays by the
[3- (4,5-dimethylthiazolyl) -2,5-diphenyl tetrazolium (MTT)] bromide reduction test did not
indicate toxicity in the materials. Both derived materials have shown promise for biomedical
applications since they allied excellent antibacterial activity against gram-positive and gram-

negative strains and showed no cytotoxicity.

Keywords: Chitosan; Modification; Antibacterial activity; Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Materiais poliméricos organicos pertencem a um grupo de materiais constituidos por
longas cadeias de atomos de carbono na cadeia principal, o que confere a eles uma série de
caracteristicas que os diferenciam em relacdo aos outros polimeros. Estes materiais com
propriedades antimicrobianas tomaram um crescente interesse tanto do ponto de vista
académico quanto do ponto de vista industrial e de sadde publica (Munoz- bonila, & Garcia,
2012).

O aumento do interesse esta nas possibilidades desses materiais apresentarem vantagens
na sua composicdo quimicas, serem amplamente encontrados na natureza, e adquiridos a
partir de fontes naturais ,seja de origem vegetal ou animal, destacam-se assim, 0s materiais
poliméricos, tais como: celulose, quitina, quitosana, entre outros (Costa-Silva, et al. 2006;
Mendes, et al. 2011; Azevedo, et al. 2007; Sayari, et al. 2016).

A quitina e a quitosana sdo polissacarideos e exemplos desses materiais, ambas
constituidas pela repeticdo dos monémeros 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamida-
2-desoxi-D-glicopiranose unidos por ligagdes beta glicosidica P(1—4)(Pires,Bierhalz &
Moraes, 2015; Crini, & Badott, 2008).

A quitosana € obtida pela reacdo de desacetilacdo alcalina da quitina, que constitui a
maior fracdo dos exoesqueletos de insetos e crustaceos, sendo assim assumido como o
segundo composto organico mais abundante da natureza, superado pela celulose, tem sua
aplicacdo em relevancia por reunir diversas caracteristicas atraentes (Mendes, et al. 2011;
Azevedo, et al. 2007), tais como ser um produto natural, com baixa toxicidade, custo
acessivel , renovavel e biodegradavel, de grande importancia econémica e ambiental
(Laranjeira, & Favere, 2009).

A quitosana é considerada como um polieletrolito cationico devido a presenca dos grupos

funcionais amino (NH>), bastante reativo, e duas hidroxilas (OH) presentes na estrutura da
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quitosana permitem que a mesma seja quimicamente modificada, proporcionando ao polimero
uma maior disponibilidade de grupos pendentes que possibilitam um comportamento
nucleofilo, facilitando a ocorréncia de diversas modificacbes quimicas tais como N-
alquilacdo, N-acilacdo, N-carboxilacdo, N-sulfonacdo e formacdo de bases de Schiff com
aldeidos e cetonas (Vinsova & Vavrikova, 2011; Mohamed, et al. 2013; Quelemesa, et al.
2017; Sabadurin, et al. 2007), a funcionalizacdo néo afeta estruturalmente a cadeia polimeérica
da quitosana, pois mantém a estrutura fisica e as propriedades bioquimicas originais e agrega
ao polimero propriedades melhoradas, conforme mostra a Figura 1 (Kumar, et al. 2004;
Laranjeira, & Favere ,2009; Santos, et al. 2003; Mukhopadhyay, et al. 2012; Assis & Silva,
2003, Mendes, et al.2016).

Figura 1. Estrutura quimica da quitosana.

Fonte: autoria propria (2017)

Derivados de quitosana N-acilados podem ser obtidos partir da reacdo da quitosana

com anidridos organicos. A incorporacdo de grupos hidrofébicos na cadeia da quitosana

confere a esta novas propriedades fisico-quimicas, tais como, géis, pos, filmes, membranas,

fibras, entre outras (Mourya & Inamdar, 2008; Layek & Singh, 2012; Zong, et al. 2000;
Airoldi, 2008).

A inclusdo de grupos funcionais aminas na estrutura da quitosana tem chamado

bastante atengdo por parte dos pesquisadores, pois as interag@es catidnicas do grupo funcional

(NH) da quitosana com as aminas introduzidas sugerem uma diversidade de aplicagdes, nas

quais se destacam as propriedades bioldgicas, dentre estas se expressam as atividades
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antibacteriana (Sayari, et al. 2016), antifungica (Berger, Stamford & Stamford, 2011),
antimicrobiana (Costa- Silva, Santos & Ferreira, 2006) e antitumoral (Azevedo, et al. 2007).

Devido ao vasto leque de aplicacdes da quitosana, apenas um pequeno nuamero delas
sera apresentado a seguir. Na indudstria farmacéutica e de cosmético, tem sido aplicada na
forma de microesfera e microcapsula (Gupta & Jabrail, 2008; Pandey & Hhuller, 2004;
Shanmuganathan, et al. 2008; Dantas, et al. 2016) na terapia de cancer (Son, et al. 2003; Ta,
Dass & Dustan,2008), na engenharia de tecidos tem sido utilizada como suporte (Laranjeira,
& Favere , 2009), enxerto de pele artificial e suturas (Shanmuganathan, et al. 2008). Na
agricultura, tem sido aplicada como biofilme na preservacdo de frutas, legumes e sementes
contra a deterioragcdo por microrganismos, para estimular o sistema imune da planta e protegé-
la contra o ataque de patégeno (Hernandez-Lauzardo, et al. 2008; Fraguas, et al.2015). Na
area médica tem sido utilizada como antioxidante anti-inflamatério e anticoagulante. Na
odontologia e na medicina oral é usada como revestimento de proteses e dispositivos
biomédicos, suturas cirdrgicas e implantes dentarios (Azevedo, et al. 2007).

O espectro de atividade antimicrobiana da quitosana e seus derivados estende-se aos
fungos filamentosos, leveduras e bactérias, sendo mais ativos frente a bactérias Gram
positivas a bactérias Gram negativas (Jeon, Park & Kim, 2001; No, et al. 2002; Muzzarellia,
et al. 2012).

Certo de suas propriedades antimicrobianas, a quitosana € um material especialmente
promissor para embalagem de alimentos (Ahmed, & lkram, 2015) e para a utilizacdo na
cicatrizacdo de ferimentos (Tu, et al. 2015). Além disso, sua modificacdo quimica pode
oportunizar o aumento do seu efeito inibitorio sobre microrganismos patogénicos e contribuir
no combate as enfermidades causadas por microrganismos resistentes.

Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo modificar e caracterizar quimicamente a

quitosana(Q) e seus derivados quitosana ftalico (QF) e quitosana ftalico etilenodiamina
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(QFE), pelas técnicas Analise Elementar, Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono 13
(RMN *3C), Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia na regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e Andlise Termogravimétrica (TG), e investigar a atividade
antibacteriana da quitosana e derivados frentes as cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e avaliar o potencial citotoxico da quitosana e derivados em células de

fibroblastos humanos.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais e reagentes

A quitosana com grau de desacetilacdo (95%) foi obtida da Primex, extraida de
carapaca de caranguejo. Os reagentes utilizados foram etilenodiamina (VETEC), anidrido
ftalico (VETEC), &cido acético (VETEC), o solvente N-N’-dimetilacetamida-DMA (SIGMA-
ALDRICH), Dimetilsulfoxido (DMSO- SIGMA) e cloreto de sodio (IMPEX). Meios de
cultura Brain Heart Infusion -BHI (HIMEDIA) e Agar Nutriente (HIMEDIA), GM07492A
(Fibroblasto Humano), DMEM (GIBCO/ THERMOFISHER), suplementado com Soro
Bovino Fetal (SBF- NUTRICELL). Antibidticos penicilina e estreptomicina a 10U/mL™*

(SIGMA). Todos sem prévia purificacéo.

2.2. ModificacOes da Quitosana

2.2.1. Modificag¢do com anidrido ftalico

A modificacdo da quitosana com anidrido ftalico foi realizada conforme Vieira, et al.
2010. Primeiramente colocou-se 11,5g anidrido ftalico em um baldo de fundo redondo e sob
agitacdo e aquecimento até sua fusdo a 131 °C, em seguida foi adicionado 5g de quitosana e
apos 1 hora de agitacdo e aquecimento, 25 mL de DMA, foi acrescentado para finalizacdo da
reacdo. Em seguida o produto foi retirado, lavado e centrifugado varias vezes com agua de
Milli-Q, verificando o pH (potencial Hidrogenibnico) a cada trés lavagens, e quando a faixa
de pH, estava em meio neutro, o produto obtido foi retirado e seco em uma estufa a 45°C, em
seguida macerado, armazenado e denominado QF.

2.2.2. Modificagéo com etilenodiamina
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A reacdo posterior do derivado QF com etilenodiamina foi realizada conforme descrito
por Osorio, 2013. Para a reacdo acontecer 3,59 do derivado QF reagiu com 10mL de
etilenodiamina, sob-refluxo e agitacdo magnética durante 4 h a 123 °C. Em seguida, o sélido
foi lavado e centrifugado por varias vezes com agua de Milli-Q para a retirada do excesso de
reagente, verificando o pH (potencial Hidrogenidnico) a cada trés lavagens, e quando a faixa
de pH, estava em meio neutro, o produto obtido foi retirado e seco em uma estufa a 45°C,

em seguida macerado, armazenado e denominado QFE.

Figura 2. Fluxograma do processo de modificacdo quimica da quitosana.

QUITOSANA - Q

Anidrido ftalico
131°C
1h

A 4

QUITOSANA FTALICO- QF

Etilenodiamina
123°C
4h

A 4

QUITOSANA FTALICO ETILENODIAMINA- QFE

Fonte: autoria propria (2017)
2.3. Caracterizacdo do Material

A quitosana e os derivados obtidos foram caracterizados pelas as seguintes técnicas:

2.3.1. Analise elementar
As analises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas em um
aparelho Perkin-Elmer, modelo PE 2400.
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2.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono 13 (RMN 3C)
Os espectros de ressonancia magnética nuclear do carbono 13 no estado solido foram
obtidos em um espectrometro AC400/P Brucker com rotacdo do angulo magico, em 75,47

MHz, com tempo de relaxacdo de 5s e tempo de contato de 1ms.

2.3.3. Difracdo de Raios-X (DRX)
Os gréaficos de Raios — X, foram obtidos com o instrumento Shimadzu, modelo XR-
D600 A, na faixa 20 entre 1,4 e 70°. A velocidade de varredura foi de 5° min *, utilizando a

fonte de radiagdo CuKo, com comprimento de onda 154,06 pm.

2.3.4. Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando
pastilhas de KBr com 1% de amostra, na faixa de 4000 a 400 cm™ com resolucdo de
4cm™? com 32 acumulagdes, em um espectrometro Bomem - Hartmann & Braun MB,

com transformada de Fourier.

2.3.5. Analise Termogravimétrica (TG)
As curvas termogravimétricas foram obtidas através do aparelno DuPont, modelo
9900, com fluxo de aquecimento de 10°C min?, em atmosfera de argonio, a

temperaturade 25°Ca 1000°C.

2.4. Testes antibacterianos

2.4.1. Cepas bacterianas
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Os ensaios para avaliagdo da atividade antibacteriana foram realizados com cepas
bacterianas, Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram-negativa,
Escherichia coli (ATCC 25922), ambas mantidas em agar nutriente a 4°C.
2.4.1.1. Preparo do Inéculo

As culturas foram obtidas transferindo-se uma algcada do crescimento bacteriano em
agar nutriente para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion (BHI),
seqguido de incubacdo a 37 °C por 24h. A partir desta cultura em BHI preparou-se uma
suspensdo bacteriana padronizada para uma densidade equivalente a 0,5 na escala de Mac
Farland (~ 1,5x 10® UFC/mL, Unidades Formadoras de Coldnias). Em seguida foram
realizadas diluicGes decimais seriadas em solucéo salina, obtendo no final uma suspensdo com

cerca de 1,5x10* UFC/mL e 1,5x10° UFC/mL para S. aureus e E.coli, respectivamente.

2.4.1.2. Teste de Contato Direto

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, solugdes da quitosana e de seus derivados
foram preparadas com 0,001 g de cada material quitosana(Q), quitosana ftalico (QF) e
quitosana ftalico etilenodiamina (QFE), foram preparadas utilizando &cido acético 2% como
solvente, com concentragdo 1000 pg/ mL™.

O teste de contato direto em meio sélido foi realizado de acordo com Zheng, & Zhu,
2003. Para realizagdo destes ensaios 100uL da suspensdo padronizada 1,5x10*
UFC/mL(S.aureus) e 1,5x10° UFC/mL (E.coli) foi transferida para placas de petri contendo o
meio agar nutriente. Em cada placa, foi adicionado 100uL da solugdo teste. As placas foram
semeadas com o auxilio de uma alca de drigalski pelo metodo spread plate e incubadas a
37°C por 24h.

Como controle positivo de crescimento, foram utilizadas placas com agar nutriente

contendo a suspensdo bacteriana e solucdo salina, bem como placas contendo a suspensao
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bacteriana e solucdo de acido acético 2%. Todos 0s ensaios realizados com as solucfes-testes
e solucBes-controle foram realizados em triplicata. O efeito inibitorio produzido por cada
solucéo-teste foi calculado de acordo com a seguinte equacéo:

Figura 3. Equacao do efeito inibitorio.,

Onde 1 ¢ definido como o efeito inibitorio, N1 € média aritmética das unidades
formadoras de colonia das placas controle e N2 € média aritmética das unidades formadoras

de col6nia de cada uma das soluces testadas.

2.4. Avaliacdo da Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo teste de reducdo ao brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este ensaio teve por objetivo avaliar a
viabilidade das células em face do material produzido para uso em organismos Vivos. Foi
avaliado a citotoxicidade da quitosana(Q) e de seus derivados modificados com anidrido
ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE). As células foram semeadas em
placa de cultura de 96 po¢os, mantidas em meio de cultura enriquecida com soro fetal bovino
(SBF) e antibioticos (penicilina e estreptomicina 10U/mL) e simultaneamente foram
preparados os extratos das amostras Q, QF e QFE onde foram pesados 20mg de cada material
e colocados em 100mL (do meio de cultura DMEM), gerando a concentragdo 20mg/mL,
sendo incubadas em estufa 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO e 95% de ar
atmosférico, por 24(vinte e quatro) horas.

Apbs as primeiras 24h, o meio de cultura DMEM foi substituido pelo extrato de cada

amostra, realizados em triplicatas, e mantidas em condigdes de cultivo por mais 24(vinte e
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quatro) horas. Depois dessas 48h, os po¢os foram lavados com PBS (1x), e foram adicionados
50uL de MTT. Em seguida a placa de cultura foi novamente incubada em estufa 37°C por
mais 4 (quatro) horas. Apos esse periodo, foi adicionado 100pL de isopropanol foram
adicionados aos pocos e homogeneizados delicadamente para a solubilizacdo dos cristais de
formazan. Em seguidas as amostras foram agitadas, por aproximadamente 1 minuto, mantidas
em ultrassom por 15 minutos e novamente agitadas por mais 1 minuto.

Como controle positivo (C+) de citotoxicidade para os materiais, foi utilizado o Meio
Dulbecco Mem (DMEM) acrescido com 30% de Dimetilsulfoxido (DMSO).

Como controle negativo (C-) de material ndo citotoxico, foram utilizados o Meio
Dulbecco Mem (DMEM) acrescido de soro bovino fetal (SBF) e os antibio6ticos (penicilina e
estreptomicina 10U/mL (sigma)). Os valores de densidade éptica (DO) obtidos em um
comprimento de onda (A) de 570nm num espectrofotometro foram convertidos em

percentagens de viabilidade celular relativa da amostra e o controle negativo.

2.5. Andlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e trés experimentos independentes.

Foram realizadas andlises de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey no Graphpad

Prism 7.0 e Software Assistat, tomando-se o valor de p<0,05 como nivel méximo de

significancia estatistica (Pocinho & Figueiredo, 2017).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1. Analise elementar

Os resultados da analise elementar com os percentuais e as quantidades em mmol g ™
de carbono, nitrogénio, da quitosana e de seus derivados sdo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1. Percentuais de carbono (C), nitrogénio (N) para a quitosana (Q) e os derivados
modificado com anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE),

razbes (C/N) experimental e tedrico, quantidades molares desses elementos.

Materiais | %C | %N | C(mmol gV | N(mmol g 1) C/N C/N
experimental tedrico
Q 40,11 | 7,20 33,42 5,14 6,50 6
QF 48,40 | 4,34 40,33 3,10 13,00 14
QFE 40,48 | 7,90 33,73 5,64 6 5,3

Fonte: autoria prdpria (2017)
O percentual de carbono do derivado QF apresentado na Tabela 1 é maior em relacéo a
quitosana, e pode-se observar que houve um aumento na quantidade molar desse elemento
quando anidrido ftélico foi introduzido a matriz polimérica da quitosana, por outro lado o teor
de nitrogénio foi menor, uma vez que, a quitosana possui 5,14 mmol g " de nitrogénio e, apds
reagdo com anidrido ftalico, o valor foi reduzido para 3,10 mmol g 2, pois o nitrogénio estava
presente apenas na quitosana ocasionando assim um aumento na razéo C/N de 6,50 para 13,00
comprovando a eficacia da reagéo.
A introdugdo das aminas, com etilenodiamina, ao derivado QF na Tabela 1 conduziu

ao aumento da quantidade de nitrogénio observado no material QFE como, também uma
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diminuicdo da relacdo C/N no mesmo quando comparado com o derivado QF como mostrado
nos esquemas nas Figuras 4 e 5.

Abaixo estdo representadas as propostas de esquema reacional das modificagdes quimica
realizadas na quitosana, resultando no derivado QF, ap0s reacdo desta com anidrido ftalico e
posterior reacdo deste com etilenodiamina, resultando no derivado QFE.

Figura 4. Proposta de esquema reacional da modificacdo quimica da quitosana(Q) com

anidrido ftalico (QF).
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Fonte: autoria propria (2017)
Figura 5. Proposta de esquema reacional da modificacdo quimica da quitosana ftalico

(QF) e sua reacdo com etilenodiamina (QFE).
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Fonte: autoria propria (2017)

3.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono 13 (RMN 13C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 no estado sélido para a
quitosana (Q) e os derivados modificados com anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com
etilenodiamina (QFE), estdo na figura 6.

Figura 6. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 no estado solido
da quitosana (Q) e os derivados modificados com anidrido ftalico (QF) e posterior

reacao com etilenodiamina (QFE).
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Fonte: autoria propria (2017)

A quitosana e seus derivados apresentam os deslocamentos caracteristicos em 105.29 e
83.56 referente aos carbonos 1 e 4, respectivamente, que sdo responsaveis pela ligacdo para
formacdo da cadeia polimérica. O pico mais intenso em torno de 75.46 ppm, refere-se aos
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carbonos 3 e 5, que sdo carbonos secundarios ligados a uma hidroxila e a outros carbonos. Em
61.45 e 57.85 ppm, aparece um sinal largo com um ombro, e esses deslocamentos quimicos
referem-se ao carbono primario (C6), contendo uma hidroxila e o carbono (C2) caracteristico
da quitosana ligado ao grupamento amina, como também sinais em 23.85 e 174.53ppm
relacionados respectivamente aos grupos metila (CH3) e carbonila (C=0) de amida
remanescentes da quitina, devido a quitosana ndo se esta totalmente desacetilada (Park. et

al.2010).

3.1.3. Difracdo de Raios-X

Os dados de difracdo de raios-X foram empregados com a finalidade de verificar o
grau de cristalinidade dos materiais provenientes das reacdes. A Figura 6 apresenta 0s
difratogramas de quitosana(Q), quitosana ftalico (QF) quitosana ftalico etilenodiamina (QFE).

A quitosana apresenta um perfil semicristalino, como pode ser observado na Figura 1
com dois picos caracteristicos em 20 = 10,1° e 20 = 20,2° que correspondem as regides ndo-
cristalina e cristalina, respectivamente (Luo, et al. 2011; Cruz, et al. 2016).

Podemos observar na Figura 6 o desaparecimento do pico no plano amorfo na regido
de 20 = 10,1° no difratograma de QF quando comparada com a quitosana como também um
alargamento ¢ deslocamento de seu pico na regido de 26 = 23,3°, 0 que pode esta relacionado
a presenca dos grupos hidrofébicos presentes no anidrido ftalico, esses grupos levam a uma
diminuicdo nas ligagdes de hidrogénio provocando uma reorganizacdo no material e
consequentemente um aumentando na cristalinidade do material (Braz, 2015; Cruz,et al.
2016).

Figura 7. Difratograma de Raios-X da quitosana (Q) e dos derivados modificado com

anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE).
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Apo6s incorporagdo do etilenodiamina no derivado QFE, podemos observar o

reaparecimento dos planos semelhantes a quitosana com a reorganizacdo das ligacGes de

hidrogénio formadas novamente e consequentemente uma diminuicdo da cristalinidade de

QFE quando comparada com QF.

3.1.4. Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

O espectrograma da quitosana (Q), dos derivados de quitosana com anidrido ftalico

(QF) e posterior reagdo com etilenodiamina (QFE) sdo apresentados na Figura 8.

Figura 8. Espectro na regido de infravermelho da quitosana (Q) e de seus derivados

modificados anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE), em po

para solucdo injetavel em pastilhas de brometo de potassio.
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Fonte: autoria propria (2017)

O espectro de FTIR da quitosana (Q) apresenta as seguintes bandas caracteristicas:
uma banda intensa na regido de 3400 cm™ a 3100 cm™ referente as vibracdes de estiramento
dos grupos N-H assim como também OH das hidroxilas relacionados a presenca de agua que
acompanha o biopolimero (Silva, et al. 2016).

A banda na regifdo de 2930 — 2860 cm™ resultantes dos estiramentos simétricos e
assimétricos das ligagdes C-H do polimero. As bandas entre 1650-1630 cm™ estdo associadas
ao estiramento C=0 de amida I, pois a quitosana ndo esta totalmente desacetilada (Oliveira,
Oliveira & Fook, 2015). A regido 1586 cm™ é resultado da sobreposicéo de duas vibragdes: a
vibracdo do grupo amida (designada por amida Il) e a vibragcdo de deformacéo da ligagcdo das
aminas primarias presentes nas unidades desacetilada da quitosana. A banda intensa aparece
na regido de 1058 cm™ atribuida ao estiramento C-O-C do anel glicopiranosideo, como

também os modos vibracionais associados a ligacdo beta glicosidica p(1—4) estdo na regido
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de 1153 cm™ e 893 cm™ referentes aos carbonos 1 e 4, respectivamente (Monteiro, et al.
2015; Da Silva, et al. 2016).

Podemos observar no espectro de QF quando comparado com Q o surgimento das
bandas na regido de 1739 cm™ e 1655 cm™ referentes a ligagio C=0 de &cido carboxilico e
C=N (imina) formada respectivamente, como também o surgimento da banda intensa na
regido de 710 - 690 cm™ de deformagcéo angular de OH adjacentes (anéis monossubstituidos)
0 que confirma a eficacia da reacéo.

No espectro de QFE quando comparada com QF podemos observar o desaparecimento
da banda na regido de 1739 cm™ da ligagdo C=0 acoplada com deformacio OH do acido
carboxilico, como também o desaparecimento da banda em 1632 cm™ relacionada a ligagéo
C=C do anel aromatico, a banda na regido de 1662 cm™, refere-se a ligagdo C=N (imina) e o
surgimento da banda na regido de 1565cm™ para o derivado em virtude da ligagdo N-H de
amina primaria quando incorporada no derivado QFE, confirmando a eficacia da reacéo.

Na tabela 2 encontram-se o resumo das regides onde foram encontradas as respectivas
bandas do FTIR, na quitosana (Q) e nos derivados QF e QFE.

Tabela 2. Principais bandas do espectro de infravermelho da quitosana (Q) e derivados

quitosana ftalico (QF) e quitosana ftalico etilenodiamina (QFE).
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GRUPO FUNCIONAL/ NUMERO DE ONDA (cmY)
MATERIAL Q QF QFE
NH2 e OH 3400 a 3100 3590-3335 3690-3017
C-H 2930 — 2860 2919 2932
C=0- Amida 1650-1630 1662 1700
C=0 (&cido carboxilico) - 1739 -
C-0-C 1065-1058 1058-1036 1058-1043
B(1—4) 1153-893 1153-893 1153-893
N-H 1586 - 1565
C=C - 1632 -
OH - 918 -
C=N - 1655 1662
Anel aromético - 690-710 -

Fonte: autoria propria (2017)
3.1.5. Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas com a finalidade de se avaliar a
estabilidade térmica dos materiais.

O primeiro estagio de decomposi¢do térmica do material corresponde a perda de agua
da superficie do material e o segundo estadgio de decomposicdo é referente a degradacdo
térmica do material organico na estrutura do biopolimero.

Podemos observar que o perfil de degradacdo mostra que 0s processos de
decomposicdo térmica dos materiais quimicamente modificados envolvem mais de um evento
térmico, e isso é claramente evidenciado pelas curvas derivadas termogravimétrica (DTG) que
apresenta picos distintos tanto pra quitosana quanto para os derivados, como mostra a Figura
10.

Os perfis de degradacdo térmica da quitosana (Q) e dos derivados modificados com
anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE) estdo expressos na figura 9

com suas curvas termogravimétricas.
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Figura 9. Curvas termogravimétricas da quitosana(Q) e dos derivados modificado com

anidrido ftalico (QF) e posterior reacao com etilenodiamina (QFE).
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Fonte: autoria prdpria (2017)
Na curva de TG para quitosana pura, tem-se 0 primeiro evento de 26 a 118 °C, com
perda de massa de 8,38%, corresponde ao processo de desidratacdo, pois a quitosana
apresenta ao longo de sua cadeia grupos amina (-NH2) na posi¢do C-2, grupos hidroxila
primérios (-OH) na posi¢cdo C-3 e grupos hidroxila secundarios na posi¢do C-6. Esses grupos
permitem ligac6es secundarias com a agua através de ligacdes de hidrogénio, o que torna esse
polissacarideo fortemente hidrofilico. Ja no segundo evento observa-se uma perda de massa
de 59,41% entre a variagcdo de temperatura de 188 a 768 ° C, referente a degradacdo térmica
do biopolimero (Dantas, et al. 2016).
A quitosana modificada com anidrido ftalico (QF), apresentou trés estagios de
degradacdo, com o primeiro estagio tendo inicio em 26°C a 130°C com perda de massa de

3,7%. O segundo estagio teve inicio 186°C a 273°C, com perda de massa 16,8%%, e refere-se
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a degradacédo do grupo funcional mobilizado e no terceiro que vai 303°C a 794°C com perda
de massa 55,22%, esta relacionado a degradacao do polissacarideo.

Ja a quitosana modificada com anidrido ftalico e posterior reacdo com etilenodiamina
(QFE), apresentou dois estagios de degradacdo, o primeiro vai 30°C a 140°C com perda de
massa de 5,15%, e 0 segundo inicia-se em 223°C a 786°C com perda de massa de 58,26%,
relacionado a degradagdo do material.

A modificac¢do quimica da quitosana com anidrido ftalico (QF) conduziu os eventos de
decomposicdo térmica para temperaturas ligeiramente superiores quando comparada com Q e
QFE, conforme podemos observar analisando os resultados na Tabela 3, além de levar a
obtencdo de um material com menores porcentagens de perda de massa, conforme se aumenta
a temperatura, sugerindo que essa modificacdo tornou o derivado termicamente mais estavel e
mais hidrofdébico, quando comparado a Q e ao QFE.

O aumento na estabilidade térmica do derivado QF se deve ao fato de que 0s grupos
hidrofébicos inseridos sdo susceptiveis a interacdes eletrostaticas com o restante da cadeia
polimérica, aumentando assim a ordenagdo da estrutura cristalina da quitosana fato este
confirmado pelos resultados de DRX onde o QF apresentou um maior indice de cristalinidade.
Figura 10. Derivadas das curvas termogravimétricas da quitosana(Q) e derivados

modificado com anidrido ftalico (QF) e posterior reacao com etilenodiamina QFE.
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Fonte: autoria prdpria (2017)
Os dados apresentados na tabela 3 mostram que a modificacdo da quitosana com
grupos hidrofébicos (QF) leva a obtencdo de materiais quimicamente mais estavel que a
quitosana(Q) e, pois ele foi obtido com menor percentagem de perda massa conforme se
aumenta a temperatura e também devido a estes grupos serem mais susceptiveis a interacoes
eletrostaticas com o restante da cadeia polimérica aumentando assim a ordenacdo da estrutura
cristalina do mesmo.
Tabela 3. Resultados de TG/DTG para os derivados da quitosana(Q) e seus derivados

modificados com anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE).

Produtos Intervalo de Perda de Residuo
Temperatura (°C) Massa(PM) (%) (100-SOMA%PM)
Q 26 -118 8,38 32,19
188 - 592 59,43
26-130 3,7
QF 186 -273 16,08 25,00
303 -794 55,22
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QFE 30 -140 5,15 36,59
223- 786 58,26

Fonte: autoria propria (2017)
3.2. Atividade antibacteriana
A quitosana (Q) e seus derivados modificados com anidrido ftalico (QF) e posterior
reacdo com etilenodiamina (QFE), apresentaram conforme dados expressos nas tabelas 4 e 5,
um amplo espectro de acdo sendo capazes de inibir tanto bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas, respectivamente.
Tabela 4. Efeito inibitério da quitosana(Q) e seus derivados modificados com anidrido
ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE) sobre cepa padréao
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os valores representam as médias das placas +

desvio-padréo para experimentos realizados em triplicata.

AMOSTRAS EFEITO INIBITORIO (%) / DESVIO
PADRAO
S. aureus
Q 85,85 + 6,02 a
QF 97,09 +1,52 b
QFE 99,55+ 1,70 b

Fonte: autoria propria (2017)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e 95% de confiabilidade.

Tabela 5. Efeito inibitério da quitosana(Q) e seus derivados modificados com anidrido
ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE) sobre cepa padréo Escherichia
coli (ATCC 25922). Os valores representam as médias das placas + desvio-padrado para

experimentos realizados em triplicata.
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AMOSTRAS EFEITO INIBITORIO (%)/ DESVIO

PADRAO
E. coli
Q 71,80 £ 3,78 a
QF 85,50 + 1,15 b
QFE 88,12+3,21D

Fonte: autoria propria (2017)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o

Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e 95% de confiabilidade.
As tabelas 4 e 5 exibem excelentes espectros de a¢do da quitosana e seus derivados frente a
ambas as cepas bacterianas testadas, no geral, acima de 70% de efeito inibitorio. O espectro
de acdo da quitosana(Q) e seus derivados abrangem fungos filamentosos, leveduras e
bactérias, sendo, no entanto, mais eficaz frente a bactérias Gram-positivas (Jeon, et al. 2001;
No, et al. 2002; Rhoades & Roller, 2000).

O mecanismo de acdo da quitosana e seus derivados frente aos microrganismos difere
entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Paiva, Souza - Neto, & Batista 2014). Na
presenca de quitosana e de seus derivados a membrana das Gram-positivas é fragmentada,
enquanto nas Gram-negativas, o citoplasma se concentra, e 0 espaco intracelular é ampliado, e
esta diferenca pode levar a uma possivel reducdo do efeito inibitério frente a este grupo
(Lifeng, et al. 2004; Lacerda, et al.2015).

Estudos revelam que o mecanismo da atividade antimicrobiana da quitosana esta
intimamente relacionado as propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da
membrana do microrganismo, conforme esta expresso na figura 12 (Goy, Morais & ASsSis,
2016).

Figura 11. Esquema da Parede celular das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa.
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Na figura 11, visualiza-se a complexidade quimica da parede celular das bactérias Gram-
negativas, composta por multiplas camadas, que sdo formadas externamente por
lipopolissacarideos e proteinas (lipoproteinas e as porinas), que tem por funcdo criar uma
barreira de permeabilidade contra macromoléculas e compostos hidrofébicos, esta possui um
espaco periplasmatico entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica e a camada de
peptidoglicano, mais delgada, situada entre essas membranas, sugerindo assim uma maior
dificuldade de acdo de materiais poliméricos neste grupo de bactérias (Raven, Evert &
Eichhorn, 2001; Jung, et al. 2010).

Esta complexidade sugere uma maior barreira, favorecendo assim um possivel aumento
no efeito inibitério da quitosana e seus derivados frente as bactérias Gram-positivas, que
possuem parede celular menos complexa conforme se demonstra na figura 12 (Raven, Evert
& Eichhorn, 2001; Mendes, et al. 2016; Eaton, et al. 2008).

Por outro lado, destaca-se também que a parede celular das bactérias Gram- positivas
possuem o0s acidos teicoico e lipoteicoicos, ausente nas Gram-negativas, € que o derivado

(QF) incorpora grupos hidrofobicos a estrutura da quitosana (Q), e essa incorporacdo podem
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reagir mais facilmente com esses componentes provocando assim um melhor efeito inibitorio
deste derivado com a bactéria S. aureus (Mendes, et al.2016).

Modificacdo das cadeias de quitosana (que é hidrofilica) com compostos hidrofébicos
pode resultar em produtos com um comportamento anfifilico (hidrofilica e lipofilica). Os
derivados de quitosana anfifilicos sdo capazes de se auto montar e formar micelas sob
condicdes adequadas (El-Fray, Niemczyk & Pabin-szafko, 2012; Muzzarellia, et al. 2012).

O derivado (QFE) com a introducdo das aminas em sua estrutura polimérica derivada do
(QF) melhorou seu espectro de acdo também frente a S.aureus, 0 que pode ser explicado pela
interacdo desse material atraves de seus grupos catidnicos com os componentes aniénicos da
parede celular da bactéria Gram-positiva (Eaton, et al. 2008; Goy, Morais & Assis, 2016;
Edin, et al.2015).

Destacando o efeito inibitorio do material QFE frente a bactéria S. aureus o percentual
chegou a 99,5%%, (100% estatisticamente) o que corrobora mais uma vez com a estrutura
menos complexa desta bactéria, que pode ser confirmado pela interacdo iénica na superficie
da célula resultando em ruptura da parede celular onde as forcas eletrostaticas entre a
molécula de quitosana e de seus derivados carregados positivamente (NHs™) e os residuos
negativos na superficie celular pode promover modificacdo na permeabilidade da parede
celular, o qual promove distdrbio no balangco osmético ou também sugerem que esta interacdo
possa hidrolisar peptidioglicanos na membrana do micro-organismo, resultando na perda
constituinte da mesma, e esta interacao eletrostatica leva-se a acreditar que quanto maior for o
namero de aminas catibnicas maior serd o efeito inibitério dos materiais (Goy, Morais &
Assis, 2016; Edin, et al.2015; Mendes, et al.2016; Chetouani, et al. 2017).

3.3. Estudo da Citotoxicidade da quitosana e derivados
Para avaliacdo preliminar da citotoxicidade in vitro da quitosana(Q) e seus derivados

modificado com anidrido ftalico (QF) e posterior reacdo com etilenodiamina (QFE) foi
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realizada pelo método de ensaio de viabilidade celular frente a reducdo do brometo de [(3-
(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difenil tetrazolio (MTT))]. As células GMO07492A(Fibroblasto
Humano) em meio de cultura Dulbecco Mem (DMEM) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade e estdo representadas na segunda coluna (C (-) = controle
negativo).

O teste pela reducdo frente ao MTT é um método desenvolvido para avaliar a
viabilidade celular verificando a atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato
desidrogenase. Trata-se de um teste colorimétrico, baseado no uso do brometo de [(3-(4,5-
dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)).], em que este € reduzido apenas por
mitocondrias viaveis. A reducdo do MTT, da cor amarelada para a cor roxa, ocorre apenas
em ceélulas viaveis, sendo sua densidade diretamente proporcional ao numero de células
presentes. (Mosmann, 1983).

Os ensaios de viabilidade sdo passos vitais nos estudos de toxicidade que determinam
a resposta celular a um toxico, fornecendo informac6es sobre a morte celular e as atividades
metabolicas. Neste sentido foi utilizado para avaliar a citotoxicidade in vitro da quitosana(Q)
e derivados quitosana ftalico (QF) e quitosana ftélico etilenodiamina (QFE) o ensaio reducéo
ao brometo de [(3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)], método rapido e eficaz
para testar a atividade mitocondrial, que se correlaciona muito bem com a viabilidade celular
(Sabudin, et al. 2012).

Na tabela estdo expressos os resultados de viabilidade celular da quitosana(Q) e dos
derivados QF e QFE. A porcentagem de células viaveis deve apresentar-se acima de 50%,
valor minimo, para considerar um material biocompativel (Granato, et al. 2009; Medeiros, et
al.2016; 1SO, 2009).

Tabela 6. % de viabilidade das amostras de quitosana(Q) e de seus derivados quitosana

ftalico (QF) e quitosana ftalico etilenodiamina (QFE) sobre Fibroblastos Humanos
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(GMO07492A), apos 52h pelo ensaio de reducdo ao [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazolil)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT)).]. Os valores representam as medias = desvio-padréo para

experimentos realizados em triplicata.

AMOSTRAS MEDIA / AGRUPAMENTO
DESVIO- PADRAO
CONTROLE POSITIVO (+) 29,88+4,04 c
CONTROLE NEGATIVO (-) 100,00 + 0 a
QUITOSANA-Q 97,95+6,35 ab
QUITOSANA FTALICO- QF 84,86+ 5,42 b
QUITOSANA FTALICO 92,11+ 6,35 ab

ETILENODIAMINA- QFE

Fonte: autoria prdpria (2017)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Foi aplicado o Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e 95% de confiabilidade.

Os resultados acima expressam que o controle positivo apresenta um decréscimo

celular, caracterizando a morte celular. Observamos claramente que os materiais ndo afetam o

percentual de viabilidade celular, em comparacdo com o controle negativo. Estes resultados

sdo complementares ao teste de reducdo ao brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-

difeniltetrazolio (MTT), indicam assim n&o toxicidade, retratando que os materiais em estudo
sdo considerados biocompativeis.

Sugere-se que as modificacdes quimicas realizadas nos derivados quitosana ftalico

(QF) e quitosana ftalico etilenodiamina (QFE) ndo revelaram toxicidade, uma vez que a

viabilidade celular obtida para as amostras ndo exibiram variac¢Ges significativas em relacéo

aos grupos controle positivo (+) e negativo (-), com isso, 0s resultados evidenciam que 0s

mesmos ndo apresentaram toxicidade para a cultura de células de fibroblasto humano
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(GMO07492A), expressando assim que a quitosana e os derivados obtidos, sdo compativeis
com ceélulas fibroblasticas humanas, sugerindo a utilizacdo destes como biomateriais e se

mostram promissores para serem testados em ensaios in vivo.
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4., CONCLUSAO

A quitosana e derivados foram devidamente caracterizados, apresentando evidéncias
de que a modificacdo quimica na cadeia polimérica da quitosana foi efetuada.

A analise elementar foi possivel observar o aumento no numero de carbono com a
insercdo do anidrido ftalico no derivado QF e o aumento no numero de aminas com a
incorporacdo da etilenodiamina no derivado QFE.

Variagdes nos picos no espectro de DRX da quitosana e derivados mostraram que a
incorporacdo de novos grupos funcionais na cadeia polimérica da quitosana e dos derivados
provocou mudangas na cristalinidade dos novos materiais obtidos quando comparada com a
quitosana pura.

Os resultados do infravermelho mostraram evidéncias na efetividade da modificacéo
da quitosana(Q) com o derivado modificado com anidrido ftalico (QF) e com posterior reacdo
com etilenodiamina (QFE) associadas pelo aparecimento e desaparecimento de bandas nos
espectros obtidos.

As analises termogravimétricas mostraram que o derivado obtido com anidrido ftalico
(QF) apresentou uma maior estabilidade térmica quando comparada com a quitosana(Q). O
derivado quitosana ftalico etilenodiamina (QFE) apresenta estabilidade térmica semelhante a
quitosana.

Os resultados da atividade antibacteriana da quitosana e derivados sdo promissores e
sugerem que formulagdes farmacéuticas compostas de QF e QFE poderiam apresentar um
melhor efeito terapéutico contra infecgdes bacterianas do que a quitosana pura, 0 que poderia
ser melhor avaliado por meio de ensaios in vivo.

Os ensaios de citotoxicidade mostraram que a modificacdo da quitosana com anidrido

ftalico (QF) e posterior reagédo com etilenodiamina (QFE) revelam que os materiais em estudo
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sdo considerados compativeis para uso como biomateriais, devido a auséncia de toxicidade,
em celulas de fibroblastos humano, roborando assim, a partir dos resultados, inferir que a
quitosana e os derivados produzidos mostram-se promissores para serem testados em ensaios
in vivo.

Os resultados do presente estudo indicam que a modificacdes quimicas realizadas na
quitosana sugerem que esses novos materiais sdo promissores para futuras aplicacbes nas

areas- médico- farmacéuticas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento no nimero de microrganismos patogénicos resistentes tem estimulado a
busca por novos agentes antibacterianos. A modificacdo quimica da quitosana com anidridos
organicos e com aminas tem se mostrado bastante promissora, sugerindo um leque de
aplicacdes e possibilidades.

As modificacdes feitas na estrutura do polissacarideo quitosana com o anidrido ftalico
e etilenodiamina mostraram que os derivados apresentaram um maior efeito inibitdrio
bacteriano que a quitosana pura. Os ensaios de citotoxicidade em células de fibroblasto
humano indicaram ndo toxicidade em ambos 0s materiais, tornando-0os promissores para
futuras aplicacbes biomédicas, visto que aliaram excelente atividade antibacteriana contra

cepas Gram-positivas e Gram-negativas e ndo exibiram toxicidade.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

= Efetuar caracterizagdes quimicas e morfoldgicas.

= Associar os derivados com farmaco de acdo anti-inflamatoria.

*Obter um novo derivado na forma de membrana ou filme para uso topico.
» Efetuar ensaios de liberagao.

=Realizar testes in vitro e in vivo.
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CAPITULO 3: ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E CITOTOXICA DA QUITOSANA
E DERIVADOS COM ANIDRIDO MALEICO E POSTERIOR REACAO COM

ETILENODIAMINA.
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RESUMO

O uso indiscriminado de antibidticos tem potencializado a selecdo de cepas de bactérias
resistentes exigindo a investigacdo e o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
Neste sentido materiais a base de produtos naturais vém despertando o interesse de muitos
pesquisadores, devido ao seu vasto campo de aplicagdes. A quitosana, principal derivado da
quitina, segundo polissacarideo mais abundante na natureza, tem se destacado por reunir
propriedades atraentes, como atividade biologica versatil, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, ser fonte natural renovavel e possuir baixa toxicidade. Modificacdes na
cadeia da quitosana séo feitas com intuito de melhorar ou conferir a ela novas propriedades.
Este estudo teve como objetivo modificar e caracterizar quitosana e seus derivados obtidos a
partir da modificacdo da quitosana com anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com
etilenodiamina (QME), pelas técnicas de difracdo de Raios-X, Espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Analise termogravimétrica (TG) e
investigar a atividade antibacteriana da quitosana e derivados QM e QME frentes as cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e avaliar o potencial citotoxico da quitosana e
derivados QM e QME sobre fibroblasto humanos, frente ao ensaio de reducdo ao MTT. Os
resultados de Espectroscopia na regido do Infravermelho mostraram a eficacia das
modificagOes entre a quitosana com seus derivados pelo surgimento de novas bandas nos
espectros obtidos, os dados de Difracdo de Raios-X e de Analise termogravimétrica
mostraram, respectivamente, que 0s grupos incorporados na estrutura da quitosana
provocaram mudancas na cristalinidade e na estabilidade térmica dos materiais quando
comparada com a quitosana. Atividade antibacteriana da quitosana e dos derivados
apresentaram um melhor efeito inibitério contra cepa gram-positiva, Staphylococcus aureus
25923. Em relacdo a citotoxicidade, o material QM € toxico, sugerindo sua aplicacdo na
terapia anticancer, e a Quitosana e o material QME, sdo promissores para a aplicacdo como

biomateriais sugerindo aplicabilidade no controle de microrganismos.

Palavras-chave: quitosana, modificag&o, atividade antibacteriana e citotoxicidade.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics has potentiated the selection of strains of resistant
bacteria requiring research and development of new therapeutic strategies. In this sense
materials based on natural products have aroused the interest of many researchers due to their
vast field of applications. Chitosan, the main chitin derivative, the second most abundant
polysaccharide in nature, has been found to have attractive properties such as versatile
biological activity, biocompatibility, biodegradability, natural renewable source and low
toxicity. Modifications in the chain of chitosan are made with the intention of improving or
conferring to it new properties. The aim of this study was to modify and characterize chitosan
and its derivatives obtained from the modification of chitosan with malic anhydride (QM) and
subsequent reaction with ethylenediamine (QME) by X-ray diffraction techniques. The
spectroscopy in the infrared (TG) and to investigate the antibacterial activity of chitosan and
QM and QME derivatives against the strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
and to evaluate the cytotoxic potential of chitosan and QM and QME derivatives on human
fibroblast, MTT reduction test. The results of Spectroscopy in the Infrared region showed the
efficacy of the modifications between chitosan and its derivatives by the appearance of new
bands in the obtained spectra, the data of X-ray Diffraction and Thermogravimetric Analysis
showed, respectively, that the groups incorporated in the structure of the chitosan caused
changes in the crystallinity and thermal stability of the materials when compared to chitosan.
Antibacterial activity of chitosan and derivatives showed a better inhibitory effect against
gram positive strain, Staphylococcus aureus 25923. Regarding cytotoxicity, the QM material
IS toxic, suggesting its application in anticancer therapy, and Chitosan and QME material are
promising for the application as biomaterials suggesting applicability in the control of

microorganisms.

Keywords: chitosan, modification, antibacterial activity and cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O uso de polimeros naturais para aplicacGes diversificadas tém sido de vital importancia
para 0s avangos das ciéncias e apresentam varias vantagens como ser de facil obtencdo, ser
biocompativel e biodegradavel, neste contexto a quitosana, tem sido estudado e publicagdes
tem se destacado nas Ultimas décadas e tem sido proposta como um material potencialmente
atraente para usos diversos (Assis & Silva, 2003).

Polissacarideo derivado da desacetilacdo alcalina da quitina, a quitosana, constituida,
predominantemente, pelas unidades monoméricas de B-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-D-glicose
B-(1—4)-2-acetamida- 2-desoxi-D-glicose.(Laranjeira & favere, 2009; Azevedo, et al 2007,
Bezerra, 2011; Assis & Silva, 2003) ,tem em sua estrutura grupos funcionais (OH e NH>) que
podem ser quimicamente modificados utilizando-se a diferenca de reatividade desses grupos,
estudos de modificacbes quimica estdo sendo realizados para aumentar as suas possibilidades
de aplicacdo (Elshaarawy, Refaee, & El-Sawi, 2016), conforme expresso na figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica da quitosana.

Fonte: autoria prdpria (2017)

A partir da imobilizacdo de novos grupos funcionais na cadeia polimérica da quitosana,
pode-se obter uma variedade de derivados para atingiras finalidades desejadas, nesse sentido,
podem ser feitas varias reacGes de modificagdes. Dentre as quais se destacam as reagdes de
N,O- acilacdo, N-alquilagéo, formacao de base de Schiff, carboximetilacéo, e etc.(Muzzarelli,

et al 2012).
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A acilacdo da quitosana em geral, com anidridos organicos, ocorre preferencialmente, nos
grupos amino livres, sendo a reacdo com 0s grupos hidroxilas mais lenta, (Velazquez-del
valle, et al .2012; Azevedo, et al .2007), ja as bases de Schiff ocorrem com a condensacéo do
grupo amino livre da quitosana com aldeidos ou cetonas, formando a ligacdo imina(C=N),
que é razoavelmente estavel sob condicdes neutras e basicas, mas se hidrolisa em solucGes
acidas, as bases de Schiff, sdo usadas para protecdo do grupo amino da quitosana em
modificagcdes quimicas dos grupos hidroxila resultante( Lima, 2010; Chetouani, et al.2017).

A quitosana exibe atividade antimicrobiana comprovada contra uma gama de bactérias e
fungos, abrindo um leque de grande potencial de aplicacbes em diversas areas, como na
agricultura (Berger, Stamford, & Stamford, 2015), na medicina (Zang, et al.2014), na
odontologia (Medeiros, et al. 2016) e em formulacdes farmacéuticas (Elshaarawy, Refaee, &
El-Sawi, 2016). As possibilidades de aplicacbes sdo ainda enriquecidas pelo fato que a
quitosana pode ser preparada em diferentes formas, tais como solu¢Ges de viscosidade
controlada, géis, filmes, p6s, membranas, microesferas e nanoparticulas (Campana-Filho, et al
2007).

Certo de suas propriedades antimicrobianas, a quitosana é um material especialmente
promissor para embalagem de alimentos (Ahmed, & lkram, 2015) e para a utilizacdo na
cicatrizacdo de ferimentos (Tu, et al. 2015). Além disso, sua modificacdo quimica pode
oportunizar o aumento do seu efeito inibitorio sobre microrganismos patogénicos e contribuir
no combate as enfermidades causadas por microrganismos resistentes (Tu, et al. 2015).

Diante da potencialidade de aplicacdes, este trabalho teve como objetivo modificar e
caracterizar quimicamente a quitosana(Q) e seus derivados quitosana maléico (QM) e
quitosana maléico etilenodiamina (QME), pelas técnicas de Difracdo de Raios-X (DRX),
Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Analise

Termogravimétrica (TG), e investigar a atividade antibacteriana da quitosana e derivados
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frentes as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli e avaliar o potencial citotoxico
da quitosana e derivados QM e QME sobre fibroblasto humanos, frente ao ensaio de reducgéo

ao MTT.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais e reagentes

A quitosana com grau de desacetilacdo (95%) foi obtida da Primex, extraida de
carapaca de caranguejo. Os reagentes utilizados foram etilenodiamina (VETEC), anidrido
maléico (VETEC), acido acético (VETEC), o solvente N-N’-dimetilacetamida-DMA
(SIGMA-ALDRICH), Dimetilsulféxido (DMSO- SIGMA) e cloreto de sodio (IMPEX).
Meios de cultura Brain Heart Infusion -BHI (HIMEDIA) e Agar Nutriente (HIMEDIA),
GMO07492A (Fibroblasto Humano), DMEM (GIBCO/ THERMOFISHER), suplementado
com Soro Bovino Fetal (SBF- NUTRICELL). Antibidticos penicilina e estreptomicina a

10U/mL? (SIGMA). Todos sem prévia purificago.

2.2. ModificacOes da Quitosana

2.2.1. Modificagado com anidrido maléico

A modificacdo da quitosana com anidrido maléico foi realizada conforme Vieira, et al.
2010. Primeiramente colocou-se 15,69 anidrido maléico em um baldo de fundo redondo e sob
agitacdo e aquecimento até sua fusdo a 53 °C, em seguida foi adicionado 5g de quitosana e
apos 1 hora de agitacdo e aquecimento, 25 mL de DMA, foi acrescentado para finalizacdo da
reacdo. Em seguida o produto foi retirado, lavado e centrifugado varias vezes com agua de
Milli-Q, verificando o pH (potencial Hidrogenibnico) a cada trés lavagens, e quando a faixa
de pH, estava em meio neutro, o produto obtido foi retirado e seco em uma estufa a 45°C, em

seguida macerado, armazenado e denominado QM.

2.2.2. Modificagao com etilenodiamina
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A reacdo posterior do derivado QM com etilenodiamina foi realizada conforme
descrito por Osorio, 2013. Para a reacao acontecer 3,0g do derivado QM reagiu com 10mL de
etilenodiamina, sob-refluxo e agitacdo magnética durante 4 h a 123 °C. Em seguida, o sélido
foi lavado e centrifugado por varias vezes com agua de Milli-Q para a retirada do excesso de
reagente, verificando o pH (potencial Hidrogenidnico) a cada trés lavagens, e quando a faixa
de pH, estava em meio neutro, o produto obtido foi retirado e seco em uma estufa a 45°C,
em seguida macerado, armazenado e denominado QME.

Figura 2. Fluxograma do processo de modificacdo quimica da quitosana.

QUITOSANA - Q

Anidrido maléico
53°C
1h

A 4

QUITOSANA MALEICO- QM

Etilenodiamina
123°C
4h

A 4

QUITOSANA MALEICO ETILENODIAMINA- QME

Fonte: autoria propria (2017)
2.3. Caracterizacdo do Material
A quitosana e os derivados obtidos foram caracterizados pelas as seguintes técnicas:
2.3.1. Analise elementar
As analises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas em um
aparelho Perkin-Elmer, modelo PE 2400.

2.3.2. Difracao de Raios-X (DRX)
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Os gréaficos de Raios — X, foram obtidos com o instrumento Shimadzu, modelo XR-
D600 A, na faixa 20 entre 5 e 50°. A velocidade de varredura foi de 5° min 2, utilizando a
fonte de radiagdo CuKo, com comprimento de onda 154,06 pm.

2.3.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando
pastilhas de KBr com 1% de amostra, na faixa de 4000 a 400 cm™ com resolucio de
4cm™ com 32 acumulagBes, em um espectrdmetro Bomem - Hartmann & Braun MB,

com transformada de Fourier.

2.3.3. Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas através do aparelho DuPont, modelo
9900, com fluxo de aquecimento de 10°C min?, em atmosfera de argonio, a
temperaturade 25°Ca 1000°C.
2.4. Testes antibacterianos
2.4.1. Cepas bacterianas

Os ensaios para avaliagdo da atividade antibacteriana foram realizados com cepas
bacterianas, Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram-negativa,

Escherichia coli (ATCC 25922), ambas mantidas em agar nutriente a 4°C.

2.4.1.1. Preparo do In6culo

As culturas foram obtidas transferindo-se uma algcada do crescimento bacteriano em
agar nutriente para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion (BHI),
seqguido de incubacdo a 37 °C por 24h. A partir desta cultura em BHI preparou-se uma

suspensdo bacteriana padronizada para uma densidade equivalente a 0,5 na escala de Mac
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Farland (~ 1,5x 10® UFC/mL, Unidades Formadoras de Coldnias). Em seguida foram
realizadas diluicGes decimais seriadas em solucéo salina, obtendo no final uma suspensdo com

cerca de 1,5 x 10* UFC/mL e 1,5 x 10° UFC/mL para S. aureus e E.coli, respectivamente.

2.4.1.2. Teste de Contato Direto

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, solugdes da quitosana e de seus derivados
foram preparadas com 0,001 g de cada material quitosana(Q), quitosana ftalico (QF) e
quitosana ftalico etilenodiamina (QFE), foram preparadas utilizando acido acético 2% como
solvente, com concentra¢éo 1000 pg/ mL™*

O teste de contato direto em meio sélido foi realizado de acordo com Zheng, & Zhu,
2003. Para realizagdo destes ensaios 100 uL da suspensdo padronizada 1,5 x10* UFC/MI
(S.aureus) e 1,5 x10° UFC/mL (E.coli) foi transferida para placas de petri contendo o meio
agar nutriente. Em cada placa, foi adicionado 100uL da solugdo teste. As placas foram
semeadas com o auxilio de uma alca de drigalski pelo método spread plate e incubadas a
37°C por 24h.

Como controle positivo de crescimento, foram utilizadas placas com &gar nutriente
contendo a suspensdo bacteriana e solucdo salina, bem como placas contendo a suspensao
bacteriana e solugdo de &cido acético 2%. Todos 0s ensaios realizados com as solugdes-testes
e solugdes-controle foram realizados em triplicata. O efeito inibitério produzido por cada
solugéo-teste foi calculado de acordo com a seguinte equacéo:

Figura 3. Equagéo do efeito inibitorio.
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Onde 1 ¢ definido como o efeito inibitorio, N1 € média aritmética das unidades
formadoras de colonia das placas controle e N2 € média aritmética das unidades formadoras

de col6nia de cada uma das solucdes testadas.

2.5. Avaliacdo da Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo teste de reducdo ao brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este ensaio teve por objetivo avaliar a
viabilidade das células em face do material produzido para uso em organismos vivos. Foi
avaliado a citotoxicidade da quitosana(Q) e de seus derivados modificados com anidrido
maléico(QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME). As células foram semeadas em
placa de cultura de 96 po¢os, mantidas em meio de cultura enriquecida com soro fetal bovino
(SBF) e antibioticos (penicilina e estreptomicina 10U/mL) e simultaneamente foram
preparados os extratos das amostras Q, QM e QME onde foram pesados 20mg de cada
material e colocados em 100 mL (do meio de cultura DMEN), gerando a concentragdo 20
mg/mL, sendo incubadas em estufa 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de COz e
95% de ar atmosférico, por 24(vinte e quatro) horas.

Apos as primeiras 24h, o meio de cultura DMEM foi substituido pelo extrato de cada
amostra, realizados em triplicatas, e mantidas em condigdes de cultivo por mais 24(vinte e
quatro) horas. Depois dessas 48h, os pogos foram lavados com PBS (1x), e foram adicionados
50puL de MTT. Em seguida a placa de cultura foi novamente incubada em estufa 37°C por
mais 4(quatro) horas. Apds esse periodo, foi adicionado 100uL de isopropanol foram
adicionados aos pocos e homogeneizados delicadamente para a solubilizacdo dos cristais de
formazan. Em seguidas as amostras foram agitadas, por aproximadamente 1 minuto, mantidas

em ultrassom por 15 minutos e novamente agitadas por mais 1 minuto.
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Como controle positivo (C+) de citotoxicidade para os materiais, foi utilizado o Meio
Dulbecco Mem (DMEM) acrescido com 30% de Dimetilsulfoxido (DMSO).

Como controle negativo (C-) de material ndo citotoxico, foram utilizados o Meio
Dulbecco Mem (DMEM) acrescido de soro bovino fetal (SBF) e os antibioticos (penicilina e

estreptomicina 10U/mL (sigma)).

Os valores de densidade Optica (DO) obtidos em um comprimento de onda (A) de
570nm num espectrofotbmetro foram convertidos em percentagens de viabilidade celular

relativa amostra controle negativo.

2.6. Andlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e trés experimentos independentes.
Foram realizadas andlises de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey no Graphpad
Prism 7.0 e Software Assistat, tomando-se o valor de p<0,05 como nivel méximo de

significancia estatistica (Pocinho & Figueiredo, 2017).
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Analise elementar

Os resultados da analise elementar com os percentuais e as quantidades em mmol g * de
carbono, nitrogénio, da quitosana e de seus derivados sdo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1. Percentuais de carbono (C), nitrogénio (N) para a quitosana (Q) e os derivados
modificado com anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME),

razbes (C/N) experimental e tedrico, quantidades molares desses elementos.

Materiais | %0C | %N | C(mmol g™ | N(mmol g 1) CIN CIN tedrico

experimental

O percentual de carbono do derivado QM apresentado na Tabela 1 é maior em relagdo

Fonte: autoria prdpria (2017)

a quitosana, e pode-se observar que houve um aumento na quantidade molar desse elemento
quando anidrido maléico foi introduzido a matriz polimérica da quitosana, por outro lado o
teor de nitrogénio foi menor, uma vez que, a quitosana possui 5,14 mmol g * de nitrogénio e,
apds reacdo com anidrido maléico, o valor foi reduzido para 2,85 mmol g %, pois o nitrogénio
estava presente apenas na quitosana ocasionando assim um aumento na razdo C/N de 6,50
para 12,52 comprovando a eficacia da reacéo.

A introducdo das aminas, com etilenodiamina, ao derivado QM na Tabela 1 conduziu ao

aumento da quantidade de nitrogénio observado no material QME como, também uma
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diminuicdo da relagdo C/N no mesmo quando comparado com o derivado QM como

mostrado nos esquemas nas Figuras 4 e 5.

Abaixo estdo representadas as propostas de esquema reacional das modificagdes quimica

realizadas na quitosana, resultando no derivado QM, apds reacdo desta com anidrido maléico

e posterior reacdo deste com etilenodiamina, resultando no derivado QME.

Figura 4. Proposta de esquema reacional da modificacdo quimica da quitosana(Q) com

anidrido maléico (QM).
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Fonte: autoria prdpria (2017)

Figura 5. Proposta de esquema reacional da modificacdo quimica da quitosana maléico

(QM) e sua reacdo com etilenodiamina (QME).
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3.3.2. Difracdo de Raios-X

Os dados de difracdo de raios-X da quitosana e do derivado de quitosana modificada
com anidrido maléico sdo apresentados na Figura 6

Podemos observar que a quitosana apresenta um perfil semicristalino, como pode ser
observado na Figura 6 com dois picos caracteristicos em 20 = 10,1° e 20 = 20,2° que
correspondem as regides ndo-cristalina e cristalina respectivamente (Luo, et al. 2011; Cruz, et
al. 2016).
Figura 6. Difratograma de Raios-X da quitosana (Q) e do derivado de quitosana

modificada com anidrido maléico (QM).
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Fonte: autoria propria (2017).

O derivado QM quando comparada com Q observa-se uma diminuicdo da

cristalinidade do derivado em relacdo ao material precursor, provavelmente devido a

introducdo dos novos grupos funcionais na sua cadeia polimérica que promovem o0

rompimento de ligagdes de hidrogénio intermoleculares da estrutura da quitosana (Braz, 2015;

Cruz, et al. 2016).

Ja para o derivado QME quando comparado com QM, como podemos observar na

Figura 7, ocorre o desaparecimento do pico na regido de 20 = 11,2° ap0s reacdo com

etilenodiamina ¢ um discreto afinamento do seu pico em 26 = 20,5° provando uma aumento

na cristalinidade do material.

Figura 7. Difratograma de Raios-X da quitosana modificada com anidrido maléico

(QM) e posterior reagdo com etilenodiamina (QME).
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Fonte: autoria propria (2017).

3.1.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros da quitosana (Q), dos derivados de quitosana com anidrido maléico (QM)

e posterior reagdo com etilenodiamina (QME) séo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Espectro na regido de infravermelho da quitosana (Q) e de seus derivados
modificados anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME), em

pé para solucdo injetavel em pastilhas de brometo de potassio.

Q- QUITOSANA
QM-QUITOSANA MALEICO
QME- QUITOSANA MALEICO ETILENODIAMINA

Q

/

N hN

QME
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Numero de onda (cm'l)

Fonte: autoria prdpria (2017)

A banda na regido de 2930 — 2860 cm™ resultantes dos estiramentos simétricos e
assimétricos das ligagdes C-H do polimero. As bandas entre 1650-1630 cm™ estdo associadas
ao estiramento C=0 de amida |, pois a quitosana ndo esta totalmente desacetilada (Oliveira,
Oliveira & Fook, 2015). A regifo 1586 cm™ é resultado da sobreposicdo de duas vibragdes: a
vibracdo do grupo amida (designada por amida Il) e a vibracdo de deformacéo da ligacdo das
aminas primarias presentes nas unidades desacetiladas da quitosana. A banda intensa aparece
na regido de 1087 cm™ atribuida ao estiramento C-O-C do anel glicopiranosideo, como
também os modos vibracionais associados a ligacdo beta glicosidica f(1—4) estdo na regido
de 1158 cm™ e 899 cm™ referentes aos carbonos 1 e 4 respectivamente (Monteiro et al.,
2015; Da Silva, et al., 2016).

Podemos observar no espectro da QM o surgimento da banda na regido de 1740 —
1715 cm referente a carbonila do acido carboxilico, como também a banda na regifo de 1637
cm? relacionada a carbonila do grupamento amida, indicando a incorporagdo do anidrido

maleico na estrutura da quitosana.
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No espectro da QME quando comparada com QM observa-se o desaparecimento da

banda na regifo de 1740 cm™ referente a C=0 do &cido carboxilico e o surgimento da banda

em 1557 cm™ da ligagdo N-H de amina primaria ap6s a incorporagdo do etilenodiamina,

comprovando a eficiéncia da reacdo quando comparada com QM.

Tabela 2. Principais bandas do espectro de infravermelho da quitosana (Q) e derivados

quitosana maléico (QM) e quitosana maléico etilenodiamina (QME).

GRUPO FUNCIONAL/

NUMERO DE ONDA (cm)

MATERIAL Q QM QME
NH2 e O-H 3400 a 3100 3395 3278
C-H 2930 — 2860 3004 2999
C=0 - Amida 1650-1630 1637 -
C=0 (acido carboxilico) - 1740-1715 -
C-0-C 1087 1074 1067
B(1—4) 1158-899 1158-893 1158-892
N-H 1586 - 1557
C=C - 1696 -
C=N - 1637 1632

3.1.4. Analise Termogravimétrica (TG)

Fonte: autoria prdpria (2017)

Os perfis de degradacdo termica da quitosana e dos derivados de quitosana com

anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME) sdo apresentados na

Figura 9.
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Figura 9. Curvas termogravimétricas da quitosana(Q) e derivados QM (quitosana
modificada com anidrido maléico) e QME (quitosana modificada com anidrido maléico

e posterior reacdo com etilenodiamina).
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Fonte: autoria prépria (2017).

Na curva de TG para quitosana pura, tem-se o0 primeiro evento de 26 a 118 °C, com

perda de massa de 8,38%, corresponde ao processo de desidratacdo, pois a quitosana

apresenta ao longo de sua cadeia grupos amino (-NH2) na posi¢do C-2, grupos hidroxila

primarios (-OH) na posicdo C-3 e grupos hidroxila secundarios na posi¢do C-6. Esses grupos

permitem ligacdes secundarias com a agua através de ligacdes de hidrogénio, o que torna esse

polissacarideo fortemente hidrofilico. Ja no segundo evento observa-se uma perda de massa

de 59,41% entre 188 a 768°C, referente a degradacdo térmica do biopolimero (Dantas, et
al.2016).

Podemos observar que o perfil de degradacdo mostra que 0s processos de

decomposic¢éo térmica dos materiais quimicamente modificados envolvem mais de um evento
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térmico, e isso é claramente evidenciado pelas curvas DTG que apresenta picos distintos tanto
pra quitosana quanto para os derivados, como mostra a Figura 10.

Podemos observar que a quitosana modificada com anidrido maléico e posterior
reacdo com etilenodiamina mostraram-se termicamente mais estaveis do que a quitosana
como se pode observar analisando os dados da Tabela 3.

Figura 10: Derivadas das curvas termogravimetricas da quitosana(Q) e derivados QM
(quitosana modificada com anidrido maléico) e QME (quitosana modificada com

anidrido maléico e posterior reacdo com etilenodiamina).
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Fonte: autoria propria (2017).

A quitosana modificada com anidrido maléico (QM) apresentou quatro estagios de
degradacéo, sendo no primeiro estagio de degradacdo térmica com inicio em 32 a 96°C com
perda de massa de 2,02% correspondente a perda de agua da superficie do material, os demais

estagios referem-se a degradacdo termica do material, sendo que o segundo estagio teve inicio
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112 a 160°C, com perda de massa 4,34 %, e o terceiro estagio ocorreu ente 175 a 263°C, com
perda de massa 15,6%, ambos referem-se a degradacdo do grupo mobilizado e o quarto
estagio que vai de 285 a 778°C com perda de massa 42,96%, é referente a degradacdo da
quitosana. Assim foi observado um aumento na temperatura de degradacdo da quitosana
gerando uma maior estabilidade na estrutura do polissacarideo ap6s a modificacao.

Ja a quitosana modificada com anidrido maléico e posterior reacdo com
etilenodiamina (QME), apresentou trés estagios de degradacdo, o primeiro iniciou-se 26 a
108°C com perda de massa de 6,05%%, esta relacionado a desidratacdo do material, o
segundo estagio teve inicio em 137° C e vai até 230°C, com perda de massa de 13,55% |,
refere-se a degradacdo do grupo funcional e o terceiro estdgio que vai 255° a 798°C com
perda de massa de 46,31%, estd relacionado a degradacdo da estrutura do polissacarideo.

Essa melhor estabilidade térmica dos derivados pode esta relacionada a presenca de
determinados grupos funcionais inseridos na cadeia polimérica.

Tabela 3. Resultados de TG/DTG para os derivados da quitosana(Q) e seus derivados

modificados com anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME).

Produtos Intervalo de Perda de Massa Residuo
Temperatura (°C) (PM) (%) (100 — (SOMA% PM))
Q 26 - 118 8,38 32,19
188 - 592 59,43
QM 32-96 2,02
112 - 160 4,34 35,62
175 - 263 15,06
285 - 760 42,96
QME 26 — 108 6,05
137 — 230 13,55 34,09
255 - 591 46,31

Fonte: autoria propria (2017)
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3.2. Atividade antibacteriana

Os resultados dos ensaios para avaliacdo da atividade antibacteriana da quitosana (Q) e
seus respectivos derivados QM e QME sdo apresentados nas tabelas a seguir, onde podemos
observar que a quitosana (Q) e seus derivados QM e QME apresentaram um melhor efeito
inibitdrio para a cepa Staphylococcus aureus quando comparada com a cepa Escherichia coli.
Tabela 4. Efeito inibitério da quitosana (Q) e seus derivados modificados com anidrido
maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME) sobre cepa padrdo de

Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Amostras Efeito Inibitorio (%)
S. aureus
Q 89,85+ 6,02 b
QM 94,11+2,08a
QME 81,52+ 3,00

Fonte: autoria prdpria (2017)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade e 95% de confiabilidade.
Tabela 5. Efeito inibitério da quitosana (Q) e seus derivados modificados com anidrido
maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME) sobre cepa padréo de

Escherichia coli (ATCC 25922).

Amostras Efeito Inibitorio (%)
E.coli
Q 71,80+3,78a
QM 59,00 £2,00 b
QME 56,01+ 3,06 b
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Fonte: autoria propria (2017)
Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade e 95% de confiabilidade.

Estudos revelam que o mecanismo da atividade antimicrobiana da quitosana esta
intimamente relacionado as propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da
membrana do microrganismo (Goy, Morais & Assis, 2016).

O mecanismo de acdo da quitosana e seus derivados frente aos microrganismos difere
entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Na presenca de quitosana e de seus
derivados a membrana das Gram-positivas € fragmentada, enquanto nas Gram-negativas, 0
citoplasma se concentra, e 0 espaco intracelular é ampliado, e esta complexidade pode levar a
uma possivel reducdo do efeito inibitério frente a este grupo (Paiva, Souza-neto, & Batista
2014; Lifeng, et al.2004; Lacerda, et al.2015).

A melhor atividade antibacteriana dos materiais foi para a cepa S.aureus quando
comparada com E. coli que pode estar relacionada com as diferengas na composicdo da
parede celular de ambas as bactérias. Na figura abaixo se encontra expresso a diferenca entre
a parede celular de ambas as bactérias.

Figura 11. Esquema da Parede celular das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa.
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Na figura 11, visualiza-se a complexidade quimica da parede celular das bactérias Gram-
negativas, composta por multiplas camadas, que sdo formadas externamente por
lipopolissacarideos e proteinas (lipoproteinas e as porinas), que tem por fungdo criar uma
barreira de permeabilidade contra macromoléculas e compostos hidrofébicos, esta possui um
espaco periplasmatico entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica e a camada de
peptidoglicano, mais delgada, situada entre essas membranas, sugerindo assim uma maior
dificuldade de acdo de materiais poliméricos neste grupo de bactérias (Raven, Evert &
Eichhorn, 2001; Jung, et al. 2010).

Esta complexidade sugere uma maior barreira, favorecendo assim um possivel aumento
no efeito inibitério da quitosana e seus derivados frente as bactérias Gram-positivas, que
possuem parede celular menos complexa conforme se demonstra na figura 11 (Raven, Evert
& Eichhorn, 2001; Mendes, et al. 2016; Eaton, et al. 2008).

Por outro lado, destaca-se também que a parede celular das bactérias Gram- positivas
possuem o0s acidos teicoico e lipoteicoicos, ausente nas Gram-negativas, € que o derivado

(QM) incorpora grupos hidrofobicos a estrutura da quitosana (Q), e essa incorporacdo podem
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reagir mais facilmente com esses componentes provocando assim um melhor efeito inibitorio
deste derivado com a bactéria S. aureus (Mendes, et al.2016).

Modificacdo das cadeias de quitosana (que é hidrofilica) com compostos hidrofébicos
pode resultar em produtos com um comportamento anfifilico (hidrofilica e lipofilica). Os
derivados de quitosana anfifilicos sdo capazes de se auto montar e formar micelas sob

condicdes adequadas (El-Fray, Niemczyk & Pabin-szafko, 2012; Muzzarellia, et al. 2012).

3.3. Estudo da Citotoxicidade da quitosana e derivados

Para avaliacdo preliminar da citotoxicidade in vitro da quitosana(Q) e seus derivados
modificado com anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com etilenodiamina (QME) foi
realizada pelo método de ensaio de viabilidade celular frente a reducdo do brometo de [(3-
(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difenil tetrazolio (MTT))]. As células GMO07492A (Fibroblasto
Humano) em meio de cultura Dulbecco Mem (DMEM) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade e estéo representadas na segunda coluna (C (-) = controle
negativo).

O teste pela reducdo frente ao MTT € um método desenvolvido para avaliar a
viabilidade celular verificando a atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato
desidrogenase. Trata-se de um teste colorimétrico, baseado no uso do brometo de [(3-(4,5-
dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)).], em que este é reduzido apenas por
mitocdndrias viaveis. A reducdo do MTT, da cor amarelada para a cor roxa, ocorre apenas
em celulas viaveis, sendo sua densidade diretamente proporcional ao nimero de células
presentes. (Mosmann, 1983).

Os ensaios de viabilidade sdo passos vitais nos estudos de toxicidade que determinam

a resposta celular a um toxico, fornecendo informacdes sobre a morte celular e as atividades
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metabolicas. Neste sentido foi utilizado para avaliar a citotoxicidade in vitro da quitosana(Q)
e derivados quitosana maléico (QM) e quitosana maléico etilenodiamina (QME) o ensaio
reducdo ao brometo de [(3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)], método rapido e
eficaz para testar a atividade mitocondrial, que se correlaciona muito bem com a viabilidade
celular (Sabudin, et al. 2012).

Na tabela 6, estdo expressos os resultados de viabilidade celular da quitosana(Q) e dos
derivados QM e QME. A porcentagem de células viaveis deve apresentar-se acima de 50%,
valor minimo, para considerar um material biocompativel (Granato, et al. 2009; Medeiros, et
al.2016; 1SO, 2009).

Tabela 6. % de viabilidade das amostras de quitosana(Q) e de seus derivados
quitosana maléico (QM) e quitosana maléico etilenodiamina (QME) sobre Fibroblastos
Humanos (GMO07492A), ap6s 52h pelo ensaio de reducdo ao [brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT))]. Os valores representam as médias =*

desvio-padréo para experimentos realizados em triplicata.

AMOSTRAS MEDIA (%) / AGRUPAMENTO
DESVIO- PADRAO
CONTROLE POSITIVO (+) 29,88+4,04 c
CONTROLE NEGATIVO (-) 100,00 + 0 a
QUITOSANA-Q 97,95+6,35 a
QUITOSANA MALEICO- QM 34,65+ 4,86 c
QUITOSANA MALEICO 68,59 + 3,31 b

ETILENODIAMINA- QME

Fonte: autoria propria (2017)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e 95% de confiabilidade.
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Os resultados acima expressam que 0 controle positivo apresenta um decréscimo
celular, caracterizando a morte celular. Observamos claramente que o material QM afeta o
percentual de viabilidade celular, em comparacdo com o controle negativo. Estes resultados
sdo complementares ao teste de reducdo ao brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), indicam assim toxicidade do QM, retratando que o material em
estudo pode ser sugerido para atividade antitumoral.

Sugere-se que a modificagdo quimica realizadas no derivado quitosana maléico (QM)
revelou toxicidade, uma vez que a viabilidade celular obtida para as amostra exibiu variacdes
significativas em relacdo aos grupos controle positivo (+) e negativo (-), com isso, 0S
resultados evidenciam que o mesmo apresenta toxicidade para a cultura de células de
fibroblasto humano (GMO07492A), expressando assim que, com exce¢do da quitosana pura e
do derivado QME, o derivado QM, tem sua utilizacdo sugerida na atividade anticancer ou
antitumoral, e com o avanco de novas tecnologias e melhor compreensdo dos mecanismos no
combate ao cancer, materiais poliméricos com elevada toxicidade, estdo sendo investigadas
devido as suas possibilidades de modificacdo quimicas, na tentativa de obtencdo de novos
medicamentos, sugerindo a utilizacdo destes como uma possivel saida de novos tratamentos

(Brandao, et al. 2010).
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4., CONCLUSAO

A quitosana e derivados foram devidamente caracterizados, apresentando evidéncias
de que a modificacdo quimica na cadeia polimérica da quitosana foi efetuada.

A analise elementar foi possivel observar o aumento no numero de carbono com a
insercdo do anidrido maléico ao derivado QM e o aumento no numero de aminas com a
incorporacdo da etilenodiamina ao derivado QME.

Variagdes nos picos no espectro de DRX da quitosana e derivados mostraram que a
incorporacdo de novos grupos funcionais na cadeia polimérica da quitosana e dos derivados
provocou mudangas na cristalinidade dos novos materiais obtidos quando comparada com a
quitosana pura.

Os resultados do infravermelho mostraram evidéncias na efetividade da modificacdo
da quitosana(Q) com o derivado modificado com anidrido maléico (QM) e com posterior
reacdo com etilenodiamina (QME) associadas pelo aparecimento e desaparecimento de
bandas nos espectros obtidos.

A quitosana modificada com anidrido maléico (QM) e posterior reacdo com
etilenodiamina (QME) mostraram-se termicamente mais estaveis do que a quitosana, por
apresentarem mais etapas de degradacdo corroborando para a efetivacdo da reacdo quimica,
conforme se visualizou na analise termogravimétrica.

Os resultados da atividade antibacteriana da quitosana e derivados sdo promissores e
sugerem que formulagdes farmacéuticas compostas QM poderiam apresentar um melhor
efeito terapéutico contra infeccOes bacterianas do que a quitosana pura, 0 que poderia ser
melhor avaliado por meio de ensaios in vivo.

Os ensaios de citotoxicidade mostraram que a modificacdo da quitosana com anidrido

maléico (QM) revelou que o material em estudo é toxico, em células de fibroblastos humano
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,sugerindo assim sua utilizacdo para atividade antitumoral ou anticancer, ja a Quitosana e o
derivado QME, por apresentarem resultados promissores de acordo com a literatura, para o
teste de toxicidade, mostram-se favoraveis para serem testados em outros ensaios in vivo,
sugerindo assim sua utilizacdo com biomateriais.

Os resultados do presente estudo indicam que a modificacdes quimicas realizadas na
quitosana sugerem que esses materiais sdo promissores para futuras aplicacbes nas areas-

médico- farmacéuticas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento no nimero de microrganismos patogénicos resistentes tem estimulado a
busca por novos agentes antibacterianos. A modificacdo quimica da quitosana com anidridos
organicos e com aminas tem se mostrado bastante promissora, sugerindo um leque de
aplicacdes e possibilidades.

As modificacdes feitas na estrutura do polissacarideo quitosana com o anidrido
maléico e etilenodiamina mostraram resultados conflitantes em relacdo ao efeito inibitorio
bacteriano dos materiais e a quitosana pura. Os ensaios de citotoxicidade em células de
fibroblasto humano indicaram néo toxicidade na quitosana e o no derivado QME, em ambos
0s materiais, tornando-os promissores para futuras aplicacdes biomédicas, ja o derivados QM
apresentou um nivel de toxicidade elevado, sugerindo assim sua utilizacdo na terapia

anticancer ou antitumoral.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

= Efetuar caracterizagdes quimicas e morfoldgicas.

= Associar os derivados com farmaco de acdo anti-inflamatoria.

» Obter um novo derivado na forma de membrana ou filme para uso topico.
» Efetuar ensaios de liberagao.

= Realizar mais testes in vitro e in vivo.
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