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RESUMO

A quitosana tornou-se promissora como biomaterial. A introducdo de grupo amina em sua
estrutura por sintese quimica pode melhorar suas caracteristicas bioldgicas. Para o
desenvolvimento dessa pesquisa, primeiramente foram investigados trabalhos realizados com
grupos aminas e outros agentes quimicos utilizados em sinteses de novos derivados de
quitosana e suas aplicacdes na area biomédica e farmacéutica em tratamento gastrico, através
de um estudo prospectivo. As modificacdes na estrutura da quitosana foram identificadas nos
artigos por diferentes compostos quimicos com a finalidade principal de melhorar a
permeabilidade e mucoadesao, visando aplicacdo na area da saude. Porém, ndo foi encontrado
artigo sobre quitosana modificada com base amina no tratamento gastrico. Assim, a quitosana
foi modificada neste trabalho para avaliar algumas propriedades bioldgicas. A quitosana
reagiu com acetilacetona (Qac), em seguida com etilenodiamina (Qacen) ou com
dietilenotriamina (Qacdien) e associadas ao farmaco ceftazidima (F). A modificagdo quimica
foi comprovada pelas caracterizagdes: Andlise Elementar, DRX, FTIR e TG/DTG/DSC.
Qacen, Qacdien, QacenF e QacdienF  apresentaram aumento nos indices de nitrogénio,
diminuicdo no indice de cristalinidade (7,1%; 4,3%; 7,4% e 7,8%, respectivamente) e
melhoria na estabilidade térmica para os derivados sem o farmaco e diminuigdo nos derivados
com o farmaco. A biocompatibilidade dos derivados foram confirmadas pela baixa taxa
hemolitica (< 5%) em ensaio in vitro, pela ndo toxicidade no ensaio in vivo sobre Artemia
salina (DL50%>3000 ppm), pelo indice antioxidante significativo em ensaio in vitro. Qacen
(55,2%) e Qacdien (68,1%) apresentaram resultados superiores ao da quitosana pura (50,7%)
na cicatrizacdo de Ulcera géstrica. Os resultados qualificam os derivados de quitosana como
promissores biomateriais para aplicagdo na area da salde.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, hemolise, quitosana modificada.
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ABSTRACT

Chitosan is it has become promising as a biomaterial. The introduction of amine groups into
their structure by chemical synthesis can improve their biological characteristics. For the
development of this research, it was first investigated the work done with amine groups and
other chemical agents used in syntheses of new chitosan derivatives and their applications in
the biomedical and pharmaceutical area in gastric treatment, through a prospective study.
Changes in chitosan structure were identified in the articles by different chemical compounds
with the main purpose of improving permeability and mucoadhesion, aiming at health
applications. However, no article was found on amine-based modified chitosan in gastric
treatment. Thus, chitosan was modified in this work to evaluate some biological properties.
Chitosan was reacted with acetylacetone (Qac), then with ethylenediamine (Qacen) or with
diethylenetriamine (Qacdien) and associated with the drug ceftazidime (F). The chemical
modification was verified through the characterization techniques: Elementary Analysis,
XRD, FTIR and TG/ DTG / DSC. Qacen, Qacdien, QacenF and QacdienF showed increase in
the nitrogen indexes, decrease in crystallinity index (7.1%, 4.3%, 7.4% and 7.8%,
respectively) and improvement in thermal stability for the derivatives without the drug and
decrease in the derivatives with the drug. The biocompatibility of the derivatives was
confirmed by the low hemolytic rate (<5%) in in vitro assay, by in vivo toxicity test on
Artemia salina (LD50%> 3000 ppm), by the significant antioxidant index in vitro assay.
Qacen (55.2%) e Qacdien (68.1%) presented higher results than pure chitosan (50.7%) in the
healing of gastric ulcer. The results qualify the chitosan derivatives as promising biomaterials

for application in the health area.

Key-words: Biocompatibility, modified chitosan, hemolysis.
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1. INTRODUCAO

A quitosana € um biopolimero, polissacarideo linear, microcristalino, constituido de
unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina, por meio de ligacdes B-(1— 4), obtido da
desacetilacdo da quitina, o segundo maior recurso natural do mundo, encontrado no
exoesqueleto de crustaceos, insetos e fungos. E um promissor biomaterial por apresentar
diferentes propriedades bioldgicas importantes para aplicacbes na area biomédica e
farmacéutica (Garcia-Fuentes, et al. 2012; Luo & Wang, 2014; Servat-Medina, et al. 2015;
Zhu, et al. 2017; Husain, et al. 2017; Kim, et al. 2017; Philibert, Lee & Fabien, 2017).

No processo de obtencdo da quitosana, calcula-se o seu grau de desacetilacdo (GD), o
qual indica o nimero de grupo amina ao longo da cadeia polissacaridica, sendo 0 mesmo
calculado como a proporcdo de D-glucosamina somado a D-glucosamina e N-acetil D —
glucosamina (Li, et al. 2015; Wu, et al. 2017), uma vez que para formar a quitosana precisa
conter no minimo 50% de D-glucosamina (Gonsalves, et al.2011). Contudo, o grau de
desacetilacdo estd quimicamente ligados as caracteristicas do polimero, tais como: grau de
solubilidade, flexibilidade, conformacdo do polimero, viscosidade, teor de cristalinidade,
porosidade, resisténcia a tracdo e nas propriedades biologicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, mucoadesdo, analgésico, potenciador de adsorcdo, antibacteriana,
antifangica, antiulcerogénica e antioxidante (Croisier & Jérome, 2013; Elsabee & Abdou,
2013; Philibert, Lee & Fabien, 2017).

Nos ultimos anos, as modificagdes da quitosana vém recebendo muita atengdo em
relacio a sua potencialidade de aplicacdo, principalmente visando a area
farmacéutica (Shukla, et al. 2013; Kim, et al. 2017). Esse biopolimero pode ser modificado
por modificacdo fisica (Giannakas, et al. 2016; Kumar, et al. 2017), em que ocorre a mistura
fisica de dois ou mais polimeros, visando o desenvolvimento de um novo material com

1



propriedades fisicas distintas e modificacdes quimicas, em que ocorre a modificacdo nas
propriedades fisico-quimicas da quitosana, tais como o carregamento eletrostatico e a
permeacao de superficies poliméricas (Philibert, Lee & Fabien, 2017; Kim, et al. 2017).

A quitosana possui trés grupos funcionais reativos: um grupo amino e dois
grupamentos hidroxilas (Kim, et al. 2017). Esses grupamentos possibilitam algumas
modificagdes quimicas na quitosana, definidas como acetilacdo, quaternizacdo, N-acetilacéo,
N-alquilacdo, N-carboxilacdo, N-sulfonacdo, nitracdo, fosforilacdo, xantacdo, O-
carboximetilacdo, N-carboxialquilacdo e carboximetilacdo (Santos, et al. 2003; Garcia et al,
2008; Gonsalves, et al. 2011).

Dentre os trés grupos reativos da quitosana, 0 grupo amina primaria da quitosana
possui maior reatividade em comparacgdo aos grupos hidroxila, podendo também reagir com
aldeidos e cetonas para formar iminas (bases de Schiff) ou reagir com anidridos carboxilicos
dando origem a amidas (Shukla, et al. 2013; Osorio, et al. 2016).

Por ser um polissacarideo que apresenta biodegradabilidade, elevada taxa de
biocompatibilidade (Patil, et al. 2018) e baixa toxicidade, a quitosana se destaca entre 0s
biopolimeros por apresetar atividade de regeneracdo de tecido animal (Azevedo, et al. 2013;
Nascimento e Lombello, 2016; Wu, et al. 2017, Luna-Herndndez, et al. 2017),
antimicrobianas (Pereira, 2013; Giannakas, et al. 2016; Kumar, et al. 2017), antioxidantes
(Anraku, et al. 2011; Ngo, et al. 2015), anti-inflamatorias e antiulcerogénica (Servat-Medina,
et al. 2015), gastroprotetora (Al-Hilal, et al. 2013; Volod’ko, et al. 2014), transportador de
gene (Singh, et al. 2015) e excipiente farmacéutico e administragdo de farmaco em sistemas
de liberacdo controlada (Girones Molera, et al. 2012; Gomathysankar, et al. 2014).

Diante da potencialidade deste biopolimeros, realizou no primeiro capitulo desse
trabalho um estudo prospectivo de alguns artigos e patentes do cenario atual de estudo das

propriedades bioldgicas da quitosana modificada com base amina promissora para aplicacao
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na area biomédica e farmacéutica como carreador em sistema de liberacdo de farmaco e
protecao gastrica.

O segundo capitulo aborda o desenvolvimento experimental da modificacdo da
quitosana com acetilacetona como base para reacdes subsequentes com grupos amina e
incorporacdo do farmaco ceftazidima para avaliagdo de suas propriedades bioldgicas de
citotoxicidade aguda in vivo frente a Artemia salina, in vitro de atividade hemolitica e
atividade antioxidante. Aborda também, o resultado da atividade gastroprotetora da quitosana

pura em tratamento de Ulcera gastrica.
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RESUMO

Quitosana é biopolimero versatil, que pode ser moldado em formas de filmes, nanoparticulas,
gel, flocos e po, o que viabiliza modificacdo quimicamente em sua estrutura para proporcionar
aumento na potencialidade de sua estrutura e melhora em suas caracteristicas, ampliando
assim o seu campo de aplicacdo. Sendo assim, foi realizado um estudo de prospeccdo
considerando publicacdes atuais sobre o uso da quitosana modificada com base amina e
outros agentes quimicos utilizados em sinteses de novos derivados de quitosana e suas
aplicacdes na area biomédica e farmacéutica em tratamento gastrico. Foram investigados
artigos e patentes, por meio de uma abordagem quantitativa. Usou-se para o inventario artigos
das bases Web of Science, Scopus, Scielo e as bases de dados de patentes Instituto Nacional da
Propriedade Industrial-INPI e Banco Europeu de Patentes (Europen Patent Office - EPO), no
periodo de 1945-2017. As modificacdes na estrutura da quitosana foram realizadas por
diferentes compostos quimicos principalmente com a finalidade de melhorar sua
permeabilidade e mucoadesdo, visando a aplicacdo em carreamento em sistema de liberacao
controlado e tratamento gastrico. Na Web of Sciece, Scopus, Scielo e EPO 0 ano com maior
namero de publicacBes e depdsitos de patentes com “modified chitosan” foi 2017 e com
“modified chitosan” AND pharmaceutical, “modified chitosan” AND ethylenediamine e
“modified chitosan” AND diethylenetriamine foi 2016, com destaqgue no dominio das
publicacbes para China e India. Entretanto, o ano de 2015 foi o que mais recebeu registro de
patente do INPI de origem brasileira sobre quitosana. Contudo, ndo foi encontrado artigo
relacionado a modificacdo da quitosana com acetilacetona, em seguida com etilenodiamina ou
dietilenotriamina que avaliasse as suas propriedades biologicas para fins de aplicacdo no

tratamento de lesdo gastrica.

Palavras-Chave: Quitosana modificada, propriedades biologicas e tratamento gastrico.

10



ABSTRACT

Chitosan is a versatile biopolymer, which can be molded into film, nanoparticle, gel, flake and
powder forms, which allows chemically modifying its structure to increase the potential of
bonds and improve its characteristics, thus expanding its field of application. Therefore, a
prospecting study was carried out considering current publications on the use of modified
chitosan with amine base and other chemical agents used in syntheses of new chitosan
derivatives and their applications in the biomedical and pharmaceutical area in gastric
treatment. Articles and patents were investigated through a quantitative approach. Web of
Science, Scopus, Scielo and the patent databases of the National Institute of Industrial
Property (INPI) and the European Patent Office (EPO) were used for the inventory in the
period 1945-2017. The modifications in chitosan structure were performed by different
chemical compounds mainly for the purpose of improving their permeability and
mucoadhesion, aiming at the application in a controlled release system and gastric treatment.
In the Web of Sciece, Scopus, Scielo and EPO the year with the largest number of publications
and patent deposits with "modified chitosan” was 2017 and with "modified chitosan™ AND
pharmaceutical, "modified chitosan” AND ethylenediamine and "modified chitosan” AND
diethylenetriamine was 2016, with emphasis on publications for China and India. However,
the year 2015 received the highest INPI patent registration of Brazilian origin on chitosan.
However, no article was found related to the modification of chitosan with acetylacetone, then
with ethylenediamine or diethylenetriamine which evaluated its biological properties for the

purpose of applying gastric lesion.

Key-words: Modified chitosan, biological properties and gastric treatment.
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1. INTRODUCAO

A quitosana é um biopolimero classificado como polissacarideo linear, originado da
reacdo de desacetilacdo alcalina da quitina, pela substituicdo em parte dos grupos N-acetil
existentes na quitina (Bhavsar, et al. 2017). E um polimero natural, de baixa toxicidade, de
baixo custo, renovavel, biodegradavel, formado de liga¢des B-(1-4)-2-amino-2- desoxi-D-
glicopiranose e B-(1-4)-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose (Nascimento, et al. 2017; Liang,
et al. 2018).

A modificacdo quimica na estrutura de polimero natural proporciona uma melhora em
sua estrutura, na sua potencialidade de ligacdo e em suas caracteristicas, ampliando o seu
campo de aplicacdo em area como a biomédica e farmacéutica, em especifico no uso de
formulacdo farmacéutica com o intuito de melhorar o controle da liberagdo do farmaco em um
local especifico no organismo (Ebrahimi Samani, et al. 2017).

Os biopolimeros quitina e quitosana sdo copolimeros formados por monémeros N-
acetil-D-glicosamina e D-glicosamina em quantidades diferentes, sendo que N-acetil-D-
glicosamina predominante na formagdo da quitina, enquanto D-glicosamina é encontrado em
maior proporcdo na quitosana (Bessa-Junior et al., 2013; Samrot, et al. 2016; Janior, et al.
2017).

A quantidade de grupos amino (NH;) formados no processo de desacetilagdo para
formacgéo da quitosana, limita a solubilidade a meio acido (Mendes et al., 2011; Kamath &
Sunil, 2017), em consequéncia a essa caracteristica, muitos estudos buscaram meios de
modificar a sua estrutura quimica para viabilizar a sua solubilidade em meios mais proximo
do alcalinos e ampliar o seu campo de aplicacdo (Nascimento, et al. 2017; Liang, et al.
2018), visto que algumas enzimas fisiologicas exigem um ambiente proximo do neutro para

exercem sua atividade bioldgicas (Aljawish, et al. 2015; Chen & Zeng, 2017). Entretanto, o
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maior nimero de grupo amina em sua estrutura, deixando-a mais biodegradavel, menos
cristalina e com maior acdo antimicrobiana, tornando-a mais promissora como biomaterial
(Hu, et al. 2015; Haufe, et al. 2017) para aplicacdo na area da salde e com maior acdo reativa,
uma vez que a reacao podera levar menos tempo para ocorrer em regides amorfas do que em
cristalinas.

A viabilidade em modificar a quitosana usando diferentes compostos quimicos,
propiciou a esse biopolimero grande importancia para aplicacdes na area da salde, visto que a
quitosana pura apresenta biocompatibilidade para biomoléculas (Pereira, et al. 2017), porém
é essencial investigar as propriedades bioldgicas de novos derivados para garantir seguranca
em aplicacdo in vivo.

Os polimeros possuem propriedades bioldgicas eficientes que viabiliza seu uso como
excipiente farmacéutico, podendo garantir controle fisico, quimico e microbiolégico ao
medicamento, melhorando a efetividade do principio ativo do farmaco e diminuindo seus
efeitos colaterais (2010; Rohilla, et al. 2016; Atabi, et al. 2017). Além de possibilitar o
controle na liberacdo do farmaco, entretanto, necessita ser modificado para que haja um maior
controle da sua acdo na concentracdo plasmatica (Lopes, et al. 2005; Pezzini, et al. 2007;
Noél, et al. 2013; Atabi, et al. 2017).

Visando o conhecimento sobre as publicacdes atuais, foi realizado um estudo de
prospeccdo sobre o uso da quitosana modificada com grupo amina e outros agentes quimicos
utilizados em sinteses de novos derivados de quitosana e suas aplicacfes na area biomédica e

farmacéutica em tratamento gastrico.
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2. METODOLOGIA

Realizou-se uma pesquisa de base quantitativa para investigar as bases de dados de
artigos e patentes, no més de maio de 2018, sobre publicagdes vinculadas a estudos da
quitosana modificada com grupos amina e outros agentes quimicos utilizados em sinteses de
novos derivados de quitosana e suas aplicaces na area biomédica e farmacéutica em
tratamento gastrico. Usou-se para o inventario artigos das bases Web of Science, Scopus,
Scielo e as bases de dados de patentes Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) e
Banco Europeu de Patentes (Europen Patent Office - EPQO). Foram pesquisados artigos
publicados no ano de 1945 até o ano de 2017, com andlise descritiva dos artigos das ultimas
palavras-chave do refinamento de busca de acordo com a Tabela 1, sem restricdo de ano de
publicacéo.

A realizacdo da pesquisa dos depdsitos de patentes no banco de dado do INPI foi
utilizada por palavras-chave em portugués.

Tabela 1. Palavras-chave usadas na busca de artigos nas bases de dados Web of Science,
Scopus, Scielo e patentes depositadas no INPI e EPO para a prospec¢do tecnoldgica, no

periodo de 1945 a 2017.

Palavras-chave

Chitosan
“modified chitosan”
“modified chitosan” AND drug AND delivery
“modified chitosan” AND drug AND release
“modified chitosan” AND pharmaceutical

“modified chitosan” AND ethylenediamine
“modified chitosan” AND diethylenetriamine

“modified chitosan” AND ethylenediamine AND hemolysis

“modified chitosan” AND ethylenediamine AND “Artemia salina”
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“modified chitosan” AND ethylenediamine AND “antioxidant”
“modified chitosan” AND ethylenediamine AND gastric “treatment”
“modified chitosan” AND diethylenetriamine AND “hemolysis”
“modified chitosan” AND diethylenetriamine AND “Artemia salina”
“modified chitosan” AND e diethylenetriamine AND “antioxidant”
“modified chitosan” AND diethylenetriamine AND gastric “treatment”

Fonte. Autoria propria, 2018.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 encontram-se os resultados da busca de artigos publicados até o periodo

de dezembro de 2017 nos bancos de dados Scopus, Web of Science, Scielo e patentes na EPO

e INPI.

Tabela 2. Nimero de artigos encontrados nos bancos de dados Scopus, Web of Science, Scielo

e patentes na EPO e INPI até o periodo de dezembro de 2017.

Palavras-chave

Bases de dados

Web of Scopus Scielo Patentes Patentes
Science INPI EPO
Chitosan 56.095 54.150 518 217 9.407
“modified chitosan” 1.609 23.190 64 07 2.915
“modified chitosan” AND 371 11.086 03 0 17
drug AND delivery
“modified chitosan” AND 204 9.162 01 0 17
drug AND release
“modified chitosan” AND 13 6.735 03 0 15
pharmaceutical
“modified chitosan” AND 17 34 02 0 06
ethylenediamine
“modified chitosan” AND 02 05 1 0 02
diethylenetriamine
“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0
ethylenediamine AND
“hemolysis”
“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0
ethylenediamine AND
“Artemia salina”
“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0

ethylenediamine AND

“antioxidant”
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“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0
ethylenediamine AND
gastric “treatment”
“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0
diethylenetriamine AND
“hemolysis”
“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0
diethylenetriamine AND
“Artemia salina”
“modified chitosan” AND 0 0 0 0 0
e diethylenetriamine AND
“antioxidant”
“modified chitosan” AND 0 01 0 0 0
diethylenetriamine AND

“gastric “treatment”

Fonte. Autoria propria, 2018.

Conforme a Tabela 2, dos 56.095 artigos publicados na Web of Science sobre
quitosana, a maioria (6.825; 12,2%) foi publicado no ano de 2017 (Figura 1 a), assim como no
Scopus (5.837; 10,8%) e no banco de patente EPO (5.046; 50,4%). J& no Scielo o ano de
2017 e 2015 empatam nos depositos das patentes (11,0%), bem como no banco de patente do
INPI (9,7%). Destes artigos, a maioria publicado na Web of Science e Scopus eram da China e
dos Estados Unidos (29,0% e 28,4%; 10,2% e 10,3%, respectivamente), porém no Scielo a

predominancia foi brasileira (62,7%), seguido do Chile (10,0%), Figura 1 (b).
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Figura 1. Artigos publicados nos altimos trés anos sobre “Chitosan” nas bases de dados Web
of Science, Scopus, Scielo (a), no periodo de 2015 a 2017 e ranking dos paises que mais

publicam artigos sobre o assunto (b), no periodo de 1945 a 2017.
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Bases de dados e patentes
Paises com maior nimero de publicacéo

De acordo com a Figura 1 (a), as bases de dados Web of Science e Scopus lideram o
namero de publicacdes de artigos sobre quitosana, seguido por EPO na publicagdo de patente.
A partir de 2015 nestas trés bases de dados, o nimero de artigos publicados aumentou
vertiginosamente, assim como o numero de depoésito de patente na EPO. Nestas mesmo
periodo, nestas bases de dados, observa-se que 0s paises que mais publicaram artigos
correlacionados ao tema foram China e Brasil.

Na Figura 2 observa-se um aumento quantitativo no nimero de artigos e patentes de
2015 a 2017 das publicagdes com a palavra-chave “modified chitosan”, com destaque para o
ano de 2017. Esse aumento revela que a quitosana modificada se tornou um polimero
promissor no mercado tecnolégico em consequéncia as suas propriedades melhoradas
conforme a aplicacdo proposta, e que 0 aumento no nimero de publica¢cbes mostra a evolugéo

da ciéncia no uso deste polissacarideo, sendo um tema atual, e que ainda precisa ser estudado.
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Figura 2. Artigos publicagdes sobre “modified chitosan” nas bases de dados Web of Science,

Scopus, Scielo e base de patente da EPO, até o ano de 2017.
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Bases de dados e patente

Na busca refinada por “modified chitosan” a China destaca-se na producdo de
conhecimento tanto na base de dados Web of Science (33,2%) quanto na Scopus (33,5%). Este
padrao se repete quando os termos “modified chitosan” AND drug AND delivery e “modified
chitosan” AND drug AND release sao aplicados na busca, registrando-se 40,1% e 36,2% para
Web of Science e 28,6% e 27,8% para Scopus, respectivamente.

Entretanto, pela busca “modified chitosan” AND pharmaceutical, na Web of Science a
india foi quem mais publicou (61,5%), assim como para busca “modified chitosan” AND
ethylenediamine no Scopus empatou com a com a China em (21,4%) artigos publicados, ja
dos 04 artigos encontrados na busca “modified chitosan” AND “diethylenetriamine” no
Scopus dois eram da Italia, bem como o unico artigo publicado sobre quitosana modificada
com base amina pela busca refinada “modified chitosan” AND diethylenetriamine AND
gastric “treatment”no Scopus era de origem itliana. Contudo, nédo foi encontrado artigo sobre
quitosana modificada com base amina pela busca “modified chitosan” AND gastric

“treatment” nas outras bases de dados, assim como nao foi encontrado também pela busca das
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propriedades biologicas “modified chitosan” AND “hemolysis”; “modified chitosan” AND
“Artemia salina” e “modified chitosan” AND “antioxidant”.

As modificacbes na quitosana ocorreram principalmente para melhorar as suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, com destaque para 0 uso dos compostos quimicos
da Tabela 3, possibilitando a quitosana melhoria nas suas propriedades e viabilizando
ampliacdo de sua aplicacao na area biomédica e farmacéutica.

Tabela 3. Principais compostos quimicos usados para modificacdo da quitosana, conforme
artigos publicados na Web of Science, Scopus, Scielo, INPI e EPO até o ano de 2017, com a

finalidade de aplicacdo na area biomédica.

Aplicacéo do
Reagentes derivado

Antimicrobiano/

3,6- O - N- acetil-etilenodiamina Curativos

Resina epoxi/fenol, paraformaldeido, dietilenotriamina e tioureia
Acrilato de metiladietilenotriamina
Cloreto 2- [(Acriloiloxi) etil] trimetilamonio

Acido acrilico/etilenodiamina

Acido undecilénico/L-Cisteina Carreador de
Piridinil metilado/L-Cisteina farmaco e protecéo
Etilenodiamina tetra-acético gastrica

Cloreto de trimesoilo/etilenodiamina

Acido glicirretinico/éster metilico/3-O-hemisuccinato de éster metilico/
tripolifosfato

Acido 3,3'-ditiodipropibnico

Anidrido succinico/alginato de sédio

Acido glicirretinico

Acido lactico/Poli-acido L-glutamico/ aldeido
Succinato de a-tocoferol Carreador de

Polietilenoglicois farmaco
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Imobilizacdo

Epoxi cloropropano/dimetilformamida/etilenodiamina/acido cloridrico enzimatica

Carreador entrega de
Imidazolicas/ N-metil-2-pirrolidona, iodeto de metila, hidroxido de DNA plasmidico e
sodio e iodeto de sodio SiRNA

Ester de N-hidroxissuccinimida hidroxissuccinimida de hemisuccinato

de PEG em dimetilformamida ou dimetilsulfoxido/acido

félico/carbodiimida Promissor para area
Acido félico da satde

Polietilenoglicol-hidrofilico/acido 2,3-dimetil maleico

Fonte. Autoria propria, 2018.

Os artigos selecionados, pelo refinamento de busca conforme as palavras-chave da
Tabela 1, tratavam de varios campos de aplicacGes dentro da area biomédica e farmacéutica.
A Figura 3 revela um crescimento dos estudos com quitosana modificada nessas areas nos
ultimos anos.

Figura 3. Area temética dos artigos publicados nas bases de dados Web of Science (a) e

Scopus (b) nos altimos cinco anos, conform e palavras-chaves.
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Apos a exclusdo dos artigos e patentes que ndo tratavam sobre quitosana modificada

para aplicacdo na area da saude, de acordo com as palavras-chave da Tabela 1, foram

analisados 09 artigos e 03 patentes (Tabela 4) sobre

“modified chitosan” AND

pharmaceutical, 01 artigo e 01 patentes (Tabela 4) sobre “modified chitosan” AND

ethylenediamine, 01 artigos sobre “modified chitosan” AND diethylenetriamine, relacionados

a aplicacbes na area biomédica e farmacéutica e 01 artigo sobre quitosana modificada com

base amina pela busca “modified chitosan” AND diethylenetriamine AND “gastric

“treatment” aplicado na area biomédica.

Tabela 4. Resumo das patentes encontradas pela busca “modified chitosan” na base de

patentes da EPO promissoras para serem aplicadas na area da salde.

Referéncia/NUumero do Depdsito

Resumo

QINGDAO YOUCHENG HIGH-
TECH CO LTD (2017)

CN107007873

A invencdo refere-se & quitosana modificada com
2-bromoetanol, brometo de benzila, 4cido
monocloroacético, acido monobromoacético e
bicarbonato de sddio (N-alquilada). O derivado
apresentou capacidade promissora para uso Como

curativo hemostatico.

CHEN SHIGUO; YAN YAOYAO;
LIU BIN (2017)
CN106692108

A invencdo compreende & quitosana modificada
com polietilenoglicol-hidrofilico. O  derivado
demonstrou potencial excipiente para transporte de

farmaco a células tumorais.

YANG DINGJIAN; JIANG
YUEXIA (2014)
CN104013990 (A)

A invencéo trata-se de quitosana modificada com
de grupo catecol (pirocatecol). O derivado € um
excelente anticoagulante promissor para aplicacdo na

area biomédico.
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CHUNHUA, X., XIXI, M., LEILEI, A invencédo proporciona obtencdo de microesfera
P., LIJIANDAN, L., & RUNRUN, magnética de quitosana modificada com N, N-
Z. (2016) dimetilfformamida e etilenodiamina. O derivado
apresentou potencial para imobilizagdo enzimatica.
CN105524910

Fonte. Autoria propria, 2018.

As pesquisas com quitosana modificada vém sendo realizada para melhorar as suas
caracteristicas, dentre elas as bioldgicas, assim como descreveram Xu et al. (2015) em estudo
sobre a aplicacdo de nanoparticulas de quitosana modificada com N-trimetil (TMC) e
tripolifosfato de sédio (TPP) para liberacdo sustentada de vancomicina (VCM) para
tratamento de infecgdes intracelulares.

As pesquisas vém mostrando que a quitosana é um excelente polimero natural para
aplicacGes na area da salde, assim como descreveram Ebrahimi Samani et al. (2017) em
estudos sobre a liberacdo controlada de um peptideo de endostatina usando nanoparticulas de
quitosana. Neste estudo, as nanoparticulas de quitosana (CS/Nos) foram aplicadas para
a liberacdo controlada de peptideo. Esse estudo demostrou que CS/NPs foi capaz de adsorver
em 70% os peptideos, em um sistema de liberacdo controlada (49% ap6s 2 h
e liberagdo completa ap6s 80 h). No estudo in vitro o composto demostrou efetividade no
combate as células cancerigenas endoteliais, demostrando assim potencial para o0 uso
terapéutico.

Esses resultados tém sido promissores principalmente por que os derivados de
quitosana tem demostrado biocompatibilidade com organismos vivos, assim como reportaram
Ribeiro et al. (2015) em estudo sobre a toxicidade da quitosana modificada,
carboximetilquitosana, na formacéo de biofilme por Candida sp., 0 qual descreveu que a

carboximetilquitosana ndo apresentou toxicidade contra Artemia salina nas concentragdes
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menores que 1000 ppm, demostrando ser um derivado promissor para aplicacdo na area da
salde.

Entretanto, é fundamental o conhecimento de modulacdo da quitosana modificada aos
compostos ao qual foi incorporada para que seja avaliada a biocompativel com o organismo
Vvivo e seja eficaz na adsorcdo do farmaco, assim como descreveram Crofton et al. (2016) em
pesquisa sobre a formulacéo e caracterizacdo de quitosana esterilizada por plasma para fins de
uso como excipiente farmacéutico. Neste trabalho, o floco de quitosana foi micronizado
usando moagem crio-esfriada e crio-jato e em seguida esterilizado com plasma de
nitrogénio. A moagem jato-crio produziu um tamanho médio de particula de 16,05 um, 44%
menor do que a moagem crio-esférica. A quitosana criomada demonstrou higroscopicidade
aumentada, mas reduziu o peso molecular e o grau de desacetilacdo (GD). O tratamento com
plasma foi utilizado para diminuir a viscosidade do p6 da quitosana, deixado-o propicio para
uso em excipiente farmacéutico, uma vez que o po e as formas de hidrogel de quitosana foram
identificadas como as formas ideais para aplicacbes farmacéuticas, haja vista que a
micronizacdo de materiais € um processo comum indicado na preparacao de medicamento.

Algumas pesquisas com quitosana modificada para melhorar a permeabilidade
intestinal do farmaco e que possa servir de base para pesquisas futuras em tratamento gastrico
também estdo sendo realizadas. Shrestha et al. (2016) em um estudo sobre administracéo oral
de insulina, o qual testaram a eficiéncia de nanoparticulas da quitosana modificada com acido
undecilénico (UnPSi/NPs-CSUn), em seguida com L-cisteina (CYS-CSUn), para permitir o
aumento do efeito mucoadesivo pela formagéo de ligacdes dissulfureto entre os grupos tiol
imobilizados em cadeias de quitosana modificada com L- cisteina, garantido um aumento no
tempo de residéncia intestinal. Os resultados mostraram uma melhora na permeabilidade
intestinal para o farmaco, aumento na mucoadesdo e aumento na biocompatibilidade e

seguranca na administracdo do farmaco. De maneira similar a pesquisa de Zolfagharnia et al
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(2017) em sintese de quitosana piridinil metilado (Methylated pyridinyl chitosan), em
seguida modificada com L-Cisteina (Cys), demostraram que a quitosana piridinil metilada
tiolada pela formacdo de ligagdes amida entre o grupo amina primario de metilado quitosana
piridinil e &cido carboxilico de Cys, sdo promissoras para a administracdo oral de insulina, por
que o derivado apresenta condi¢Ges propricias no meio gastrico.

Segundo Crofton et al. (2016), a quitosana aplicada como excipiente farmacéutico
melhora a penetracdo do farmaco através de tecidos e barreiras epiteliais, mantém o farmaco
no orgédo de interesse de atuacdo da droga através da bioadesdo existente entre grupos amina
catidnicos de quitosana e os tecidos anidnicos, controlando assim a liberacdo do farmaco por
um periodo maior e mantém o farmaco encapsulado por mais tempo até a degradacéo fisica

total do mesmo, assim como esta descrito na literatura (Tabela 5).

Tabela 5. Alguns artigos analisados sobre quitosana modificada com etilenodiamina,
dietilenotriamina e outros compostos quimicos promissores em aplicac@es na area biomédica

e farmacéutica.

Referéncia Resumo

Sintetizaram o cloreto  2-[(Acriloiloxi)  etil]

trimetilamonio (AETMAC) com quitosana (Q) para formar

Chen & Zeng (2017) quitosana de amonio quaternario (QAC) utilizando persulfato de
amonia, para aumentar a solubilidade de Q em solugdo de pH
neutro e alcalino em meio gastrico, ligacdo dupla do monémero
AETMAC foi polimerizada para formar o copolimero enxertado
QAC, mostrou-se ser um transportador de farmaco promissor

para entrega em um sistema de liberagdo sustentada.

Estudaram nanoparticulas de quitosana modificada com

acido acrilico (CS-MNP) e etilenodiamina incorporada a f-
Anirudhan, Divya, &

Nima (2016)

ciclodextrina (B-CD) para liberagdo sustentada e controlada da

substancia curcumina (CUR), no tratamento anticancer. Os
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resultados mostraram que ocorreu maior taxa de liberacdo do
farmaco do estomago em pH 7,4 do que em pH &cido a 1,2 e a
incorporacdo de B-Ciclodextrina na quitosana resultou em maior
encapsulacdo da droga, melhorando a biodisponibilidade e

direcionamento especifico na mucosa.

Hu et al. (2015)

Realizaram um estudo sobre o uso de biopolimeros,
micelas poliméricas como veiculos de farmacos para a liberagcdo
direcionada na enfermidade do organismo, o qual verificou a
liberacdo seletiva do farmaco em células tumorais mediadas por
nanocarreador semelhante a glicolipideo a base de quitosana-
glicolipideo (CSO-ss-SA) modificada apartir de é&cido 3,3'-
ditiodipropiénico, isto é, micelas de quitosana-g-acido estearico
(CS-SA) atuou como um nanocarreador liberando a droga no
tecido lesionado, atuado com efeito de reducdo das celulas
tumorais. A pesquisa demonstrou que o quitosana-glicolipideo
funcionou como um nanocarreador em sistema redox seletivo
(reacOes de oxirreducdo), com potencialidade para servir como
uma plataforma de alcance de uma toxicidade minima e facilitar
a ocorréncia da liberacdo réapida do farmaco intracelular em

células tumorais.

Lietal. (2015)

Reportaram  sobre  nanoparticulas de  quitosana
modificada com peptideo CSKSSDYQC (CSK) para ser usada
como carreador de exenatida/byetta (usado no tratamento de
diabete tipo 2) para células caliciformes. Os resultados
mostraram que ocorreu aumento da permeacdo do farmaco
através da monocamada de células co-cultivadas Caco-2/HT-29,
que simulou o epitélio intestinal. O exenatido administrado foi
absorvido, resultando em circulacéo sistémica e prolongamento
do efeito hipoglicémico. Estes resultados indicam que o CSK-
quitosana atinge eficazmente células caliciformes e é um

portador promissor para a entrega oral de exenatido.
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Demostraram em  experimentos in  vivo com

camundongos boas propriedades bioldgicas de quitosana

Sadio et al. (2014) modificada com trimetilquitosana modificada com imidazol
incorporada a SIRNA direcionado para CDX2 (fator de
transcricdo da diferenciacdo intestinal, que esta relacionado a
manutencdo de doencas gastrointestinais, isto é, o gatilho da
metaplasia intestinal gastrica, que é uma lesdo precursora do
cancer  gastrico). Os  resultados  mostraram  que
trimetilquitosana/siRNA é capaz de diminuir a expressdo de
CDX2 em linhas celulares gastricas e passar pela mucosa
gastrica. Esse estudo mostrou-se promissor para tratamento de

lesbes gastricas dependentes de CDX2.

Fonte. Autoria propria, 2018.

Nédo foram encontrados estudos com quitosana modificada com grupo amina em
estudos de tratamento de lesdo gastrica. Porém, na busca “modified chitosan” AND
diethylenetriamine AND gastric “treatment” apareceu o estudo de Kamari, & Ghiaci (2016)
sobre quitosana modificada com base amina aplicada em carreamento de compostos e
avaliacdo de efeitos colaterais do farmaco no estomago. Nesse estudo a quitosana foi
modificada com acrilato de metila seguida com dietilenotriamina, incorporada a ibuprofeno
(anti-inflamatdrio), revestidos com 30-60% de TiO,/tetra n-butoxido de titanio
(IBU/MC/TiO,), como precursor; esse derivado apresentou uma liberagdo controlada do
farmaco por 54 h, enquanto o ndo revestido foi liberado em 24 h, diminuindo os efeitos
colaterais do farmaco por minimizar o contato direto do farmaco com o fluido gastrico.

Os artigos e patentes obtidos sobre modificagdo da quitosana com diferentes
compostos quimicos sdo promissores para serem aplicados na area biomédica e farmacéutica.
Contudo, ndo foi encontrado registro de pesquisa com quitosana modificada com

acetilacetona, seguida por etilenodiamina ou dietilenotriamina, que avaliasse as propriedades
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bioldgicas de toxicidade hemolitica, toxicidade sobre Artemia salina, atividade antioxidade e
atividade no tratamento de lesdo gastrica.

Estes resultados, justificam o interesse em se direcionar a aplicacdo da quitosana
modificada com acetilacetona, seguida por etilenodiamina ou dietilenotriamina, na avaliacao
das propriedades biologicas de toxicidade hemolitica, toxicidade sobre Artemia salina,

atividade antioxidade e no tratamento de Glcera gastrica.
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4., CONCLUSAO

Na andlise dos artigos e patentes foi possivel verificar que varios artigos oriundos de
varios grupos de pesquisas tém realizado modificacfes na estrutura da quitosana com diversos
compostos quimicos, viabilizando um composto final a ser aplicado na area da saude.
Destaca-se as publicagdes oriundas da China, Estados Unidos e india, sobretuto em 2017.

O estudo dos artigos e das patentes permitiu observar que as modificacdes na estrutura
da quitosana ocorreram principalmente para melhorar a permeabilidade e mucoadesédo,
permitindo aos derivados ser aplicados em diferentes areas da salude e farmacéutica.

Nédo foi encontrado artigo com modificagdo da quitosana com base amina que
avaliasse as suas propriedades bioldgicas de toxicidade hemolitica, toxicidade sobre
organismo Vvivo, atividade antioxidante para fins de aplicacdo no tratamento de lesdo gastrica.
Viabilizando estudo de avalicdo do efeito hemolitico, toxicidade sobre Artemia salina,
atividade antioxidante e acdo de cicatricdo em tratamento de Ulcera gastrica dos derivados

com estes grupos aminas.
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RESUMO

Quitosana € um biopolimero, de baixa toxicidade, renovavel, biodegradavel, mucoadesivo,
antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatorio. Visando o conhecimento das propriedades
bioldgicas de citotoxicidade, antioxidante e gastroprotetora, foi realizado sintese da quitosana
com acetilacetona e em seguida com etilenodiamina (Qacen) ou dietilenotriamina (Qacdien),
com incorporacdo do farmaco ceftazidima (F). Realizou-se caracterizacdo por analise
elementar (CHN), infravermelho (FTIR), andlise termogravimétrica (TG/DTG/DSC),
difratometria (DRX), teste de citotoxicidade hemolitica, toxicidade sobre Artemia salina e
antioxidante pela captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). A modificacdo
quimica foi confirmada através dos resultados CHN, DRX, FTIR e TG/DTG/DSC. Os
derivados Qacen, Qacdien, QacenF e QacdienF apresentaram os maiores indices percentuais
de de nitrogénio (7,6%, 7,9%, 14,1% e 19,2%, respectivamente), comprovando a
incorporacdo dos grupos amina. Esta incorporacdo provocou diminuicdo no indice
cristalinidade de Qacen (7,1%) e Qacdien (4,3%), assim como a incorporacdo do Farmaco
(QacenF 0,3% e QacdienF 3,4%). No FTIR ocorreu deslocamento das bandas de grupos
quimicos. Na TG/DTG/DSC houve melhoria na estabilidade térmica dos derivados sem o
farmaco e diminuicdo nos derivados com o farmaco. A biocompatibilidade dos derivados foi
confirmada pela baixa taxa hemolitica (<5%) em ensaio in vitro, pela ndo toxicidade no
ensaio in vivo sobre Artemia salina em concentragdes menores que 1000 ppm (DL50% >
3000 ppm), pelo indice significativo (1-34%) de atividade antioxidante nas concetracoes
menores que 5 mg/mL em ensaio in vitro. Quitosana (50,7%) e os derivados Qacen (55,2%) e
Qacdien (68,1%) apresentaram resultados significativos na cicatrizacao de Ulcera géstrica. Os

resultados sugerem que os derivados de quitosana sé@o promissores biomateriais.

Palavras-chave: Antioxidante, biomaterial, hemalise.
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ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer, low toxicity, renewable, biodegradable, mucoadhesive, antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory. Chitosan was synthesized with acetylacetone and then
with ethylenediamine (Qacen) or diethylenetriamine (Qacdien), with the incorporation of the
drug ceftazidime (F), aiming at the knowledge of the biological properties of cytotoxicity,
antioxidant and gastroprotective. Elemental analysis (CHN), infrared (FTIR),
thermogravimetric analysis (TG / DTG / DSC), diffractometry (XRD), hemolytic cytotoxicity
test, toxicity on Artemia salina and antioxidant by DPPH free radical capture , 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Chemical modification was confirmed by CHN, XRD, FTIR and TG/ DTG/
DSC results. The Qacen, Qacdien, QacenF and QacdienF derivatives presented the highest
percentage of nitrogen (7.6%, 7.9%, 14.1% and 19.2%, respectively), confirming the
incorporation of the amine groups. The incorporation of the amine bases caused a decrease in
the crystallinity index of Qacen (7.1%) and Qacdien (4.3%), as well as the incorporation of
the drug (QacenF 0.3% and QacdienF 3.4%). In the FTIR, bands of chemical groups occurred.
In TG/ DTG / DSC there was improvement in the thermal stability of the derivatives without
the drug and decrease in the derivatives with the drug. The biocompatibility of the derivatives
was confirmed by the low hemolytic rate (<5%) in in vitro assay, by non-toxicity in the in
vivo test on Artemia salina at concentrations less than 1000 ppm (LD50% > 3000 ppm), by
the significant index (1- 34%) of antioxidant activity at concentrations less than 5 mg / mL in
vitro. Chitosan (50.7%) and derivatives Qacen (55.2%) e Qacdien (68.1%) presented a
significant result in the healing of gastric ulcer.The results potentiate the chitosan derivatives

as promising biomaterials.

Key-words: Antioxidant, biomaterial, hemolysis.
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1. INTRODUCAO

A quitosana é um polissacarideo, copolimero, obtido por meio de reacdo da hidrolise
da quitina em meio alcalino, com ocorréncia N-desacetilagdo, com porcentagem de grupos
amino (NH>) livres maior que 50%, passando a ser solivel em meio aquoso acido (Elsabee &
Abdou, 2013; Volod’ko, et al. 2014; Mahfouz, et al. 2015; Junior, et al. 2017; Wu, et al.
2018).

A solubilizacdo da quitosana em meio &cido ocorre pela protonagdo da funcdo —NH,
sobre o carbono 2 da unidade de repeticdo D-glicosamina (Shukla, et al. 2013, Bhavsar,
Momin & Omri, 2017), similar a estrutura quimica da celulose, porém a celulose apresenta
uma hidroxila secundaria no segundo atomo de carbono do mondémero de repeticdo da hexose
(Elsabee & Abdou, 2013; Zargar, Asghari & Dashti, 2015; Junior, et al. 2017).

Biopolimeros, como a quitosana, um polissacarideo catibnico em meio acido, sdo
promissores como biomateriais, por ser um produto natural, de baixa toxicidade, renovavel e
biodegradavel (Chen, et al. 2018; Wu, et al. 2018), possui ligacdes glicosidicas que podem ser
degradada in vivo por algumas enzimas proteases, como a lisozima, entretanto, a degradacéo
esta também ligada, diretamente, a cristalinidade do polimero, que por sua vez é inversamente
proporcional a cinética de biodegradacao (Croisier & Jérdme, 2013; Xu, et al. 2018).

Entretanto, por possuir uma elevada hidrofilicidade torna-se mais dificil sua
assimilacdo in vivo, limitando assim seu uso sem uma prévia modificacdo quimica para
melhorar as propriedades hidréfilas (Wang, et al. 2018). Contudo, € um biopolimero que
possui propriedades especificas potenciais para diversas areas de aplica¢des, assim como fator
quelante frente a cations (Philibert, Lee e Fabien, 2017), possibilitando, modificacdo quimica
na estrutura de seus grupos aminas e grupos hidroxila, podendo dessa forma aumentar o
numero de sitios ativos, tornando viavel um aumento na potencialidade de remocéo catibnica,
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bem como também ¢ possivel sua modificacdo com introducdo de grupos hidrofilicos para
facilitar a interacdo entre as ligacOes intermoleculares de hidrogénio, tornando a sua
solubilidade em meio neutro e viabilizando o seu campo de aplicacdo em distintas formas,
como pos, flocos, microesferas, nanoparticulas, membranas, esponjas, géis e fibras (Dutta, et
al. 2009; Yang, et al. 2012; Vandamme, et al. 2014; Zhang, et al. 2016; Philibert, Lee &
Fabien, 2017).

A quitosana destaca-se frente a outros polimeros naturais por apresentar atividade
antibacteriana e antifungica (Hernandez-Montelongo, et al. 2016; Kumar, et al. 2017). Essa
capacidade esta, a principio, vinculada aos grupos aminas das unidades 2-amino- 2-desoxi-D-
glicopiranose (Dang, et al. 2018), que possuem carregamento positivo em meios acidos (pH
5,0), que apresentam a capacidade de passar pela membrana celular dos microrganismos, que
possuem parede celular com cargas negativas, alterando sua permeabilidade, podendo
provocar o rompimento e a liberacdo de compostos intracelulares (Hernandez-Montelongo, et
al. 2016; Philibert, Lee & Fabien, 2017), isto €, 0 aumento do nimero de grupo amina livre (-
NH>) na estrutura da quitosana possibilitard uma maior atividade antibacteriana, assim como
poderd melhorar a sua hidrofilicidade e solubilidade em meio basico (Rabea, et al. 2003; Doll,
et al. 2013; Dang, et al. 2018).

Além da atividade antibacteriana e antifingica ja descrita na literatura (Zhu, et al.
2017), a quitosana pura e a quitosana modificada, por diferentes agentes quimicos,
apresentam acentuadas atividades bioldgicas, como efeitos antioxidantes (Anraku, et al.
2011), anti-inflamatorias (Ngo, et al. 2012), anti-hipertensivos, antidiabéticos, antiobesidade,
antialérgicos, neuroprotetores, anticancer (Anirudhan, Divya & Nima, J. 2016; Cao, et al.
2018), anticoagulantes e pode prevenir doencas cronicas (Ngo, et al. 2015).

As atividades biologicas apresentadas pela quitosana que garante a

biocompatibilidade, bioadesdo, permeabilidade, propriedades imunologicas, cicatrizantes,
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boas propriedades de resisténcia mecanicas, entre outras (Servat-Medina, et al. 2015; Silva, et
al. 2015) potencializam esse biopolimero como promissor excipiente em preparagdo
convencional de medicamento, formulacdo farmacéutica (Silva, et al. 2015; Liang, et al.
2018; Wang, et al. 2018), principalmente para administrada via oral (Hejazi & Amiji, 2003).

Na formulacdo farmacéutica, excipiente é a substancia, distinta do farmaco, usada,
geralmente, para propiciar uma boa preparacdo do medicamento, garantindo estabilidade
fisica, quimica e microbiologica ao produto; fornecer um tempo determinado e efetividade do
farmaco no organismo, por afetar a dissolucdo do farmaco, a velocidade e a dosagem liberada
a ser absorvida (Villanova, et al. 2010; Tronci, et al. 2014). Contudo, produto natural como a
quitosana apresenta propriedades biologicas, as quais pode ser melhorada por modificacdo
quimica, tornando esse biopolimero favoravel para aplicacdo na area biomédica e
farmacéutica (Volod’ko, et al. 2014).

A quitosana modificada com acetilacetona possibilita um aumento no numero de sitios
ativos, viabilizando uma melhor eficiéncia na incorporagdo de grupo amina (Pereira, et al.
2014). Contudo, modificagdo com grupos amina apresenta a formacao de ligacdo imina (base
de Schiff), a qual possui acdo antimicrobiana (Osério, et al. 2016; Silva Filho, et al. 2016),
tornando-se promissor 0 uso de quitosana modificada com etilenodiamina ou
dietilenotriamina  junto a farmaco como o ceftazidima no controle e combate a
microrganismo resistente, assim como pode ser eficiente no controle de infeccbes e
regeneracao de feridas.

O farmaco ceftazidima é um antibiotico cefalosporina de terceira geragéo,
semissintético, injetavel, administracdo parenteral, acdo de amplo espectro, penta-hidratado,
com férmula estrutura C,2H32NgO1,S; (Figura 1) e peso molecular de 636,6 g/mol (Moreno e

Salgado, 2010).

44



Figura 1. Estrutura quimica de ceftazidima.
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As propriedades bioldgicas de quitosana podem ser avaliadas por diferentes analises,
conforme o paramentro a ser avaliado. Dentre eles estdo os ensaios de citotocixidade ou
biocompatibilidade por meio do teste de hemolise em células sanguineas de mamifero (Dang,
et al. 2017), toxicidade aguda frente a Artemia salina e ensaio de atividade antioxidante.

O teste de hemdlise é importante para indicar se 0 material apresenta um indice baixo
ou alto de biocompatibilidade, percentual de afinidade com o plasma sanguineo (Marani, et
al. 2017).

A hemolise é a lise da membrana de hemécia e a consequente liberacdo de
hemoglobina para o plasma (Dang, et al. 2018). Quando ocorre ruptura acima de 50%, indica
baxa afinidade do material com o plasma sanguineo, podendo causar sérios problemas a satde
no ambiente in vivo (Dang, et al. 2017; Mendes, et al. 2017).

O microcrustaceos Artemia salina Leach (TAS) é usado como bioindicador de
toxicidade de material com propriedades bioldgicas, € muito usado por ser eficiente, simples
e de baixo custo (Ribeiro, et al. 2015).

O ensaio antioxidante € importante para avaliar a acdo de produto natural no controle

ou eliminacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou nitrogénio (RNS). Os antioxidantes
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sdo substancias capazes de inibir ou retardar a velocidade de oxidacdo por um ou mais
mecanismos de acdo (Bianchi & Antunes, 1999). Esse desequilibrio pode provocar
envelhecimento precoce das células, provocando o desenvolvimento de doencas crénicas ndo
transmissiveis, como diabetes mellitus, disturbios cardiovasculares, distarbios inflamatorios e
cancer (Ngo, et al. 2015; Zimmermann & Kirsten, 2016).

Os ROS e RNS podem ser combatidos por compostos com substancias antioxidantes,
gue podem apresentar distintas propriedades protetivas e agir em diversas etapas do processo
oxidativo (Pereira, et al. 2018). Contudo, os antioxidantes bioldgicos podem ser enzimaticos,
como exemplo superoxido dismutase, catalase, e glutationa peroxidase e ndo-enzimaticas, tais
como inibidores de enzimas oxidantes como a ciclo-oxigenase, cofatores de enzimas
antioxidantes e os capturadores de ROS/RNS como a quitosana (Barreiros, David e David,
2006; Pereira, et al. 2018) que age na eliminacédo de radicais livres ou induzido a interrupcao
da reacdo oxidacdo, prevencdo de danos oxidativos (Ngo, et al. 2015).

Dentre os métodos existentes, 0 método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é muito
utilizado para indicar a atividade antioxidante em produtos naturas (Nascimento, et al. 2011).

As Ulceras gastricas sdo caracterizadas como lesdes da parede mucosa do estdmago,
consequéncia de um desequilibrio entre agentes agressivos e defensivos do trato digestivo
(Li, et al. 2013; Volod’ko, et al. 2014; Wang, et al. 2015; Silva, et al. 2016; Viana, et al.
2016). Em geral, sdo causadas por um desequilibrio na secre¢do de muco e bicarbonato,
oxido nitrico, fluxo sanguineo, sulfidrilos, prostaglandinas, secrecdo de acido, pepsina e
especies radioativas. Essa alteragdo pode ser provocada por um elevado indice de estresse,
tabagismo, alcool, infeccdo por Helicobacter pylori e injecdo antiinflamatéria de drogas nédo
esteroides. O tratamento de Ulcera gastrica pode ser comprometido por sérios disturbios
gastricos contra a defesa da mucosa (Potrich, et al. 2010), provocados por efeitos colaterais

graves causados por medicamentos (Viana, et al. 2016).
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Contudo, produtos naturais como a quitosana representam promissoras possibilidades
de pesquisas e descobertas de atividades bioldgicas favoraveis ao tratamento de Ulceras
gastricas (Volod’ko et al. (2014).

Atualmente, ndo houve estudos publicados sobre a potencialidade das atividades
bioldgicas de derivados de quitosana com grupos amina e incorporacdo do farmaco
ceftazidima. Realizou-se um estudo visando o conhecimento das propriedades bioldgicas de
biocompatibilidade hemolitica, toxicidade sobre Artemia salina, atividade antioxidante e
efeito cicatrizante em tratamento de lesdo gastrica da quitosana quimicamente modificada
com acetilacetona, na auséncia de solvente, como base para modificacdo posterior com

etilenodiamina e dietilenotriamina, com incorporacéo do farmaco ceftazidima aos derivados.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

Quitosana (78% GD, Polymar); ceftazidima pentahidratada (Bio Chimico); hipoclorito
de sodio, cloreto de potéssio, acetilacetona e etilenodiamina (Vetec); dietilenotriamina e
dimetilsulfénico-DMSO (Sigma-Aldrich); sulfato de magnésio (Isofar); carbonato de sodio e
cloreto de magnésio (Impex); acido acético, cloreto de calcio, metanol e cloreto de sédio
(Dinamica); solucdo de soro fisiologico (NaCl 0,9%); DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil);
acido ascorbico (Synth); cloridrato cetamina e cloridrato de xilazina 2% (Syntec); tiopental
de sddio (Cristalia), formalina (Synth) e agua ultrapura (Milli-Q/Millipore Corporation)

foram utilizados. Os reagentes ndo foram tratados previamente.

2.2 Processo de desodorizacdo da quitosana

A desodorizacdo da quitosana foi realizada de acordo com Moura et al. (2007) e
adaptacdes. Usou-se hipoclorito de sodio a 0,36% (v/v), sob agitacdo constante 350 rpm por 1
h. Em seguida, o material foi lavado com &gua destilada, até alcancar o pH neutro. Apos a
lavagem, o mesmo foi seco a temperatura de 80 °C por 24 horas. Esse processo foi necessario

para a reducéo de odor e a retirada de pigmentos provenientes do processo de desacetilagéo.

2.3 Modificacdo quimica da quitosana com acetilacetona, etilenodiamina e dietilenotriamina

A partir de adaptacGes do protocolo de Pereira et al. (2014), a quitosana pura foi
misturada a acetilacetona na auséncia de solvente, na proporcao de 25,0 mL de acetilacetona
para 6,0 g de quitosana. Em seguida, o material foi colocado sob refluxo e agitacdo magnética
durante 4 h a 140 °C. Posteriomente, o derivado foi lavado com &gua ultrapura por sete

repeticdes (centrifuga a 1600 rpm por 5 mim a 25 °C, modelo sigma 2-5, 4000), em seguida o
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sobrenadante foi descartado e o substrato foi seco a 100 °C por 24 h, e o produto final
denominado Qac (Figura 2A). Em um sistema idéntico, foram misturados 3,0 g de Qac com
45,0 mL de etilenodiamina e 4,0 g de Qac com 25,0 mL de dietilenotriamina, separadamente,
colocados sob refluxo e agitacdo magnética durante 4 h a 123 °C para etilenodiamina e 209
°C para dietilenotriamina; no final os derivados foram denominados Qacen (Figura 2B) e

Qacdien (Figura 2C), respectivamente.
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Figura 2. Esquema da estrutura quimica da proposta de sintese realizada na quitosana com

acetilacetona, etilenodiamina e dietilenotriamina.
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2.4 Método de incorporacdo do fA&rmaco aos materiais Q, Qac, Qacen e Qacdien
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A incorporacdo do farmaco ceftazidima pela quitosana e pelos derivados foi
conforme a concentracao de adsorcao da ceftazidima para quitosana: 150,0 mg/L, Qac 175,0
mg/L, Qacen 150,0 mg/L e Qacdien 225,0 mg/L, concentracdo esta que ocorreu a maior
capacidade de adsorcdo em pH 1,2. Em seguida, proporcionalmente, 3 mg de ceftazidima
foram misturados a 40,0 mg de C e Cacen; 3,5 mg de ceftazidima para 40,0 mg de Cace 4, 5
mg de ceftazidima para 40,0 mg de Cacdien, foram misturado com agua pura e colocado para
agitar a 130 rpm durante 48 h a temperatura ambiente (25 °C) de 298+2K. Logo apds,

separou-se o substrato e secou a 30 °C.

2.5 Caracterizacao dos materiais

A andlise elementar da porcentagem de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio da
quitosana pura e quitosana quimicamente modificada foi determinada com o uso do
equipamento Perkin-Elmer, modelo PE 2400.

Os espectros de FTIR da quitosana pura e dos derivados foram registrados com
pastilhas de KBr em um espectroscopio na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (Vertex 70, Bruker), com médulo VCD (PMA 50, Bruker), com varreduras na regido
de 4000 a 400 cm™ com resolucéo de 4 cm™.

A analise termogravimétrica (TGA-DTG-DSC) das amostras de quitosanas e
derivados foram realizadas no aparelho SDT Q600 V20.9 Build 20 da TA Instruments (M.
DSC-TGA Standard- InstSerial 0600-0883), utilizando aproximadamente 10 mg de amostra
com razao de aquecimento de 20 °C/min em atmosfera de Argdnio com fluxo de 100,0 mL
min™ em porta amostra de alumina na faixa de 800 °C.

A difracdo de raios-X foi realizada em um difratdmetro da marca Shimadzu, modelo
XR-D600 A, na faixa 20 entre 5 a 75°. A velocidade de varredura foi de 5° min’?, utilizando a

fonte de radiacdo CuKo, com comprimento de onda 154,06 pm. Esta analise foi realizada para
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verificar se houve mudanca na cristalinidade da quitosana quimicamente modificados, com
realizacéo do calculo do indice de cristalinidade (ICR) com o uso da Equacao (1):
Icr (%) = [(1IC — IA) / (IC)] x100 Eq. (1)

Em que Icr (%) corresponde ao indice de cristalinidade, IC as intensidades dos picos
difratados referente as regides cristalinas (20=20°) e l5 as regibes sem picos, amorfas

(20=12°) (Battisti e Campana-Filho, 2008).

2.6 Andlises das Propriedades Biologicas: Teste de Hemolise, Ensaio sobre Artemia salina,

Ensaio de Atividade Antioxidante por DPPH e Teste de atividade gastroprotetora

Apbs aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui
(protocolo n° 463/18), foi realizado o teste de hemdlise para verificar as porcentagens de
hemolise de Q, F, QF, Qac, QacF, Qacen, QacenF, Qacdien e QacdienF conforme método
descrito por Dang et al. (2017) e Mendes et al. (2017). As amostras de quitosana e derivados
com e sem ceftazidima foram preparadas em solucdo de DMSO (1% em solucgéo salina) na
concentracdo de 20 mg/mL. Em seguida, em uma placa de 96 pocos, diluiu 40 microlitros
(uL) de cada amostra em 160 pL de solugdo salina (0,9%). Posteriormente, 0 sangue arterial
de mamifero foi tratado (lavado 3 vezes em solucdo salina na proporcdo 1/1 e 1/4 em
centrifuga a 3000 rpm por 5 minutos para separar os eritrécitos). Logo apds, nos pogos com as
amostras, adicionou-se 100 pL de eritrécitos em cada amostra de Q e derivados, ficando as
amostras nas concentracdes finais de 500, 250 e 125 pg/mL, em seguida colocou-se para
incubar por 1h a 37 °C. Depois, o material foi centrifugado a 300 rpm por 5 minutos,
coletado o sobrenadante e transferido para uma placa de 96 pocos e levado para quantificagéo
(leitura a 550 nm em espectrofotometro de leitura de placas EL800 Blotek). Solucédo salina foi
usada para o controle negativo (CN=0% de lise) e solucdo de detergente a 1% para o positivo

(CP=100% lise). Os percentuais de hemolise foram calculados conforme a Equagéo 2:
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Hemolise (%) = [(absorbancia da amostra — absorbancia do CN) / (absorbancia do CP-
absorbancia do CN)] X 100 Eq. (2)

O bioensaio com nauplios (larva) do microcrustaceos Artemia salina Leach (TAS) foi
realizado como bioindicadores de toxicidade de acordo com método de Meyer et al. (1982)
adaptado por Lopes et al. (2002). Preparou-se 1 L (solucdo 1) de solucdo de 4gua do mar
sintética (15,153g NaCl; 1,398g MgCl; 1,888g MgSO,; 0,652g CaCl,; 0,414g KCl e 0,1169
NaHCOs), com pH ajustado para 8,0-9,0 com solucéo 0,1 mol L™ de NaOH, para eclosdo dos
ovos de A. salina. Os ovos foram colocados para eclodir por 24 horas, com aerac¢do constante
a 25 °C. Em seguida, 10 nauplios foram colocados em tubos contendo 5 mL da solucédo 1,
posteriormente, as amostras Q, Qac, Qacen, Qacdien, F, QF, QacF, QacenF e QacdienF
(DMSO 1%) foram adicionadas em concentracées finais: 1, 10, 30, 50, 100 e 1000 ppm. Em
seguida, apds 24 h os nduplios mortos e vivos foram contabilizados. Logo apo6s, testou-se as
concentragdes 2000, 3000, 4000, 5000, 8500 e 10000 ppm para analise de verificacdo da dose
letal das amostras para 50% da popula¢do (DLsg). O bioensaio foi realizado em triplicata,
acompanhado de um controle negativo (solugéo 1) e controle positivo (DMSO 99,9%).

A partir de adaptacGes do protocolo de Nunes et al. (2014) e Chen et al. (2018), foi
realizado o ensaio de Atividade Antioxidante pela captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil). O método baseia-se na transferéncia de elétrons, em que ocorre a agédo de um
antioxidante ou uma espécie radicalar, passando o DPPH da cor purpura para coloragédo
amarela, diminuindo assim a absor¢cdo. As amostras Q, Qac, Qacen, Qacdien, QF, F, QacF,
QacenF e QacdienF foram preparadas em DMSO (99,9%), em concentrac6es finais de 5000,
2500, 1250, 500, 250 e 125 pg/mL, em metanol. Em duzentos microlitros (200 ug) das
solugdes com diferentes concentragdes foram adicionadas a 2 mL de solugdo de DPPH em
metanol (DPPH 40 ug/mL) e incubado no escuro para reagir a temperatura ambiente. Apo6s 30

minutos os valores de absorbancia foram medidos a 516 nm por um espectrofotbmetro UV-
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Vis (Espectrofotometro Luz UV-Vis 190-1000 nm/banda 4 nm, Kasliaki/IL-592). Em
seguida, foi calculada a porcentagem da atividade antioxidante (AA%) e EC50% (eficiéncia
concentracdo = a concentracdo do antioxidante necessaria para diminuir a concentracao inicial
de DPPH em 50%). A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a Equacéo 3:

AA% = [(absorbancia do controle + absorbancia do branco - absorbancia da amostra) /
absorbancia do controle] x 100 (Eq. 3)

Para controle negativo de AA foi preparado 2 mL de DPPH com 200 pg/mL de
metanol, para o branco foi usado 2 mL de metanol misturado a 200 pul de cada amostra e para
0 zero foi usado 2 mL de metanol.

Conforme protocolo usado por Silva et al. (2016), com adaptacBGes de acordo com
Servat-Medina et al. (2015), foi realizada a investigacdo da atividade gastroprotetora e
antiulcerogénica dos materiais Q, apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui (protocolo n° 463/18). O experimento foi conduzido em uma
etapa no Laboratério do setor do nucleo de pesquisa com planta medicinal (NPPM),
respeitando-se a Legislacdo Brasileira de Animais de Experimentacdo regulamentada regido
pela Lei Federal n°® 6.638/1979.

Por amostra, foram utilizados 12 ratos heterogénico (Rattus norvegicus albinus), da
linhagem Wistar, fémea, com peso corporal médio de 200- 320 g, provenientes do Bioterio
central da Universidade Federal do Piaui. Os ratos foram vermifugado por sete dias e
mantidos por mais sete dias em repouso em condi¢des controladas (24 + 1 °C), com
alimentos e agua livre. ApOs essa etapa, 0s ratos jejuaram durante 18 h, em seguida foram
aleatoriamente designados para diferentes grupos. Logo apos foi induzida a lesdo gastrica
por acido acético (80%), por meio inicial de anestesiamento dos animais com uso de
cloridrato de cetamina 10% (100 mg/kg peso do animal/1,5 mL de cada farmaco) e cloridrato

de xilazina 2% (5 mg/kg), relaxante muscular. Em seguida, os animais passaram por uma
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incisdo de cerca de 2 cm na regido abdominal para exposicdo do estdmago. Prosseguindo na
inducdo da ulcera gastrica, utilizou-se um cilindro de vidro de 8 mm de didametro e 2 cm de
comprimento, o qual foi colocado em contato com a serosa do estdmago para limitar a area a
ser lesionada. Apos esse procedimento, colocou-se 70 ul de acido acético (80%) dentro do
cilindro, deixando por 1 minuto, retirando em seguida o &cido acético, lavando bem o local
lesionado com solucdo salina e prosseguindo com a realizacdo da acomodacao do estdmago
na cavidade abdominal e por fim foi realizado a sutura do tecido da regido abdominal aberta.
Para testar a atividade gastroprotetora, o tratamento foi iniciado um dia ap6s a inducao
da Ulcera com veiculo oral de cimetidina (100 mg/kg), 80 mg/kg (animal) da amostra Q e
derivados preparados em agua ultrapura (pH 6,64), durante sete dias. Apds os setes dias de
tratameto, os animais foram eutanasiados com o uso de tiopental de sédio (100 mg/kg), em
seguida foram realizados as retiradas dos estbmagos, lavado em agua destilada, aberto ao
longo da curvatura menor, descartado o contetdo gastrico, lavado a mucosa estomacal com
agua destilada e esticada em placa de isopor para realizacdo das medidas de largura, altura e
profundidade da Ulcera da area com o auxilio de um paquimetro digital. Apos esse
procedimento, foi realizado o célculo da area (milimetros quadrados) ulcerada dos seis
animais por grupo através das medidas de largura x altura; o volume da Ulcera (milimetros
cubicos) foi calculado medindo a area ulcerada x profundidade da ulcera (Silva et al. (2016).

Em seguida, conforme Servat-Medina et al. (2015) o resultado foi aplicado na Equagao (4):

Gastroprotecéo (%) = (Controle Negativo — controle da amostra/Controle Negativo) x 100

(Eq. 4)

2.7. Andlise estatistica
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes.
Foi realizado analise de variancia (ANOVA), com comparacdo multipla com o teste de
Tukey, no programa SAS System, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel maximo de

significancia estatistica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese foi confirmada pela caracterizacdo dos derivados por Analise Elementar,

DRX, FTIR e TG/DTG/DSC.

A analise elementar foi realizada para identificar variacdo de nitrogénio nos derivados

da quitosana e compara-las ao material precursor, e estes dados estdo apresentados na Tabela

1. A razdo molar experimental da quitosana pura mudou apés reacdo com acetilacetona de

6,19 mmol/g para 7,80 mmol/g, em decorréncia do aumentou do percentual de carbono

oriundo da acetilacetona (Q 40,51% para Qac 43,55%), o qual proporcionou um aumento da

razdo C/N experimental, comprovando a eficiéncia da sintese na reacdo, resultados similares

foram reportados por Pereira et al. (2014).

Tabela 1- indice de hidrogénio (H), carbono (C), nitrogénio (N) para quitosana pura (Q),

ceftazidima (F), derivado Qac, Qacen, Qacdien e derivados incorporado a F, e as respectivas

razdes molares carbono/nitrogénio (C/N) experimental e teérico para Q e derivados sem F.

Amostra % C %H %N C(mmol/g) N (mmol/g) C/N experimental C/N tedrico

Qpura 4051 786 7,63 33,75 5,45 6,19 6
Qac 4355 7,48 6,51 36,29 4,65 7,80 11
Qacen 39,47 7,56 7,55 32,89 5,39 6,10 4,3
Qacdien 39,71 761 7,86 33,09 5,61 5,89 3,7

F 38,19 4,89 12,65 31,82 9,04 3,51 3,14
QF 39,61 6,80 8,69 33,00 6,20 5,32 *
QacF 43,28 6,90 9,75 36,07 6,96 5,18 *
QacenF 40,38 6,80 14,14 33,65 10,1 3,33 *
QacdienF 40,31 6,42 19,23 33,59 13,73 2,44 *

Fonte. Autoria propria (2018). * Nao foi feito este calculo, pois ndo & possivel prever o valor teorico de adsorcio

No derivado Qac ocorreu reducdo no percentual de nitrogénio e a incorporacdo de

grupos amina provenientes da sintese com etilenodiamina e dietilenotriamina ao derivado Qac

viabilizou um pequeno aumento no percentual de nitrogénio em proporgdo crescente. Isso
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ocorreu em consequéncia da incorporacdo de dois atomos de nitrogénio da molécula de
etilenodiamina (7,55%) e 3 atomos de nitrogénio da molécula de dietilenotriamina (7,86%).
Esse aumento proporcionou a diminuicdo da razdo molar C / N experimental Qacen e Qacdien
(6,10 mmol/g e 5,89 mmol/g, respectivemente) em relacdo a Q (6,19 mmol/g).

A incorporacéo das seis moléculas de nitrogénio de ceftazidima (Figura 1, pag. 45) aos
derivados Qac, Qacen e Qacdien proporcionou aumento da porcentagem de nitrogénio para
9,75%; 14,14% e 19,23%, respectivamente (Figura 3). Esse aumento ocasionou um maior
indice de mmol/g de nitrogénio para QF (6,20 mmol/g), QacF (6,96 mmol/g), QacenF (10,10
mmol/g) e QacdienF (13,73 mmol/qg).

Figura 3. Aumento gradual do percentual de nitrogénio conforme incorporacao do grupo

amina e do farmaco aos derivados.
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A Fgura 4 ilustra o Difratometria de Raio X do estado cristalino dos materiais. E

possivel observar o estado microcristalino de Q marcado por dois picos, um pico a 20 de

11,1° e o outro a 20 de 19,9°, em decorréncia da forte ligagdo de hidrogénio intra e

intermolecular, formadas principalmente entre os grupos amino, hidroxila e amida presentes

na molécula de quitosana (Lucena, et al. 2013; Santana, et al. 2017; Nascimento, et al. 2017,
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Seghir & Benhamza, 2017). Esses picos correspondem aos planos cristalograficos (020) e
(110) Figura 3 (A), similares ao descritos por Silva, Fideles & Fook, (2015).

Figura 4. llustracdo da Difracdo de Raio X da quitosana pura (Q) (A), Q modificado com
acetilacetona (Qac), Qac modificado com etilenodiamina (Qacen) e Qac modificado com

dietilenotriamina (Qacdien) (B).
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A Figura 5 mostra que ocorreu um pequeno deslocamento no pico de Qac para 26 de
6,9°, a formacg&o de um pico largo a 26 de 9,3° e diminuigéo da intensidade do terceiro em 26
de 19,8°, porém ndo houve mudanca significativa nos pico, mas ocorreu uma pequena
diminuicdo da cristalinidade do derivados Qac em comparagdo ao padréo cristalino da
quitosana, proporcionando ao Qac menor hidrofilicidade em comparagéo a Q, indicando que
apos a modificacdo houve alteracdo no arranjo estrutural do polissacarideo, provocado pelas

mudangas nas ligacdes de hidrogénio.
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Figura 5. llustragdo comparativa da Difracdo de Raio X da quitosana pura e derivado Qac.
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Em Qacen, em comparacao a Qac (Figura 6 A), ocorreu um deslocamento do primeiro
pico para 20 de 9,3°, com um aumento de intensidade e estreitamento do segundo pico para
20 de 15,0° e no terceiro pico houve perda de intensidade com pequeno deslocamento em 20
para 20,3°, interferindo na perda de cristalinidade do material. Em comparacdo a Qac (Figura
6 B) e Qacen (Figura 6 C), Qacdien apresentou aumento de intensidade no segundo pico,
porém diminui¢do no primeiro e terceiro, com formagdo de um quatro pico estreito em 26 de

23,5°.
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Figura 6. llustracdo da Difracdo de Raio X do derivado Qac em comparacdo a Qacen (A),

Qac e Qacdien (B), e Qacen em relagdo a Qacdien (C).
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A diminuicdo da intensidade do primeiro pico de Qacdien, pode estar relacionado ao
maior carater hidrofilico de Qacdien em comparagdo ao derivado Qac, com maior
disponibilidade de grupos amina livre (NH,), levando a diminuig&o do indice de cristalinidade
(Dang, et al. 2018). Essa diminuicdo do indice de cristalinidade poderd proporcionar um
aumento da taxa de biodegradagdo do material (Croisier & Jéréme, 2013), assim como
melhoria na solubilidade (Dang, et al. 2018), em consequéncia ao aumento da regido amorfa
do polimero, tornando-o mais hidrofilico.

A Figura 7 mostra o0 DRX da quitosana e seus derivados com a incorporacdo do

farmaco ceftazidima (F), Q, QF, QacF, QacenF e QacdienF, na qual pode-se verificar que QF,
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(A)

Intensidade (u. a.)

em comparacdo ao pico da quitosana pura apresentou um aumento de intensidade (Figura 7
C), com pequeno deslocamento, uma leve diminuicdo de alargamento do primeiro e segundo
pico em 20 de 11,1° para 10,3° e no segundo de 260 de 19,9° para 26 de 19,7°, com
aparecimento de um terceiro pico em 22,3°.

Figura 7. Difracdo de Raio X de F (A) Q, QF, QacF, QacenF e QacdienF (A) e compara¢édo

de deslocamento de pico (B).
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Em QacF, em comparacdo a Qac (Figura 8 A), apresentou menor intensidade, com
abertura do primeiro pico, mas sem deslocamento, no entanto, no segundo pico houve um

pequeno alargamento e deslocamento de pico em 26 de 9,3° para 9,9° e terceiro pico em 260 de
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Intensidade (u. a.)

18,8° para 19,8°, ocorrendo a diminuicdo no indice cristalinidade. Em QacenF (Figura 8 B) é

possivel verificar que ocorreu diminuicdo de intensidade, pequeno deslocamento dos trés

principais picos. Essa diminuigdo no indice de cristalinidade esta vinculada a incorporacéo do

farmaco com caracteristica hidrofilica na cadeia polimérica do Qacen.

Figura 8. llustragdo comparativa entre os derivados Qac e QacF (A) e Qacen e QacenF (B).
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Na Figura 9 é possivel visualizar que QacdienF apresentou um alargamento com

diminuicdo bem significativa na intensidade dos picos em comparacdo a QacF, pérem em

relacdo a Qacdien apresentou um pequeno deslocamento nos picos, deixando visivel a

ocorréncia na diminuicao de cristalinidade (Tabela 2).
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(A)
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Figura 9. llustracdo comparativa de mudanca dos picos de DRX de QacF e QacdienF (A, B),

Qacdien e QacdienF (B), e grafico comparativo entre todos os derivados em relacdo a

presenca de F que levou a mudanca de cristalinidade (C).
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Tabela 2. Valores do indice de cristalinidade ICR (%) das intensidades dos picos de DRX
referentes as regides cristalinas (IC) e amorfas (IA) da quitosana e derivados Qac, Qacen,

Qacdien, QF, QacF, QacenF e QacdienF.

AMOSTRAS ICR (%)
Q 85,05
Qac 82,27
Qacen 77,94
Qacdien 80,72
QF 87,66
QacF 79,98
QacenF 77,67
QacdienF 77,22

Fonte: autoria propria (2018).

A quitosana é um biopolimero que apresenta um padrdo microcristalino, porém esse
padrdo pode variar com o grau de desacetilagdo ou modificacdo quimica em sua estrutura (Li,
Wang & Wu, 1998), como pode ser obervado na Tabela 2.

O indice de cristalinidade da quitosana de 85% podera estar ligado ao processo de
purificacdo, para eliminacdo de residuos de reagente do processo de desacetilacdo, fato este
relatado por Battisti & Campana-Filho, (2008) que reportaram indices de cristalinidade
maiores que 71% para quitosana purificadas e menores que 68% para quitosana néo
purificada.

A mudanca de cristalinidade dos derivados com a incorporagao do farmaco podera
estar relacionada a substituicao dos atomos de hidrogénio dos grupos amina dos derivados por
grupos CHCOOH do farmaco, deixando os mondomeros mais volumosos e hidrofilicos,
afetando a conformacgao espacial das cadeias e suas interacoes.

A Figura 10 mostra o espectro das bandas caracteristicas de FTIR para Q pura, entre

3400-3500 cm™ é referente ao alongamento axial da ligacio OH e NH, corroborando com
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Souza & Mansur (2008) e Santana et al. (2017). A banda larga préximo a regido de 3369 cm™
esta ligada as vibracOes de estiramento dos grupos OH das hidroxilas, no entanto, a banda que
ocorre entre 2860 cm™e 2931 cm™ refere-se ao alongamento da ligagdo C-H, estiramento
angular C—H, simétricos e assimétricos, atribuido a mudanca axial da ligacdo C-H de grupos
CH, e CH3 (Seghir & Benhamza, 2017).

Figura 10. Espectro de FTIR da quitosana pura(Q), Qac,Qacen e Qacdien.
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A banda de vibracéo de deformacéo axial entre a regido de 1654 cm™ é caracteristico
de banda de estiramento de C=0 da amida I, assim como as bandas na regido de 1573 a 1301
cm™ de deformacdo CO-NH esté relacionada & amida Il e amida 111 (N-H), porém a banda
1319, 1254 e 1376 cm™ de estiramento angular sdo caracteristicas de grupo amina (N-H)
referentes a amina I, 11 e Il, respectivamente, corroborando com resultados de Janior et al.
(2017); Souza & Mansur (2008) (Figura 10); Kumar, et al. 2017; Nascimento et al. (2017);

Seghir & Benhamza, (2017); Jiang, Cai & Li (2017) e Santana, et al. (2017).
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De acordo com a Figura 11, as bandas no entorno de 1151 cm™, 1071 cm™ a 1029 cm™
estdo relacionadas ao alongamento antissimétrico das pontes C-O-C, referentes as vibracdes
de alongamento da ligacéo glicosidica e polissacaridica, conforme resultados reportados por
Souza & Mansur (2008) e Chaleawlert-Umpon et al. (2011) e a banda em 900 cm™ esta
relacionada ao Anel de piranose originario da reacdo do grupo hidroxilo do carbono 5 (anel

piran6sido) (Junior, et al. 2017).

Figura 11. llustracdo do espectro de FTIR da quitosana pura.
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O espectro da Qac (Figura 12) apresentou uma diferenciacdo da banda entre 1604 a
1654 cm™, referente & presenca da carbonila dos grupos cetona e a formagdo da ligacdo
amida, cujo aparecimento confirma a incorporagdo dessa molécula da acetilacetona na

quitosana. Observa-se também deslocamento da banda préximo a regido de 1304 cm™

referente a deformacdes dos grupos CH3 presentes na acetilacetona e deslocamento da banda
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na regido de 1157 cm™ atribuida aos grupos ésteres alifaticos presentes na acetilacetona,

corroborando com Silverstein & Webster (2014).

Figura 12. llustracdo dos espectros de quitosana associada a acetilacetona na auséncia de

solvente.
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Os espectros de Qacen e Qacdien (Figura 13), apresentaram vibracdes intensas
relacionadas aos grupos metilénicos com bandas em torno de 3451-3313 e 2926 a 2863 cm™
para Qacen e bandas na regido de 3452 a 3313 cm™e 2909 a 2865 cm™ para Qacdien, ambas
relacionadas a deformacdo axial N-H e O-H dos grupos aminas livres, C=C e do grupo O-H

gue se encontra na mesma regiao.
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Figura 13. llustracdo comparativa entre os espectros de FTIR dos derivados Qacen (A) e

Qacdien (B).
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Os derivados Qacen e Qacdien, em comparacao a Qac, apresentaram um deslocamento
da banda 1604 cm™ para 1657 cm™ para Qacen e 1654 cm™ para Qacdien relacionada a
deformacdo N-H e o deslocamento de outra banda préximo a 1580 cm™ para os dois
derivados referente a formacdo da ligacdo amida (C=N), em consequéncia da rea¢do com
etilenodiamina (Fgura 13 A) e dietilenotriamina (Fgura 13 B).

A Figura 13 mostra também uma banda de vibragdo na regido 1462 a 1431 cm™
referentes a carbonila do grupo cetona, que vibram com aproximacdo de grupos amina na
regido de 1378 cm™, confirmando a ligacdo do grupo amina na reacdo de modificacdo com
etilenodiamina, similar a identificados por Lopes, Sousa & Airoldi (2009), e
dietilenotriamina. Observa-se também o aparecimento de uma banda intensa na regido de
1325 cm™para Qacen e 1332 cm™ para Qacdien, relacionadas as ligacées C=N de amina
priméria e outra banda de deformacdo angular no entorno da regido de 1329 cm™ (C=N)
atribuido a aminas secundarias presentes nos dois derivados.

O espectro de Qacdien, em comparacdo a Qacen, apresentou um deslocamento das

bandas nas regides de 1654 e 1583 cm™ referente as vibracdes intensas de ligacdes amidas
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consequentes da reacdo com dietilenotriamina, resultados diferentes foram encontrados por
Yan, et al. (2013), ao modificar esferas de quitosana (quitosana modificada com benzaldeido
e hidroxido de sodio) direto com dietilenotriamina.

A Figura 14 (A) mostra a ocorréncia de dois eventos de degradacdo térmica para Q
(Sakurai, Maegawa & Takahashi, 2000) e trés para os derivados, comprovados na curvas de

DTG (Figura 14 B).

Figura 14. Curvas TG (A) e DTG (B) da quitosana (Q) e derivados Qac, Qacen , Qacdien.
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Conforme a Figura 15, o primeiro estagio de decomposicdo térmica para Q comegou
em torno de 37 °C a 235 °C, com pico na DTG em 68 °C, perda inicial de massa de 6,8%,
porém segundo estagio de degradacao téermica ocorreu entre 235 a 588 °C com pico maximo
de 306 °C na curva de DTG e a perda final de massa de 58,1%, resultados proximos foram

descritos por Santana et al. (2017) e Junior et al. (2017).
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Figura 15. llustra as curvas de TG (A) e DTG (B) da quitosana.
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A perda de massa no primeiro evento de degradacdo térmica ocorreu em consequénca
a eliminacdo de agua da parte superficial do material, das liga¢fes da agua dos grupos amina
e hidroxila, entretanto, no segundo evento a perda de massa estar relacionada a degradacgéo
térmica da ligacdo éter da estrutura do polimero, a pir6lise (decomposic¢édo) de polissacarideos
pela perda de ligacGes glicosidicas e também a eliminacdo de produtos volateis (Patil, et al.
2017; Santana, et al. 2017; Janior, et al. 2017).

Na Figura 16 observa-se o primeiro estagio de degradacdo térmica menos intenso em
comparacdo a Q, com estagio de decomposicdo comecando entre 54 °C a 225 °C com pico
méaximo na curva de DTG em 80°C, com perca de massa de 3,2%, 0 segundo estagio tem
inicio a 225 a 363 °C com pico maximo de 325 °C na curva de DTG, com perda de massa de
45,7%, perda menor em comparacdo a Q e o terceiro evento ocorreu a 363 a 506 °C, podendo
ser confirmado no pico de 406 °C da DTG (Figura 16 B), com perda de massa menor que 0o

evento anterior (17,9%).
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Figura 16. Curvas TG (A) e DTG (B) do derivado Qac.
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O derivado Qacen apresentou o primeiro estdgio de decomposicdo térmica em
temperatura maior que Qac, entre 71 °C a 247 °C (Figura 17 A), com pico maximo de 86 °C
na curva de DTG (Figura 17 B), com pouca perda de massa (1,8%), uma reducdo significativa
em relacdo a Q e Qac. Entretanto, o segundo estagio foi mais intenso dos trés eventos, ocorreu

entre 247 °C a 341 °C, com pico maximo 321 °C da curva de DTG, com perda de massa de

36,7%.
Figura 17. Curvas TG (A) e DTG (B) do derivado Qacen.
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O terceiro estagio de degradacdo térmica foi menos intenso em relacdo ao segundo,
ocorreu entre 341 °C a 558 °C, confirmado no pico de 406 °C (Figura 17 B), ocasionou perda
de massa de 25,1%. Esse estagio de decomposicdo térmica poderd esta relacionado a
degradacéo de elementos volateis da amostra (Canevarolo Jr, 2007).

Para Qacdien (Figura 18) o processo de decomposic¢do térmica ocorreu similar ao de
Qacen, porém com maior perda de massa (3,4%) no primero estagio de degradacdo entre
67°C a 247 °C, com pico inicial na DTG em 90,5 °C, e no segundo estagio de decomposicao

ocorreu entre 247 °C a 345 °C com derivada de pico em 316 °C, com perda de massa de

37,4%.

Figura 18. Curvas TG (A) e DTG (B) do derivado Qacdien mostrando os trés estagios de

degradacéo térmica.
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A sintese da quitosana com acetilacetona (Qac) possibilitou aos derivados uma
pequena resisténcia a decomposicdo térmica inicial em relagdo a quitosana pura (Q),
viabilizando um menor indice de perda de massa, propiciando a esses derivados uma
estabilidade térmica melhorada em comparacdo a quitosana pura. Essa melhoria pode estar

relacionada aos grupos hidrofobicos de Qac serem susceptiveis a interacdes eletrostaticas com
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toda a cadeia polimérica, propiciando um aumento na ordenacgdo da estrutura cristalina, apesar
do indice de cristalinidade de Qac ser inferior a quitosana pura, corroborando com Pereira et
al. (2014).

A Figura 19 mostra as curvas de TG e suas derivadas dos derivados de quitosana

incoporados ao farmaco ceftazdima(F).

Figura 19. llustracdo das curvas de TG (A) e DTG (B) do farmaco ceftazidima (F), QF,
QacF, QacenF e QacdienF.
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De acordo com a Figura 19, o antibidtico ceftazidima apresentou cinco eventos de
degradacéo térmica (Tabela 3). O primeiro estagio de decomposicdo térmica ocorreu em 33°C
até 108 °C com pico na DTG de 87,9 °C e perda de massa de 10,6%; o segundo estagio
ocorreu a 149 °C com pico maximo na DTG em 128 °C e perda de massa de 2,1 %; o terceiro
estagio foi 0 mais extenso com ocorréncia a 217 °C com pico maximo de maior intensidade
na DTG em 196 °C e perda de massa de 12,1%; o quarto evento de degradacdo térmica
ocorreu em 281 °C, com DTG de pico maximo em 253 °C com perda de massa de 14,8%, e
quinto estagio ocorreu entre 281 °C a 531 °C com pico maximo na DTG em 365 °C (Figura

19 B) e perda de massa de 24,1%, corroborando com Moreno & Salgado (2010).
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Tabela 3. Eventos térmicos das amostras de F, QF, QacF, QacenF e QacdienF nas curvas de

TG, pico de DTG e fluxo de calor em DSC nas taxas de aquecimento de 20 °C/min.

Eventos térmicos Amostra
F QF QacF QacenF  QacdienF
Temperatura (°C) 33-108 43-123 40-170 34-243 31-142
TG
Primeiro Massa (%) 10,6 4,7 2,0 5,6 3,8
Pico DTG (°C) 87,88 28,6 88,3 83,8 91,3
Pico endotermico 102,5 30,8 90,5 95,7 106
DSC (°C)
Temperatura (°C) 108-149  123-330  172-358  243-339  176-333
Massa (%) 2,1 33,9 45,5 34,6 32,7
Segundo Pico DTG (°C) 128,1 316 322,3 315 314,8
Pico DSC (°C) 267,1 330 334,7 330 328,52
Temperatura (°C) 149-217  330,3-417 358-411  339-416  334-410
Terceiro Massa (%) 12,14 18,5 11,6 15,6 16,8
Pico DTG (°C) 195,6 293,2 334,7 398,4 399,9
Temperatura (°C)  216,9-281
Quarto Massa (%) 14,8
Pico DTG (°C) 253,5
Temperatura (°C)  281-531,5
Quinto Massa (%) 24,1
Pico DTG (°C) 365

Fonte: autoria propria (2018).

Segundo a Tabela 3 e Figura 19, em QF ocorreu um estagio térmico a mais (em

417°C, com pico na DTG em 395 °C e perda de massa de 18,5% em comparacdo a Q. J& para

QacF, QacenF e QacdienF, os trés estagios de degradacdo térmica foram similares aos

mesmos dos derivados sem o farmaco, porém com estagios de degrada¢des em temperaturas

menores, mas com perda de massa maior no segundo estagio e menor no terceiro evento.
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A incorporacdo do farmaco ceftazidima (Cz2H32NgO12S;) a quitosana pura e aos seus
derivados Qac, Qacen e Qacdien proporcionou perda de estabilidade térmica ao material, com
inicio da degradacéo térmica a temperaturas mais baixas, mas ndo mudou significativamente o
perfil de degradacéo térmica do material em comparacédo aos derivados sem o farmaco.

A Figura 20 mostra o0 DSC dos materiais. A Q, Qac, Qacen e Qacdien apresentaram
um pico endotérmico e outro exotérmico. O pico endotérmico esta relacionado a perda de
umidade por vaporizacdo de agua das ligacbes de hidrogénio das moléculas dos grupos
hidroxila e amina, e 0 pico exotérmico esta ligado a degradacdo da estrutura polissacaridea da
molécula e dos anéis sacarideos do polimero e unidades de amina (Silva, Fideles & Fook,
2015; Sakurai, Maegawa & Takahashi, 2000; Patil, et al. 2017; Seghir & Benhamza, 2017;
Junior, et al. 2017).

Figura 20. llustracdo do fluxo de calor nas curvas de DSC para Q, Qac, Qacen e Qacdien.
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A Figura 21 mostra que ap6s a primeira modificacdo da quitosana (Qac) houve uma

mudanca de fluxo de calor nos pico endotérmico e exotérmico (89 °C e 338 °C,
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respectivamente). Essa mudanca pode ter ocorrido em consequéncia a quebra de mais ligagdes
de hidrogénio da agua pela presenca da incorporacdo de grupo carbonila e éter no grupo
amina do carbono 2 (NH,) do derivado Qac, e também por causa do aumento linear da
ramificacdo na cadeia monomerica do carbono 2.

Figura 21. llustracdo do fluxo de calor de Qac.
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O derivado Qacen (Figura 22 A) em comparacdo a Qac, houve aumento da
temperatura do pico de decomposicdo endotérmico (115 °C), com menor perda de &agua,
porém o pico exotérmico diminuiu (335 °C), provavelmente em consequéncia a incorporacdo
de grupos aminas (organicos) do etilenodiamina no final da ramificacdo do carbono 2, na
substituicdo do oxigénio no radical éter por grupos amina (NH,) com necessidade de menos

energia para quebra das ligacdes, corroborando com Pereira et al. (2014).



Figura 22. llustracdo do fluxo de calor de Qacen e Qacdien.
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Em Qacdien (Figura 22 B) em comparagdo a Qac ndo houve variacao significativa de
energia no pico endotérmico (99 °C), entretanto, percebe-se no pico exotérmico (331 °C) um
aumento da intensidade da energia necessario para decomposicdo do Qacdien, provavelmente
por causa da degradacdo térmica das quebra das ligacGes simples e duplas das cadeias
poliméricas dos grupos amina proveniente da incorporacdo do dietilenotriamina, porém
precisou de temperatura menor para degradar o material, em consequéncia ao seu grau de
cristalidade ser inferior.

O derivado Qac comportou-se mais estavel termicamente em comparagéo a quitosana
pura e os seus derivados Qacen e Qacdien (Qac > Qacen > Qacdien).

A Figura 23 mostra que a incorporagdo do farmaco ceftazidima nédo alterou
significativamente a estabilidade térmica dos derivados. O farmaco apresentou pico
endotérmico em temperatura maior que Q (F 102 °C), porém o exotérmico foi em temperatura

menor (F 267 °C), corroborando com resultado de Moreno & Salgado (2010).
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Figura 23. llustragdo dos picos endotérmico e exotérmicos nas curvas de DSC de ceftazidima
(F) (A), Q e derivados incorporado a ceftazidima (B).
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A Figura 23 (B) mostra que os derivados incorporados a F, em comparacdo aos
derivados sem F, apresentaram picos endotérmico [QF (94 °C), QacF (90 °C), QacenF (95
°C) e QacdienF (106 °C)] e exotérmico [QF (330 °C), QacF (335 °C), QacenF (330 °C) e
QacdienF (328 °C)] em temperaturas menores. Entretanto, similares aos derivados sem o

farmaco.

3. 1 Propriedades bioldgicas

Conforme a literatura, para um material ser promissor como biomaterial é fundamental
gue o mesmo seja biocompatibilidade (Dang, et al. 2018), que tenha um indice aceitavel de
afinidade com o plasma sanguineo (Yang, et al. 2008), haja vista que taxa elevadas e
frequentes de hemolise in vivo, podem causar sérios problemas a saude.

O ensaio de hemdlise de Q e derivados diluidos em &cido acético (2%) nas
concentragfes 500, 250 e 125 pg/mL apresentaram percentual de hemolise maior que 20%

(Figura 24 A) em todas as amostras. A literatura descreve que solucdo de acido acético,
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mesmo em concentracdes baixas, podem induzir a coagulacdo sanguinea e deformacdo dos
eritrocitos, podendo provocar ruptura da membrana de célula sanguinea (Yang, et al. 2008).
Porém, em andlise usando DMSO (1%), como solvente preparado em agua destilada, esse
indice caiu para 3-20% e em DMSO (1%) (Figura 24 B), preparado em solucéo salina 0,9%,
diminuiu para menos de 3% (Figura 24 C), resultado melhor que o resultado do solvente
isolado (Figura 24 D).

Figura 24. Porcentagem de hemdlise da quitosana diluida em acido acético 2% (A), DMSO
1% preparado com agua destilada (B), DMSO (1%) preparado em solucéo salina (0,9%) (C) e

DMSO (1%) em solucéo salina isolado (D) nas concentracfes de 500, 250 e 125 pg/mL.
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Ocorreu toxicidade hemolitica abaixo de 10% nas concentracdes testadas: 500, 250 e
125 pg/mL para todas as amostras: Q, Qac, Qacen, Qacdien, F, QF, QacF, QacenF e
QacdienF diluidas em DMSO (1%) preparado em solucdo salina a 0,9%, indicando
biocampatibilidade dos derivados com as hemaécias, corroborando com estudo de Dang et al.
(2018) em estudo com quitosana modificada com 3,6- O - N- acetil-etilenodiamina.

Quando avaliado a porcentagem de hemolise na amostra de quitosana pura (Figura 24
C), ocorreu menos de 2% de efeito hemolitico para Q na concentracdo mais elevada (500
pg/mL), baixando mais nas concentracdes menores (250 e 125 ug/mL), entretanto na
concentragfes 250 pg/mL a taxa hemolitica foi maior que na maior concentracgdes, isso deve
ter ocorrido em consequéncia a algum fator externo como pressdo de pipetagem, assim como

provavelmente ocorreu na amostra QF e Qac na concentragdo 125 pg/mL (Figura 25).
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Figura 25. Porcentagem de hemolise das amostras Ceftazidima (A), QF (B), Qac (C) e QacF

(D) nas concentracdes de 500, 250 e 125 pg/mL.
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Os derivados Qac, Qacen e Qacdien, apresentaram taxas hemoliticas abaixo de 4% em
todas as concentragdes, assim como 0s mesmos incorporados ao farmaco a toxicidade foi
menor para QacF (Figura 25 D) e QacenF em comparacdo a Qac e Qacen, respectivamente
(Figura 26), porém maior que a taxa hemolitica de Q, provavelmente em consequéncia a
maior concentracdo de grupos amina (-NHy), assim como descreveu Dang et al. (2018).

Entretanto, a Figura 26 (D) mostra que o farmaco ceftazidima interferiu na acdo hemolitica de
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QacdienF, apresentando efeito hemolitico superior ao derivado sem o farmaco, porém
estatisticamente ndo apresentaram diferencas significativa (p < 0,05).
Figura 26. Porcentagem de hemolise das amostras Qacen (A), QacenF (B), Qacdien (C) e

QacdienF (D) nas concentragdes de 500, 250 e 125 ug/mL.
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Os resultados indicaram baixa taxa hemolitica dos derivados com e sem o farmaco,
ndo houve diferencas significativas nos valores de hemolise (p < 0,05) entre Q e os derivados
nas concentracfes de 500, 250 e 125 pg/mL, indicando bicompatibilidade, baixa toxicidade

hemolitica permitida (Dang, et al. 2018).
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Contudo, o grau de desacetilacdo (GD) e peso molecular da quitosana podera ter
interferido na ocorréncia de hemolise, uma vez que ja foi descrito na literatura que quitosana
com GD proximo ou maior que 80% podera apresentar moderada atividade hemostéatica por
induzir a modulacédo da atividade fibrinolitica de macrofagos (Yang, et al. 2008) ou induzir
acao hemolitica por meio de interacdo eletrostatica (Zhou, et al. 2014), haja vista que 0s
grupamentos amino protonados (NHs") tem a capacidade de atrair molécula com carga
negativa como as glicoproteinas presentes nos eritrocitos, podendo provocar a quebra da
membrana celular.

No ensaio in vivo de toxicidade aguda, os nauplios de Artemia salina foram usados
como bioindicadores (Libralato, 2014) para avaliar o grau de toxicidade da quitosana e
derivados com e sem o ceftazidima nas concentra¢des 1, 10, 30, 50, 100, 1000, 2000, 3000,
4000, 5000, 8500 e 10.000 ppm.

A porcentagem de nauplios mortos foi menor que 10% em concentracGes inferiores e
igual a 1000 pg /mL (1000 ppm) nas amostras de F, Q, Qac, Qacen, Qacdien, QacF, QacenF e

QacdienF (Figura 27).
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Figura 27. Porcentagem de morte abaixo de 10% de nauplios (Artemia salina) das amostras
Q, Qac, Qacen, Qacdien (A) e F, QF, QacF, QacenF, QacdienF (B) em concentracao de 1000
ppm e DLsgy (C, D) em 1000-10.000 ppm (1-10 mg/mL).
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De acordo com a Tabela 4, os derivado com e sem o farmaco apresentaram-se sem
efeito toxico frente a Artemia salina em concentragdes abaixo de 1000 ppm, com dose letal de
50% (DLsgy) maior que 3000 ppm, corroborando com Ribeiro et al. (2015). Contudo, o
farmaco ceftazidima ndo apresentou interferéncia significativa no DLsy dos derivados, visto

que isolado apresetou DLsy maior que de 8500 ppm.
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Tabela 4. Dose letal (DL50%) de nauplios (Artemia salina) das amostras Q, QF, F, Qac,

QacF, Qacen, QacenF, Qacdien e QacdienF.

Amostra Dose DL50% (ppm) Média de Mortalidade (%)
nauplios mortos
apos a incubacéo

Controle positivo 0,5 (mL) 10+0,0 100

(DMSO puro)
Controle negativo Pura 0,0+0,0 0

(dgua salina)

F 8500 57+156 57

Q > 10000 1,7+£1,11 17

Qac 8500 53+1,56 53

Qacen 3000 53x0,44 53

Qacdien 4000 52,00 50

QF > 10000 2+1,67 20

QacF 8500 4,7+1,11 47

QacenF 4000 5+0,89 50

QacdienF 4000 6+ 0,67 60

Fonte: autoria propria (2018).

Conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), produtos naturais como a
quitosana séo classificados como substancias toxicas quando apresentam valores de DLsgo
abaixo de 1000 ppm para Artemia salina (Mendonga, et al. 2015).

A morte de alguns nauplios na presenca dos derivados de quitosana ocorreu
provavelmente em consequéncia a alta viscosidade da quitosana, que pode ter provocado a
formacdo de uma camada viscosa nas branquias dos nauplios dificultando a entrada de
oxigénio, assim como descreveu Parvez et al. (2012).

O estudo in vitro de atividade de remog&o de espécie reativa de oxigénio dos derivados
foi determinado pelo método de eliminagdo de radicais DPPH e comparado com a atividade
do acido ascorbico (vitamina C, antioxidante padrdo que age protegendo as células contra as

espeécies reativas de oxigénio). A solugdo de DPPH com metanol apresenta cor purpura, mas
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apos reducdo por um antioxidante ou uma espécie radicalar muda para amarelo, levando a
diminuicdo na absorcdo (Ak & Gulgin, 2008).

Assim, no ensaio de atividade antioxidante (AA) conforme (Ak & Gulgin, 2008), a
quitosana e derivados apresentaram atividade antioxidante menor que a do acido ascorbico
(Figura 28 A, B), corroborando com Anraku et al. (2011). Porém, o farmaco ceztazidima
apresentou AA similar ao &cido ascorbico, nas mesmas concentrac@es (Figura 28 B), mas sem

diferenca significativa (p<0,05).
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A Figura 28. Porcentagem de atividade antioxidante da Q, Qac, Qacen, Qacdien (A), QF,

QacF, QacenF, QacdienF (B), e valor de absorbancia e AA do &c. ascorbico (C, D) e do

farmaco ceftazidima (E, F) nas concentrac¢6es: 5000, 2500, 1250, 500, 250 e 125 pg/mL.
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A Figura 28 mostra as porcentagens de atividade antioxidante (AA) referente a
quantidade de DPPH consumida pelo efeito antioxidante dos derivados de quitosana (Anraku
et al. 2011; Nascimento et al. 2011). Quanto maior a degradacdo de DPPH pela amostra,
maior € sua atividade antioxidante, corroborando com estudo descrito por Patil et al. (2018)
em estudo do potencial antioxidante da curcumina carregada com nanoparticulas magnéticas
de y-Fe,O3; revestidas com quitosana, e Ngo et al. (2015) em estudos sobre os efeitos
antioxidante de quitosana modificada, o qual descreveu resultados de AA significativos, mas
inferores ao do &cido ascorbico.

Conforme a figura anterior, os derivados apresentaram capacidade de neutralizacdo de
DPPH, com indice de atividade antioxidante entre 1-34%, porém com taxa maior nas
concetragbes mais elevadas (5000, 2500 e 1250 pg/mL), com destaque para Qacen. No
entanto, os derivados com o farmaco apresentam efeitos antioxidantes maiores,
principalmente nas concentragdes 5000, 2500 e 1250 ug/mL (31-34%), em consequéncia ao
efeito antioxidante apresentado pelo farmaco (Figura 28 F), porém todas as amostras
mostraram diferencas significativas (p <0,05) em comparacdo ao ac. Ascérbico e o farmaco
isolado. Néo foi possivel calcular o 1Csq, de AA das amostras.

A degradacdo do DPPH foi diretamente proporcional ao aumento da concentracdo da
amostra. Todos os derivados apresentaram capacidade de degradacdo de DPPH, visto que 0s
percentuais de absorvancias apés reacdo de DPPH foram diferente do controle negativo e de
DPPH isolado, resultados diferentes foram descritos por Chen et al. (2018) em estudo com
nanoparticulas de quitosana modificada, em que descreveu resultado maiores que 20% de AA.

Os resultados foram positivos, a quitosana e seus derivados possuem atividade
antioxidante, provavelmente por agir na eliminacao das espécies reativas de oxigénio (ROS)
ou induzido a interrupcdo da reacdo oxidacdo, previnindo os danos oxidativos, assim como

reportou Xu et al. (2018).
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A Tabela 5 traz os resultados de atividade gastroprotetora do experimento in vivo em
rato com Ulcera gastrica cronica induzida por acido acético (80%). O grupo de animais com
Glcera sem tratamento produziu uma média de &rea lesionada de 190,3 + 25,4 mm? (controle
negativo/grupo veiculo), e o grupo com tratamento oral com cimetidina/grupo controle
positivo (dose diaria de 100 mg/kg por sete dias) reduziu a area ulcerada em 76,9% (43,9 *
10,2 mm®) em comparacdo ao grupo controle negativo/veiculo, resultado préximo foi
reportado por Silva et al. (2016). O tratamento com administracdo oral de uma dose diaria de
80 mg/kg por um periodo consecutivo de sete dias diminuiu significativamente a area da
lesdo ulcerativa (Figura 29 A) em 50,7% (93,6 + 35,5 mm?®) para quitosana pura, resultado
semelhante foi reportado por Ito & Ishihara (2000); j& Qac teve reducdo de 18,4% (155,3
21,5 mm?®), Qacen 55,2% (85,3 + 18,0 mm?®) e Qacdien 68,1% (60,8 + 28,7 mm®) (Figura 29
B), em relacdo ao grupo controle negativo/veiculo, corroborando com Servat-Medina et al.
(2015). Esta atividade foi potencializada com a incorporacdo do farmaco ceftazidima aos
derivados (Figura 29 C). Quitosana incorporada ao ceftazidima e os derivados Qacen,
Qacdien, QacF, QacenF e QacdienF apresentaram diferenca significativa de atividade
gastroprotetora (p < 0,05) em relacdo ao grupo veiculo.

Tabela 5. Atividade gastroprotetora apds sete dias de tratamentos com quitosana e derivados
(dose diaria de 80 mg/kg), Cimetidina/grupo controle positivo (100 mg/kg) e grupo veiculo
sem tratamento (controle negativo), na cicatrizacdo de ferida de Ulcera gastrica induzida por

acido acético (80%).

Amostra (grupos) | Média da area total lesionada (mm®) | Atividade gastroprotetora

e erro padrdo da media (S.E.M) (%)
Controle negativo 190,3+25/4 0,0
(veiculo)
Controle Positivo 439 * 10,2 76,9
(Cimetidina)
Q pura 93,6 £35,5 50,7
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Qac
Qacen
Qacdien
QF
QacF
QacenF
QacdienF

1553+ 215
85,3+ 18,0
60,8+ 28,7
50,9+12,0
77,3+20,4
410+17,8
199+39

18,4
55,2
68,1
73,2
59,4
78,5
89,7
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(B)

Figura 29. Volume da lesdo gatrica (A) e atividade gastroprotetora do grupo veiculo/controle

negativo, cimetidina/grupo controle positivo, quitosana pura e derivados (B), quitosana e

derivados incorporados a ceftazidima (C), na concentracdo de 80 mg/mL na cicatrizacdo de

ferida de ulcera géstrica induzida por acido acético (80%).
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A Figura 29 (A) mostra que o tratamento com os derivados Qacen e Qacdien atuaram
de forma positiva no controle da lesdo, com reducdo de mais de 55% da area ulcerada. Este
resultado sugere que provavelmente estes derivados agiram na protecdo da area lesiosada da
mucosa gastrica do estbmago, agindo inicialmente como uma barreira gastroprotetora, visto
que a mucoadesdo do material € um fator importante por evitar a acdo de elementos acidos e
enzimas do estbmago (Potrich, et al. 2010; Silva, et al. (2016) em contato direto com a regido
ulcerada, uma vez que a quitosana apresenta acdo anti-inflamatorio, propriedade
imunomoduladora e reparativo relacionadas a quantidade de grupo amina (Volod’ko, et al.
2014; Servat-Medina, et al. 2015), com ativacao eficiente de macro6fago levando a aceleracdo
da atividade cicatrizante de regido lesionada (Silva, et al. 2006), o que justifica o efeito
cicatrizante proximo ao controle cimetidina (Figura 30 B), a quitosana pura (Figura30 C) e 0
derivado Qac (Figura 30 D), sugerindo que esta acdo mais efetiva pode esta relacionada além
da quantidade maior de grupo aminas, também a atividade antioxidante apresentada pelos
derivados Qacen e Qacdien. Assim como a atividade cicatrizante maior dos derivados QacF,
QacenF e QacdienF (Figura 29 B e Figura 30 G, I, J), em relacdo as derivados Qac, Qacen e
Qacdien, estd relacionada a acdo antibactericida (Rains & Peters,1995) contra algumas
bactérias presentes no estbmago que podem afetar o processo de cicatrizacdo da lesdo gatrica,

e o efeito antioxidante apresentado pelo farmaco ceftazidima.
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Figura 30. Fotografias ilustrativas dos estbmagos (0s tracos indicam a largura da lesdo) apos
sete dias sem tratamento do grupo veiculo/controle negativo (A), com tratamentos de
administracdo oral de Cimetidina (100 mg/kg)/grupo controle positivo (B), com tratamento de
administracdo oral (dose diaria de 80 mg/kg) de quitosana (C) e derivados Qac (D), Qacen
(E), Qacdien (F), quitosana incorporada ao ceftazidima (G), derivados incorporados ao
ceftazidima QacF (H), QacenF (1), QacdienF (J), na cicatrizacdo de ferida de Ulcera gastrica

induzida por &cido acético (80%).
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Neste estudo o tratamento oral durante o periodo consecutivo por sete dias com
cimetidina reduziu significativamente a Ulcera gastrica induzida pelo &cido acético em rato.
Similarmente, o tratamento com quitosana pura e seus derivados com e sem a incorporados
do farmaco ceftazidima apresentaram atividades gastroprotetoras positiva, com efeito maior
na aceleracdo da cicatrizacdo da Ulcera gastrica para os derivados com incorporacdo do
ceftazidima, revelando que a incorporacdo do farmaco melhorou o efeito de cicatrizacdo da

Ulcera gastrica induzida por acido acético (80%).
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4., CONCLUSAO

A modificacdo quimica ocorreu com sucesso, comprovadas principalmente pelas
analises FTIR com deslocamento e surgimento de novas bandas associadas a grupos amina e
também por meio da anélise elementar com aumento do percentual de nitrogénio.

O DRX mostrou uma pequena diminuicdo do grau de cristalinidade padrdo da
quitosana quando modificada com as bases aminas e ao ser incorporado ao farmaco.

As curvas TG, DTG e DSC mostraram que os derivados com ou sem farmaco ao
serem submetidos a mudancas de temperaturas, comportaram-se estaveis, com perda de massa
inicial e final semelhante a quitosana pura.

Os derivados de quitosana incorporados ou ndo a ceftazidima apresentaram baixo
efeito citotdxico para célula sanguinea de mamifero, permitindo boa afinidade com o plasma
sanguineo. O indice hemolitico diminuiu gradativamente com a diminuicdo das concentracdes
das amostras e com a diminui¢do do grau de cristalinidade.

A biocompatibilidade dos derivados foi confirmada pela baixa taxa hemolitica, pela
ndo toxicidade sobre Artemia salina em concentragdes menores que 1000 ppm, pelo indice
significativo de atividade antioxidante nas concetragdes menores e igual a 5000 pg/mL.

Os derivados Qacen e Qacdien apresentaram resultados superiores ao da quitosana
pura na cicatrizacdo de Ulcera gastrica induzida por acido acético. A incorporacdo de
ceftazidima a estes derivados potencializaram este efeito de cicatrizag&o.

Os resultados potencializam estes derivados de quitosana como promissores

biomateriais para a aplicacdo na area da saude.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

» O crescente aumento no nimero de enfermidades tem estimulado a busca por novos
compostos naturais, como a quitosana, que apresente efetividade no controle e
eliminacdo de doenga sem provocar efeitos colaterais que prejudiquem o tratamento.

» No cenério atual é visivel o crescente aumento das pesquisas com a quitosana
modificada com a finalidade de aplicacdo na area da saude.

» Os resultados das andlises de propriedades biol6gicas mostraram que os derivados
resultantes da modificagcdo quimica da quitosana com bases aminas Sa0 seguros para
aplicacdes em testes de atuacdo na area biomédica e farmacéutica.

» Os derivados Qacen, Qacdien, QacenF e QacdienF apresentaram excelentes resultados
de cicatrizacdo de Ulcera gastrica induzida por acido acético (80%).

» Este trabalho é inovador.

» Estudos complementares devem ser realizados para um melhor entendimento da agao

gastroprotetora da quitosana.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos na presente pesquisa enfatizam a importancia de estudos
adicionais para avaliacdo da atividade gastroprotetora destes novos derivados da quitosana
associados a farmaco de uso em tratamento gastrico, para avaliar sua potencialidade na

protecao e regeneracao da mucosa gastrica.
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