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Resumo: Os polimeros naturais apresentam uma vasta aplicabilidade devido a sua facil obtencao e
suas propriedades tais como biodegradabilidade e biocompatibilidade. Nesta classe de polimeros os
polissacarideos naturais se mostram potencialmente favoraveis no desenvolvimento de moléculas
bioativas, com destaque para a quitosana, matéria prima encontrada nos exoesqueletos de insetos,
crustaceos e também na parede celular de alguns cogumelos. Esse composto carrega o fator da
hidrossolubilidade, condicdo as quais enzimas fisiologicas exercem sua atividade. A O-
carboximetilquitosana guanilada (O-CMQG), um derivado da quitosana, possui uma maior faixa de
solubilidade e propriedades fisicas aperfeicoadas devido a sua modificacéo estrutural. Este trabalho
apresentard uma proposta de avaliar o potencial toxico da O-CMQG em Artemia salina. Este teste é
uma ferramenta empregada na avaliacdo preliminar de toxicidade de compostos, por possuir uma alta
sensibilidade, baixo custo, rapidez, facil manuseio e principalmente por permitir boas correlagfes de

citotoxicidade, faz com que este ensaio seja bastante utilizado.

Palavras-chave: Quitosana. O-carboximetilquitosana guanilada. Artemia salina.

Introducéao

A quitosana é um derivado da quitina natural obtida através da desacetilacdo
do N-acetil unidades de glucosamina de quitina, muito comum, por hidrélise sob
condicOes alcalinas a uma temperatura elevada (RIVA et al., 2011).

As aplicacbes da quitosana e derivados vao desde a producédo de materiais
ceramicos (LAMAS, 2008) a obtencdo de fibras, filmes, geéis, microesferas e
membranas, além da capacidade da quitosana de formar complexos com ions

metalicos (JANEGITZ, 2007) e em farmacos, sendo estes limitados por questdes de
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hidrossolubilidade, condi¢cdo as quais as enzimas fisiologicas exercem sua atividade
(SILVA et al., 2006).

Com o objetivo de melhorar a solubilidade de tal polimero, tem-se focado

bastante em modificacbes estruturais atraveés de diversas reacdes para a producao
de quitosanas funcionalizadas. Dentre elas destacam-se a sintese da
carboximetilquitosana (LAMAS, 2008) e as reacdes de guanilacdo das quitosanas
(ANDRADE, 2016). A carboximetilquitosana € obtida através da reacdo de
carboximeltilacdo da quitosana, essa vem ganhando cada vez mais espacgo por suas
caracteristicas importantes na area biomédica como: biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atoxidade, baixa imunogenicidade, atividade antimicrobiana e
ainda a capacidade de formar géis e solubilidade em amplo intervalo de acidez, que

ampliam as possibilidades de aplicacdo (DAROZ et al., 2008).

A O-carboximetilquitosana guanilada (CMQG) é obtida via reacdes de
guanilagcéo da carboximetilquitosana, esta apresenta uma maior faixa de solubilidade
em relacdo a quitosana, podendo assim melhorar as condi¢des da avaliacdo do seu

potencial biolégico/farmacoldgico.

Os procedimentos adotados para avaliacdo da bioatividade de compostos
organicos, oriundos tanto de plantas quanto de origem sintética devem ser de facil
execucdo, assim como fornecer respostas rapidas e eficazes (CAVALCANTE et al.,
2000). Os ensaios empregados a partir do teste de letalidade frente a Artemia salina
(TAS) apresentam-se como uma ferramenta viavel, devido sua simplicidade,
eficiéncia, rapidez, baixo custo e principalmente por permitir boas correlacdes de
citotoxicidade dentre outras propriedades biologicas (MONTANHER et al., 2003).

-~ Material e Métodos

Para a realizagdo do ensaio frente a A. salina, inicialmente as amostras de O-
CMQG foram solubilizadas em uma solucdo aquosa de HCI 1%, e em seguida em
uma solucdo marinha artificial preparada na dissolugdo do sal marinho em agua
destilada (40 g.L * ), suplementado com extrato de leveduras (6 mg.L %) e

esterilizado em autoclave.

REALIZACAO

PRP PRE = 2
p,c.gP»mr,g%g Prn-ggimrla de & PrurR%:una de 3 UnlverSIdade
s Y s sguisa e =xtensao, Cultura e 14
Graduagdo  pas Graduacao Assuntos Estudantis Estadual de Goias



C V Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extensao da UEG

Em um funil de separacéo foram adicionados 500 mL de agua marinha e 80

mg dos cistos de A. salina. Para o crescimento de seus nauplios, o sistema foi
deixado em incubacédo por 36 horas a temperatura ambiente, com iluminac&o natural
e oxigenacgao constante realizada com auxilio de uma bomba de ar de aquaério.

O ensaio foi realizado em microplaca de poliestireno estéril de 96 pocos. Os
nauplios foram distribuidos na placa com o auxilio de uma micropipeta, com
padronizacdo de um total de 10+1 de individuos em cada poc¢o. Em seguida, foram
adicionadas 100 puL de amostras nas concentracdes de 6,25; 10; 15; 25; 50; 100 e
250 pg.mL™* . O sistema foi incubado por um periodo de 24 horas. Apds este
periodo, contou-se a quantidade de larvas mortas ou imobilizadas. Como controle
negativo, usou-se agua salina e 10 nauplios de A. salina, no controle de viabilidade
(dgua marinha e os nauplios) e controle positivo foram usadas solucfes de K,Cr,0O7
nas concentracdes de 7,25; 15; 30; 45; e 60 ug.mL™ , mais os nauplios de A. salina.

O ensaio foi realizado em duplicata, o que permitiu determinar a toxicidade a
partir do célculo da CLsy, ou concentracdo letal de 50% da populacdo de
microcrustaceo. Este valor foi determinado através do programa StatSoft Statistica 8
MR-3, a partir da regresséo linear obtida da correlacdo entre a porcentagem de

individuos mortos e a concentracao da amostra-teste.

Resultados e Discussao

Ensaios de letalidade com Artemia salina definem valores da dose letal média
(DLsg) em pg/mL de compostos sintéticos ou extratos, sendo que dezenas de
substancias ativas conhecidas apresentam toxicidade ao realizar este teste (MEYER
et al., 1982). A atividade é considerada significativa quando a estimacao do valor da
DLso € menor que 1000 pg/mL (STEFANELLO et al., 2006).

A atividade biolégica preliminar dos extratos em TAS é classificada conforme
0S seguintes critérios baseados nos niveis de CLsp em Artemia salina: CLso < 80 ug/
mL, altamente toxicos; entre 80 yg/ mL e 250 ug/ mL, moderadamente toxico; e Clsg
> 250 ug/ mL, com baixa toxicidade ou nao toxico (DOLABELLA et al., 1997).

A partir dos dados obtidos pelo ensaio, observa-se que a O-

carboximetilquitosana guanilada apresenta uma CLsp de 82,5 ppm, nota-se que é
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menor que 1000 pg/mL, podendo assim considerar que esta possui atividade

biolégica. Com um CLso entre 80 ug/ mL e 250 ug/ mL, este composto apresenta

uma toxicidade moderada.

Consideragodes Finais

O ensaio de letalidade da O-carboximetilquitosana guanilada com Artemia
salina mostrou-se que este composto pode possui atividade biolégica e uma
toxicidade moderada. Entretanto, sera necessario estudo mais afundo sobre as
condicBes para determinacdo do potencial toxico de derivados quitosanicos, bem

como o aperfeicoamento da técnica para analises desses polimeros.
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