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Resumo: A quitosana é um polissacarideo que pode ser obtido através do processo de
desacetilacdo da quitina. Caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade
dentre outras, permite multiplas aplicacdes em diversas areas. A baixa solubilidade da quitosana em
condicdes fisiolégicas limita seu uso principalmente na area da saude. A derivacdo da quitosana é
uma das estratégias utilizadas para melhorar aspectos limitantes como a solubilidade e outras
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas, além de conferir novas propriedades do grupo
apresentado, ampliando assim o potencial de utilizagdo do composto original. Neste estudo a
quitosana foi modificada com grupos guanidinicos dando origem as quitosanas N,N- guaniladas. Em
seguida foi realizada a triagem das atividades biolégicas com o ensaio de letalidade de Artemia
salina e determinacdo da toxicidade com o calculo da letalidade a 50% dos compostos. Os
resultados demonstraram que a quitosana e os derivados guanilados apresentaram baixa toxicidade.
A quitosana-guanilada 3d obteve menor valor de CLsy enquanto que a quitosana-guanilada 3a obteve
maior valor CLsy. Todas as quitosanas-guaniladas estdo em ressonancia eletrénica, no entanto ao
gue parece as quitosanas-guaniladas que possuem maior forca na ressonancia eletrbnica
apresentaram menor toxicidade, e as quitosanas-guaniladas que podem estar sofrendo reacdo de

hidrolise apresentaram maior toxicidade.

Palavras-chave: Guanilac@o. Guanidinilagdo. Compostos quitosanico-guanilados. Triagem. Atividade
biologica. Estrutura atividade.
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Introducao

Os polimeros naturais apresentam aplicabilidade em diversas linhas de
pesquisa, sendo uma delas o uso na sintese de farmacos devido a sua facil
obtencdo e suas propriedades, tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade,
atoxicidade, flexibilidade, renovabilidade e possibilidade de inclusdo de sitios
reativos para agregar novas funcionalidades (AZEVEDO et al., 2007). Dentre esses
polissacarideos destacam-se a quitina e a quitosana (AZEVEDO et al., 2007; BILAL,
IQBAL, 2019).

A quitina € um polissacarideo encontrado na natureza, principalmente em
exoesqueletos de crustaceos, insetos e paredes celulares de fungos, (PATRUELA
et al.,2015; PIRES, BIERHALZ, MORAES, 2015) porém, em menor abundancia que
a celulose (ABREU et al., 2013). A quitosana é obtida a partir da desacetilacdo da
quitina, e conserva algumas de suas caracteristicas, como a biocompatibilidade e
atoxicidade (AVILA FILHO et al., 2020; BARROS et al., 2016; SILVA, SANTOS,
FERREIRA, 2006). No entanto, a quitosana apresenta uma melhor faixa de
solubilidade em relacdo a quitina, uma vez que em meio &cido, a quitosana é
protonada, pela presenca dos grupos aminos livres da cadeia polimérica, o que a
torna soltvel em pH acido (VINSOVA, VAVRIKOVA, 2011).

No intuito de melhorar as limitagcBes apresentadas por sua solubilidade, é
conveniente realizar modificagbes quimicas de forma que a quitosana possa
conservar ou potencializar suas propriedades existentes e ampliar a sua faixa de
solubilidade (ZHAO-SHENG et al., 2012). Dentre as modificagcbes possiveis
destacam-se as reacOes de sulfatagdo, carboxialquilagdo, quaternizacdo, de

guanilacdo e guanidinilagdo (ROBERTS, 1992).
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Na tentativa de melhorar a solubilidade das quitosanas, a funcionalizagao

com grupos biguanidinicos foi empregada por meio de reacdes de guanilacdo. Esta
funcionalizacéo favoreceu o aumento de sua solubilidade em meio aquoso, além de

influenciar no seu potencial bactericida (HU et al., 2007; CAl et al., 2013).

A Artemia salina é um microcrustaceo muito utilizado em ensaios de
toxicidade para avaliar compostos naturais ou sintéticos biologicamente ativos
devido a sua facil manutencédo em condicdes de laboratério (SIQUEIRA et al., 1998;
RAHMAM, CHOUDHARY, THOMSON, 2005; APETROAEI et al., 2018). Para
realizacdo do teste de toxicidade é necesséario expor os nauplios a concentracées
crescentes dos compostos testes por um periodo de 24 a 48 horas, e em seguida
realizar a contagem do numero de individuos mortos ao final do periodo de
exposicdo e o cdalculo da concentracdo letal média da populacdo exposta
(PIMENTEL et al., 2011). Nesse contexto, o trabalho objetivou avaliar a toxicidade
da quitosana e de quitosanas N,N- guaniladas pelo ensaio de letalidade em Artemia

salina.

Material e Métodos

A quitosana foi adquirida da Sigma-Aldrich (S&do Paulo, Brasil) (Lote
#SLBF5331V-% GA de 25% e massa molar viscosimétrica de 155000 g.mol™). Os
derivados quitosanico-guanilados foram sintetizados por Andrade (2016) no
Laboratério de Sintese, Isolamento e Modificagdo de Compostos Organicos -
LaBSIMCO/UEG campus central Anapolis.

A toxicidade dos compostos foi determinada com o0 ensaio de letalidade de
Artemia salina seguindo a metodologia descrita por Molina-Salinas e Said-
Fernandez (2006) com pequenas modificacdes. Foi preparado agua marinha

artificial (AMA) através da dissolucdo de 36 g.L™* de sal marinho em agua destilada,



C IX Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extenséio da UEG

suplementado com 6 mg.L™" de extrato de levedura e esterilizado em autoclave.

Foram pesados 0,3 g de cistos de Artemia salina, colocou no artemilheiro por 36
horas em 500 mL do meio AMA a temperatura ambiente, oxigenacéo e iluminagao
constantes. ApoOs a ecloséo, os nauplios foram atraidos por fonte de luz, pipetados e

transferidos para uma placa de Petri com 5 mL de meio fresco.

O teste foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pocos. Em cada
poco foram adicionados 10 individuos com 100 pL de AMA e 100 puL de compostos
dissolvidos ho mesmo meio nas concentracdes de 2,5, 1,25, 0,625 e 0,3125 mg.mL"

!, A placa foi incubada a temperatura ambiente e iluminagéo constante por 24 horas.

Foram adicionados ao ensaio controles de viabilidade com pogos sem
compostos, de letalidade utilizando diluicdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg.mL™ de
dicromato de potassio (K.Cr,O7) e controle de técnica utilizando acido acético 1%
(CH3COOH) neutralizado com carbonato de sédio a 1 Mol.L™ (Na,COs) em pH 6,0 -
5,5 nas concentracdes 0,5%, 0,25%, 0,125% e 0,0625% para excluir possiveis

interferéncias na acidificacdo necessaria para a dissolu¢do dos compostos testados.

Os resultados permitiram o célculo da CLsp pelo método grafico para dose
resposta — Probito, no programa Statistica. Todos 0s ensaios realizados foram

realizados em triplicata e de maneira independente.

Resultados e Discussao

Os resultados do teste de letalidade da quitosana e dos compostos

guitosanico-guanilados sobre Artemia salina sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentracéo Letal (CLgy) da quitosana e dos compostos quitosénico-guanilados para
Artemia salina.

Compostos testados CLso (Mmg.mL™) 95% CL
Quitosana 1,26 1,12-1,41
Quito-Guani 3a 1,47 1,25-1,69
Quito-Guani3b 1,33 1,24-1,41
Quito-Guani 3c 1,33 1,24 -1,42
Quito-Guani 3d 1,05 0,74 - 1,35
Quito-Guani 3e 1,31 1,25-1,36

Fonte: Os autores.
Legenda:
Quito-Guani = quitosana guanilada;
Quito-Guani 3a = (Z2)-N-((Ciclohexil amina)—(quitosana)-metileno)-benzamida;
Quito-Guani 3b = (2)-1,2-Diciclohexil-3-(quitosana)-guanidina;
Quito-Guani 3c = (Z)-N((benzilamina)-(4-metoxifenil))-(quitosana) 4-carboxamidina;
Quito-Guani 3d = (2)-Etil-(4-metoxifenilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;
Quito-Guani 3e = (2)-Etil-(ciclohexilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato.

A quitosana apresentou Clsy de 1,26 mg.mL™ para A. salina. Em trabalho

realizado por Pereira et al.,(2019) observou-se que a quitosana foi atoxica para A.

salina com percentual de mortalidade menor que 10% em concentragdes < 1mg.mL"
1

O derivado da quitosana mais toxico foi a quito-guani 3d que apresentou
CLso 1,05 mg.mL'l, e possui em sua estrutura dois substituintes retiradores de

elétrons. J4 a quito-guani 3a foi o derivado que apresentou menor toxicidade, e

também possui em sua estrutura dois substituintes retiradores de elétrons.

Os substituintes dos derivados guanilados 3a e 3d estdo em ressonancia
eletrdnica em R; e Ry, porém, o substituinte R, da quito-guani 3a apresenta uma
estrutura de cadeia fechada indicando que os elétrons estdo mais envolvidos com a

ressonancia eletrénica e dessa forma acabam tendo menor possibilidade de
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interacdo com outros meios e com 0s nauplios. Ja a quito-guani 3d possui uma

cadeia aberta no substituinte R; indicando uma menor ressonancia e maior
disponibilidade de interacdo dos elétrons com os nauplios, além disso, o substituinte
R; do derivado guanilado 3d pode estar sofrendo uma reacédo de hidrolise, sendo

esta outra possibilidade para justificar a toxicidade da quitosana-guanilada 3d.

As quitosanas-guaniladas 3d e 3e possuem substituintes retiradores de
elétrons iguais em R;. Estes substituintes possuem cadeia aberta, menor
ressonancia e maior disponibilidade de interacdo com o meio quando comparado
aos outros derivados quitosanico-guanilados e também podem estar sofrendo a
reacdo de hidrélise. Além disso, foram os compostos que obtiveram menores
valores de CLso, sendo o composto quito-guani 3d CLsy de 1,05 mg.mL™ e o

composto quito-guani 3e CLso de 1,31 mg.mL™.

As quito-guanis 3b e 3c possuem substituintes distintos, tendo a quito-guani
3b substituintes doadores de elétrons em R; e R, e a quito-guani 3c substituintes
retiradores de elétrons em R; e R, no entanto ambos apresentaram o mesmo valor
de CLso 1,33 mg.mL™. A partir dos resultados obtidos podemos inferir que os grupos
retiradores e doadores de elétrons ndo explicam as diferencas de resultados obtidos

neste ensaio.

Os controles de viabilidade e de técnica apresentaram resultados esperados
(auséncia de mortalidade espontanea) e o controle com dicromato de potassio
(K2Cr,0) obteve valores referentes ao controle interno do laboratério com CLsg de
0,03456 mg.mL™.

Considerac0des Finais

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que tanto a quitosana

guanto derivados quitosanico-guanilados ndo apresentaram toxicidade consideravel



C IX Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extenséio da UEG

contra A. salina e nem melhora significativa nas suas caracteristicas de solubilidade

em pH fisiol6gico em relacdo a quitosana. Embora todos os compostos estejam em
ressonancia eletronica, foi possivel observar que quanto mais forte é a ressonancia
nos substituintes, menor € a toxicidade dos compostos. Além disso, é possivel que o
processo de hidrdlise nos substituintes R; das quitosanas-guaniladas 3d e 3e possa
estar influenciando a toxicidade desses compostos quando comparada aos outros
derivados quitosanico-guanilados. Por dltimo, o resultado da CLsy das quitosanas-
guaniladas 3b e 3c pode estar relacionado aos diferentes tipos de substituintes que
as compdem, uma vez que possuem substituintes distintos e obtiveram o mesmo

valor de ClLsp.
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