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Figura 4.10. Alteração da viabilidade das células E.coli com tempo de exposição (6 h) 

para os filmes de TMC20/HP (pH 3,0), TMC80/HEP (pH 7,4) e TMC80/HEP (pH 3,0), 

terminados em heparina. (pg. 78) 
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(Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém até 5 pares de camadas depositadas. A 1ª 

camada é PEI. Número pares se referem a deposição da HEP. (pg. 106) 

Figura 5.4A. Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por imersão: 

PEI(HEP/QT)5 (a), PEI(HEP/DMC)5 (b), PEI(HEP/TMC)5 (c) preparados em solução 

tampão; e PEI(HEP/QT)5 (d), PEI(HEP/DMC)5 (e), PEI(HEP/TMC)5 (f) preparados em 
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0,15 M NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém até 5 pares de 

camadas depositadas. (pg. 108) 

Figura 5.4B. Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por spray: 

PEI(HEP/QT)5 (a), PEI(HEP/DMC)5 (b), PEI(HEP/TMC)5 (c) preparados em solução 

tampão; e PEI(HEP/QT)5 (d), PEI(HEP/DMC)5 (e), PEI(HEP/TMC)5 (f) preparados em 

0,15 M NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém até 5 pares de 

camadas depositadas. (pg. 109) 

Figura 5.4C. Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por spin-coating: 

PEI(HEP/QT)5 (a), PEI(HEP/DMC)5 (b), PEI(HEP/TMC)5 (c) preparados em solução 

tampão; e PEI(HEP/QT)5 (d), PEI(HEP/DMC)5 (e), PEI(HEP/TMC)5 (f) preparados em 

0,15 M NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém até 5 pares de 

camadas depositadas. (pg. 110) 

Figura 5.5. Variação dos valores de frequência e dissipação durante a etapa de 

deposição das camadas de TMC e HEP, preparadas em 0,15 M NaCl. As setas indicam 

o início do processo de deposição do polieletrólito (TMC ou HEP) e de lavagem. 

(pg. 112) 

Figura 5.6. Variação dos valores de frequência e dissipação, em função do número de 

camadas, durante a deposição das camadas do filme PEI(HEP/TMC)5 em 0,15 M NaCl. 

Cada ponto no gráfico corresponde a deposição de uma camada de polieletrólito (TMC 

ou HEP). (pg. 114) 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

x 

 

 
 

Figura 5.7. Proliferação celular de fibroblastos NIH/3T3 analisada no período de 7 dias 

para os filmes preparados pelo método de imersão (a), spray (b) e spin-coating (c). 

(pg. 118) 

Figura 5.8A. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3, após 7 dias 

para os filmes preparados por imersão em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução 

tampão (e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul. (pg. 121) 

Figura 5.8B. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3, após 7 dias para 

os filmes preparados por spray em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução tampão 

(e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul. (pg. 122) 

Figura 5.8C. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3, após 7 dias 

para os filmes preparados por spin-coating em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e 

solução tampão (e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul. (pg. 123) 

Figura 5.9. Proliferação celular de fibroblastos NIH/3T3 analisada nos períodos de 1 

(a) e 7 (b) dias para os sistemas em estudo. (pg. 128) 

Figura 5.10A. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3 sobre os filmes 

preparados em 0,0 M NaCl, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 

Aumento de 100 vezes com filtro azul. (pg. 130) 

Figura 5.10B. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3 sobre os filmes 

preparados em 0,15 M NaCl, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 

Aumento de 100 vezes com filtro azul. (pg. 130) 

Figura 5.10C. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3 sobre os filmes 

preparados em 0,5 M NaCl, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 

Aumento de 100 vezes com filtro azul. (pg. 131) 

Figura 5.11. Estudo da estabilidade in vitro dos filmes multicamadas frente ao DMEM 

para os filmes preparados pelo método de imersão nas concentrações de: 0,0 M (a); 
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0,15 M (b) e 0,5 M (c) de NaCl. As espessuras dos filmes foram obtidas em 

elipsômetro. (pg. 132) 

Figura 5.12. Representação esquemática do primeiro processo de construção de 

camadas de albumina sobre filmes terminando com PAH. (a) Para baixas concentrações 

de albumina: não ocorre estruturação; (b) para altas concentrações de albumina: as 

moléculas de albumina adsorvem imediatamente e principalmente na configuração 'end-

on' nos filmes de polieletrólito. Fonte: Ladam e colaboradores (2002). (pg. 133) 

Figura 5.13A. Estudo da estabilidade do sistema PEI(HEP/TMC)5  preparado em 0,0 M 

NaCl frente ao DMEM. (pg. 135) 

Figura 5.13B. Estudo da estabilidade do sistema PEI(HEP/TMC)5  preparado em 

0,15 M NaCl frente ao DMEM. (pg. 136) 

Figura 5.13C. Estudo da estabilidade do sistema PEI(HEP/TMC)5  preparado em 0,5 M 

NaCl frente ao DMEM. (pg. 137) 

Figura 5.14. Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3 em 0,0 M NaCl 

(a, b, c, d), 0,15 M NaCl (e, f, g, h) e 0,5 M NaCl (i, j, k, l). Aumento de 100 vezes com 

filtro azul. (pg. 138) 

Figura 5.15. Ensaio de citotoxicidade dos materiais em estudo preparados em diferentes 

concentrações de NaCl. (pg. 139) 

 

 

 

 

 

 

 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

xii 

 

 
 

Lista de Tabelas 

 

Capítulo 4 

 

Tabela 4.1. Valores de ângulo de contato das superfícies do PS virgem e PS-mod. 

(pg. 59) 

 

Capítulo 5 

 

Tabela 5.1. Valores de Potencial Zeta (PZ) para as soluções de polieletrólitos utilizadas 

para a fabricação dos filmes multicamadas. (pg. 100) 

Tabela 5.2. Valores de ∆f e de massa de Sauerbrey calculados para cada camada de 

polieletrólito depositado para os sistemas preparados com 0,15 M NaCl. (pg. 115) 

Tabela 5.3.  Valores de ∆f e de massa de Sauerbrey calculados para cada camada de 

polieletrólito depositado para os sistemas preparados em solução tampão. (pg. 116) 

Tabela 5.4. Valores de ∆f e de massa de Sauerbrey calculados para cada camada de 

polieletrólito depositado para a obtenção dos filmes finos. (pg. 125) 

Tabela 5.5. Espessura média obtida por elipsometria dos filmes preparados em 

diferentes concentrações salinas. (pg. 126) 

Tabela 5.6. Valores médios obtidos de ângulo de contato da superfície dos filmes 

preparados em diferentes concentrações salinas. (pg. 127) 

  



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

xiii 

 

 
 

Resumo 

Derivados N-quaternizados da QT (DMC e TMCs) foram sintetizados por meio de 

diferentes metodologias e as suas estruturas químicas foram caracterizadas. As duas 

TMCs sintetizadas com grupos O-metílicos apresentaram graus de quaternização (GQ) 

iguais a 20 e 80%. A TMC livre de grupos O-metílicos, obtida a partir da N,N-

dimetilquitosana (DMC),  apresentou GQ = 25%. Todos os derivados foram utilizados 

na obtenção de filmes finos tipo LbL, juntamente com a Heparina (HEP). Os filmes 

foram caracterizados e submetidos a algumas aplicações para avaliar a eficiência dos 

sistemas.  Filmes finos de TMC20/HEP e TMC80/HEP preparados em diferentes pHs 

foram submetidos a ensaios biológicos. Testes de adesão contra E. coli mostraram que 

houve redução da adesão da bactéria na superfície dos filmes. Testes antibacterianos 

mostraram que o sistema de TMC80/HEP (pH 7,4) apresentou atividade bactericida 

efetiva. Estudos in vitro da liberação controlada da HEP, realizados em fluido intestinal 

simulado (SIF) e em fluido gástrico simulado (SGF), mostraram que a liberação da HEP 

é fortemente pronunciada em meio SIF devido à ionização dos grupos -NH2, -NHCH3 e 

-N(CH3)2. Em uma segunda etapa deste trabalho, a DMC e TMC livre de grupos O-

metílicos foram utilizadas na obtenção de filmes finos preparados por diferentes 

técnicas de deposição LbL (imersão, spray e spin-coating). Os filmes devidamente 

caracterizados foram submetidos a ensaios celulares utilizando fibroblastos NIH/3T3. 

Os resultados mostraram que a N-trimetilação tem efeito positivo na proliferação 

celular. Os filmes preparados pelo método de imersão apresentaram melhores resultados 

de viabilidade celular. 

 

Palavras chave: Quitosana, derivados N-quaternários, Layer-by-Layer, heparina, 

propriedades bactericida e antiadesiva, Fibroblastos NIH/3T3. 
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Abstract 

N-quaternized derivatives of chitosan (DMC and TMCs) were synthesized using 

different methods and their chemical structures were characterized. Two N,N,N-

trimethyl chitosan (TMC) with O-methylated groups were prepared and showed degree 

of quaternization (DQ) equal to 20 and 80%. O-methyl free TMC was obtained from 

N,N-dimethyl chitosan (DMC) and presented DQ = 25%. All the derivatives were used 

to obtain LbL thin films with heparin (HEP). The films were characterized and 

submitted to some applications and the efficiencies of the systems were evaluated. 

TMC20/HEP and TMC80/HEP thin films prepared at different pHs were submitted to 

biological assays. Assays against E. coli showed that the bacterial adhesion on the films 

surface was reduced. Antibacterial assays showed that the TMC80/HEP system 

prepared at pH 7.4 had effective bactericidal activity. In vitro controlled release of HEP, 

evaluated in simulated intestinal fluid (SIF) and simulated gastric fluid (SGF), showed 

that the release of HEP is strongly pronounced in SIF medium due to ionization of         

-NH2, -NHCH3 and -N(CH3)2 groups. In a second step of this work, the DMC and       

O-methyl free TMC were used to obtain thin films prepared by different LbL deposition 

methods (immersion, spray and spin-coating). After appropriated characterization, the 

films were submitted to cellular assays using NIH/3T3 fibroblasts. The results showed 

that N-trimethylation has a positive effect on cell proliferation. The films prepared by 

immersion method showed better results regarding cell viability. 

 

Keywords: Chitosan, N-quaternary derivatives, Layer-by-Layer, heparin, bactericidal 

and antiadhesive properties, NIH/3T3 Fibroblasts.  
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Capítulo 1 

 

Considerações Iniciais 

 

 Nos últimos anos, inúmeras publicações vêm descrevendo o grande interesse no 

estudo e na aplicação dos chamados biomateriais, principalmente no campo da 

biotecnologia. Isso se deve às diversas vantagens que os biomateriais possuem em 

relação aos materiais convencionais, tais como, baixa toxicidade, biocompatibilidade e 

custo aceitável, além de apresentarem um vasto campo de aplicações [1, 2]. Tais 

aplicações podem ser em implantes [3, 4], em dispositivos de diagnóstico e terapêuticos, 

na engenharia de tecidos [5, 6], e mesmo na fabricação de órgãos artificiais completos.  

 Biopolímeros de polissacarídeos, incluindo a quitosana, tem sido o foco de 

inúmeros estudos reportando o seu uso efetivo (ou em potencial) como biomateriais em 

aplicações biomédicas [7]. O desempenho desses biomateriais depende muito das suas 

propriedades de superfície, uma vez que é a superfície dos materiais que primeiro entra 

em contato com o ambiente biológico. Diversas abordagens tem sido aplicadas para a 

modificação de superfície de materiais de acordo com aplicações biomédicas 

específicas. A técnica de automontagem (em inglês, Layer-by-Layer (LbL)) de adsorção 

de polieletrólitos de carga oposta é um método eficiente na fabricação de filmes 

multicamadas de complexos de polieletrolíticos biocompatíveis sobre substratos [8]. 

Este método tem sido desenvolvido ao longo dos últimos anos como uma estratégia 

simples e poderosa para obter superfícies com propriedades específicas. O processo, 

impulsionado por interações eletrostáticas, envolve sequencialmente a imersão de um 

substrato carregado em soluções diluídas de polieletrólitos de carga oposta, permitindo 

ao polímero adsorver e reverter a carga superficial do substrato. Esta técnica oferece o 
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benefício de processamento livre de solvente, bem como a habilidade para revestir todas 

as superfícies disponíveis de materiais, independentemente da forma ou tamanho, com 

filmes ultrafinos uniformes e com espessura precisamente controlada, além de ser capaz 

de variar a composição dos filmes proporcionando enorme versatilidade e flexibilidade 

[9]. 

 Existem na literatura diversos polieletrólitos que podem ser utilizados na 

construção de filmes automontados. Além dos polímeros sintéticos, polieletrólitos 

naturais também podem ser utilizados no método, entre eles destacam-se os ácidos 

nucléicos, proteínas e polissacarídeos tal como a quitosana (QT) [10]. A QT tem sido 

frequentemente selecionada como a escolha primária para a construção de filmes 

multicamadas de aplicações biomédicas devido, principalmente, às suas excelentes 

propriedades biológicas, tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa 

toxicidade, capacidade de se aderir a superfícies mucosas e a possibilidade de se ligar a 

proteínas, genes e ácidos nucleicos [7, 9].  No entanto, a utilização da QT é limitada 

devido à sua baixa solubilidade em meios com pH próximo do fisiológico. Para superar 

essa limitação, pesquisadores têm sintetizado derivados quaternizados da QT, tal como 

a N,N,N-trimetilquitosana (TMC), a fim de aumentar a solubilidade aquosa e melhorar a 

sua atividade biológica [11].  

 Outro biopolímero que vem atraindo grande atenção nos últimos anos e sendo 

foco de inúmeros estudos científicos, é a heparina (HEP). Esta, por sua vez, é um 

polissacarídeo com característica aniônica amplamente utilizada na medicina, em 

dispositivos médicos e engenharia de tecidos, devido a sua potente ação antitrombótica. 

É um biopolímero bioativo, biodegradável, biocompatível e atóxico [12-14]. A 

combinação deste polissacarídeo com outros, como a QT e seus derivados, pode gerar 

novos materiais com maior potencial de aplicação que os materiais convencionais. 
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Nesta direção, Badr et al. [15] investigaram o uso da HEP modificada com QT para 

melhorar a biocompatibilidade de eletrodos de íons seletivos à base de polímeros 

altamente trombogênicos (por exemplo, PVC). Sun et al. [16] estudaram a deposição 

eletroforética de multicamadas de HA-quitosana e HEP. Eles investigaram os diferentes 

fatores que controlam a microestrutura de revestimento, cinética de adsorção e 

mecanismo de deposição dos filmes LbL. Ruan et al. [17] obtiveram multicamadas de 

filmes finos de QT/HEP e exploraram a morfologia dos filmes LbL formados por meio 

das técnicas de microscopia eletrônica de varredura e microscopia de força atômica, 

bem como investigaram as propriedades eletroquímicas relacionadas com o mecanismo 

de adsorção utilizando a técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) e 

voltametria cíclica. Meng et al. [18] construíram multicamadas de filmes finos de 

QT/HEP sobre stents coronários, projetados para a aceleração do processo de 

reendotelização e cicatrização após o implante do stent. Os resultados da cultura in vitro 

reafirmaram a lógica de que a combinação de QT e HEP pode levar a compatibilidade 

de células endoteliais e a hemocompatibilidade da superfície do stent. Fu et al. [13] 

estudaram as propriedades antiadesiva e antibacteriana dos filmes de HEP/QT sobre 

substratos de poli(etileno tereftalato) (PET) modificado. Eles verificaram a redução e 

mesmo morte dos microorganismos que estavam aderidos na superfície do PET quando 

comparado ao controle. Novello et al. [12] compararam métodos qualitativos e 

quantitativos de caracterização de revestimentos a base de HEP e lipídios sobre 

superfícies internas de tubos de poli(cloreto de vinila) (PVC) usados em procedimentos 

de circulação corpórea.  

 Mediante o relato e associando os temas mencionados, pode-se verificar que 

revestimentos de superfícies são importantes em ciência e tecnologia com aplicações 

que abrangem domínios tão diversos como os biomateriais. O uso da QT e seus 
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derivados em formulações com a HEP podem produzir sistemas que possuam 

aplicações como dispositivos biomédicos e assim produzir novos e inovadoras formas 

de materiais. Dessa maneira, na presente Tese foram estudados sistemas constituídos de 

TMC e heparina com o intuito de aplicá-los como biomateriais. A Tese está organizada 

da seguinte forma: No Capítulo 2 é descrita uma revisão bibliográfica dos materiais e 

métodos empregados na presente pesquisa. Os Capítulos 3, 4 e 5 estão apresentados na 

forma de artigos. No Capítulo 3 são descritas a síntese e a caracterização dos derivados 

N-quatenizados da QT (TMC O-metilada e TMC livre de grupos O-metílicos) que 

foram empregados nos capítulos subsequentes. Os Capítulos 4 e 5 tratam da fabricação, 

caracterização e aplicações de filmes finos preparados pelo método de deposição LbL. 

No Capítulo 4 são apresentados resultados relativos a TMC O-metilada; no Capítulo 5 

são apresentados resultados referentes a TMC livre de grupos O-metílicos. Todos os 

dados/resultados apresentados no Capítulo 5 foram desenvolvidos no Instituto Charles 

Sadron, ICS (Estrasburgo-França), em colaboração com o professor Gero Decher. As 

considerações finais são apresentadas no Capítulo 6, e o Capítulo 7 fecha a Tese com as 

referências.  
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Capítulo 2 

 

Revisão Bibliográfica 

 

2.1. Filmes automontados 

 Diversas técnicas têm sido desenvolvidas para revestir substratos sólidos por 

meio de deposição de filmes finos orgânicos preparados a partir de soluções líquidas ou 

dispersões. O método mais antigo e mais estudado é a chamada deposição pelo método 

de Langmuir-Blodgett (LB), que produz filmes com elevado grau de orientação e 

organização estrutural. Nas últimas duas décadas, entretanto, pesquisadores vem 

buscando o desenvolvimento de técnicas mais versáteis, que apresentem maior 

facilidade de manuseio e de preparo de filmes finos. Dentre elas, destaca-se a técnica de 

automontagem camada-por-camada ou Layer-by-Layer (LbL),  a qual vem se tornando 

uma das mais utilizadas [19]. 

A técnica LbL, de adsorção de polieletrólitos de cargas opostas, é um método 

eficiente de fabricação de filmes de multicamadas de macromoléculas biocompatíveis 

[8, 20]. Os filmes são normalmente formados pela adsorção consecutiva de 

polieletrólitos de cargas opostas em substratos específicos, por meio de interações tipo 

ligações de hidrogênio, eletrostáticas, etc. [20, 21]. Essa técnica foi proposta 

inicialmente por Sagiv [22] e, anos mais tarde, reformulada por Decher e Hong [21]. O 

método (Fig. 2.1) envolve sequencialmente a imersão de um substrato eletricamente 

carregado em soluções aquosas diluídas de polieletrólitos de cargas opostas, permitindo 

que o polímero ao ser adsorvido reverta a carga superficial predominante antes de sua 

adsorção. O processo pode ser repetido várias vezes, com a espessura da camada LbL 

determinada pelo número de imersões. Este método possui vantagens que incluem a 



 

 
 

simplicidade, a universalidade, baixo custo operacional e o controle da espessura do 

filme LbL a qual pode variar da escala nano até vários 

 

Figura 2.1. Esquema do processo de deposição por imersão. Etapas 1 e 3 representam a 

deposição de Poliânion e Policátion, respectivamente; Etapas 2 e 4 representam o 

processo de lavagem. FONTE: Adapta

 

Numerosos estudos são dedicados para entender o processo de construção dos 

filmes LbL. Dois regimes de construção, crescimento linear e 

são reportados na literatura 

que crescem por adição de novos polieletrólitos no s

O regime exponencial ocorre quando um dos polieletrólitos pode difundir "dentro" e 

"fora" do filme todo [24]. A mudança entre o crescimento exponencial e o crescimento 

linear envolve a reestruturação do filme que progressivamente impede a difusão de um 
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pode variar da escala nano até vários micra [10, 21].  

Esquema do processo de deposição por imersão. Etapas 1 e 3 representam a 

deposição de Poliânion e Policátion, respectivamente; Etapas 2 e 4 representam o 

FONTE: Adaptado de Decher (1997) [8]. 

studos são dedicados para entender o processo de construção dos 

filmes LbL. Dois regimes de construção, crescimento linear e crescimento 

são reportados na literatura [23]. O regime linear é caracterizado pela formação de ilhas 

que crescem por adição de novos polieletrólitos no seu topo e por coalescência mútua. 

O regime exponencial ocorre quando um dos polieletrólitos pode difundir "dentro" e 
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dos polieletrólitos [25]. Acredita-se que a difusão dos polieletrólitos desempenha um 

papel importante no processo de construção dos filmes LbL [26]. Um modelo de 

mecanismo (Fig. 2.2) de construção constituído de três zonas (um precursor Zona I, um 

núcleo Zona II, e um exterior Zona III) tem sido proposto para explicar este fenômeno 

[27, 28]. A Zona I é adjacente ao substrato, a Zona II forma o "bulk" da multicamada e a 

Zona III é adjacente ao filme/solução ou filme/interface ar. A deposição dos primeiros 

pares de camada forma a Zona I, e a subsequente deposição de novas camadas forma a 

Zona III. A difusão e reestruturação nas camadas de fundo da Zona III leva a formação 

de uma região reestruturada denotada como Zona II. Esta é suposta ser a causa de 

impedir o progresso de difusão. As bordas entre essas zonas não são agudas, mas 

graduais. Zonas I, II e III são normalmente diferentes tanto em composições químicas 

quanto estruturais. Na Figura 2.2, a Zona II é neutra e as Zonas I e III são carregadas. 

Este modelo ainda vem sendo estudado para explicar a transição entre os dois regimes 

de crescimento; contudo, mais evidências experimentais são esperadas para melhor 

entender o caminho da mudança entre o crescimento linear e o crescimento exponencial. 

Além disso, a configuração dos polieletrólitos durante o processo de construção dos 

filmes ainda é bastante confusa [17]. Sabe-se que o processo de automontagem é 

afetado pelas características dos componentes (densidade de carga, rigidez da cadeia 

polimérica e posição dos sítios iônicos) e pelo ambiente químico (pH, força iônica, 

temperatura, concentração) [8, 10].  

 Os filmes de multicamadas ultrafinas tem atraído bastante interesse devido as 

suas amplas aplicações como sensores, óptica integrada, revestimentos de redução de 

atrito, superfícies biológicas, dispositivos de emissores de luz (LEDs), ou camadas de 

orientação de superfície [29-32]. A maioria dessas aplicações requer preparação de 

filmes estáveis, bem organizados e com processos de fabricação rápidos. A técnica LbL 
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Figura 2.2. Modelo de Zona para as multicamadas de polieletrólitos. A seta mostra o 

desenvolvimento das zonas durante a deposição do filme. O primeiro par de camadas é 

mostrado no lado esquerdo e, um filme que consiste em várias camadas é mostrado à 

direita. Nota-se que, uma vez que todas as três zonas são estabelecidas, somente a Zona 

II cresce com o aumento do número de camadas. FONTE: Adaptado de Decher e 

Schlenoff (2002) [10]. 
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superfície dos filmes de multicamadas, gerando um filme pobre em qualidade. 

Consequentemente, são necessárias condições próximas das ideais, tanto para adsorção 

quanto para as etapas de lavagem, para preparar filmes multicamadas bem definidos 

[33]. 

 Há ampla literatura de filmes LbL contendo biomateriais com adsorção por 

imersão [34-37]. Dependendo da cinética de adsorção, o tempo de imersão para a 

adsorção dos polieletrólitos pode ser muito longo, o que torna o processo inviável em 

escala industrial. Outra limitação é a possibilidade de dissolução do filme e 

contaminação das soluções [10, 38]. Para vencer tais limitações, novas estratégias foram 

criadas, como a formação de filmes LbL por spray (Fig. 2.3), em que a deposição de 

uma camada pode ser reduzida de 20 minutos em imersão para até 5 segundos [19, 38, 

39]. A aplicação desta técnica em uma grande área é vantajosa para a fabricação de 

dispositivos que ostentem multicamadas em aplicações como membranas e de 

revestimentos externos como proteção contra corrosão ou alteração de adesão.  Embora 

a etapa de lavagem remova a maior parte do polímero presente na superfície, soluções 

de polieletrólito podem ser pulverizadas sem qualquer etapa de lavagem intermediária. 

Entretanto, os filmes, ainda que com espessura maior, são de qualidade 

significativamente mais pobre (muitas bolhas, fraca adesão) e a composição depende 

precisamente da quantidade de pulverização que incide sobre o substrato. Os filmes 

obtidos por spray são mais finos e menos rugosos do que os preparados por imersão 

[38].  

 Um dos aspectos mais interessantes desta técnica reside no fato de que a 

montagem por spray pode acelerar consideravelmente o tempo de deposição, como já 

relatado. A montagem de múltiplas camadas de determinados materiais pode ser 

acelerada por um fator de até 500 vezes. Os filmes automontados preparados por 
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''imersão'' ou por ''spray" apresentam diferenças consideráveis no que diz respeito às 

suas propriedades. Félix et al. [40] mostraram que filmes com o mesmo número de 

camadas preparados a partir das mesmas soluções de "imersão" ou "spray" diferem na 

espessura. Para filmes compostos de sal de sódio de poli(estireno sulfonato) (PSS) e 

poli(cloridrato de alilamina) (PAH) foi demonstrado que os filmes automontados por 

spray tinham apenas uma espessura de cerca de 70-75% da observada para a deposição 

clássica por ''imersão". Investigações por AFM revelaram que os dois tipos de filmes 

também diferem em relação a rugosidade superficial. A desvantagem com relação à 

técnica de imersão é que a cada processo de spray há perda de material (material não 

adsorvido ou fracamente adsorvido sobre o substrato) que é drenado da superfície. 

Todavia, a redução do tempo e a facilidade de deposição fazem com que essa técnica 

seja usada para fabricar filmes para diversos fins [19, 38, 39].  

 

 

Figura 2.3. Esquema do processo de deposição por spray. Etapas 1 e 3 representam a 

deposição de Poliânion e Policátion, respectivamente; Etapas 2 e 4 representam o 

processo de lavagem. FONTE: Benkirane-Jessel et al. (2007) [41].   
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 Pode-se também produzir filmes LbL com um equipamento de spin-coating 

(Fig. 2.4), em que o substrato é submetido a altas velocidades de rotação enquanto a 

solução de polieletrólito é injetada no centro da amostra. Essa alta rotação ajuda a 

formar uma fina camada de líquido que, devido à ação da força centrífuga e do fluxo de 

cisalhamento, induz adsorção do material em poucos segundos. Entre as vantagens desta 

técnica está a diminuição considerável no tempo de adsorção e o controle do volume de 

amostra para depositar cada camada, com diminuição da quantidade de amostra drenada 

da superfície [42]. Neste método, os principais parâmetros para controlar a quantidade 

de polieletrólito adsorvido são as concentrações de solução e taxa de rotação, que 

afetam a espessura dos filmes [43].  

 A técnica de spin-coating desenvolvida com base no método de solução de 

imersão foi uma tentativa de obter filmes finos em menores períodos de tempo, visto 

que no método de imersão o tempo requerido para a montagem dos filmes 

monomoleculares situa-se entre 1 min e 1 h dependendo do sistema adsorvente, sendo 

tipicamente entre 10 e 20 min, devido ao processo de adsorção em duas etapas: as 

cadeias poliméricas são primeiramente ancoradas à superfície por alguns segmentos 

(etapa rápida) e em seguida as cadeias relaxam e empacotam-se densamente (etapa mais 

lenta) [44]. A diferença significativa na quantidade adsorvida entre os métodos de 

imersão e spin-coating é causada por diferentes mecanismos de adsorção. No caso do 

método por imersão, as cadeias de polieletrólito difundem-se no substrato sob influência 

de interações eletrostáticas e, em seguida, as cadeias adsorvidas reorganizam-se sobre a 

superfície. Por outro lado, durante o processo de automontagem por spin-coating a 

adsorção e rearranjo de cadeias adsorvidas sobre a superfície e a eliminação de cadeias 

poliméricas fracamente adsorvidas são quase simultaneamente alcançadas a uma 

elevada velocidade de rotação por um curto período de tempo. A rápida eliminação de 
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Figura 2.4. Representação esquemática do preparo de filmes finos e homogêneos por 
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Kosaka (2007) [45]. 
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adsorvidas podem bloquear a adsorção do polieletrólito sobre a superfície e, assim, a 

superfície coberta com cadeias de polieletrólito pode ser incompleta. No entanto, se a 

adsorção dos polímeros e a drenagem de água são quase que simultaneamente realizadas 

num curto intervalo de tempo, como no caso do processo de automontagem por spin-

coating, não haverá mais tempo suficiente para os polieletrólitos adsorverem sobre o 

substrato [33]. 

 

2.2. Quitosana (QT)    

 A Quitosana (QT) (Fig. 2.5) é um derivado parcialmente desacetildado da 

quitina, composto por unidades β-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose e pequenas 

quantidades de N-acetil-D-glucosamina. A quitina por sua vez, é uma substância natural 

encontrada em abundância no exoesqueleto de insetos, na concha de crustáceos e nas 

paredes celulares de fungos [46, 47]. O processo de desacetilação da quitina resulta em 

quitosana com uma porcentagem residual, entre 10 a 30%, de grupos amidas [7]. 

 O termo QT é usado nesta Tese para indicar quitosana. A QT define a quitina 

com um grau de desacetilação excedendo 70%, cuja qualidade e propriedades dependem 

da purificação, do grau de desacetilação (variando entre 70 e 95%), da massa molar 

(variando entre c.a 100.000 e 1.200.000 g·mol-1) e da cristalinidade. A QT é insolúvel 

em água pura e em solventes orgânicos, sendo solúvel em solução aquosa de ácido 

clorídrico e em ácidos orgânicos aquosos tais como ácido fórmico, acético, oxálico e 

lático. O grau de solubilidade depende da concentração e do tipo de ácido. A 

solubilidade diminui com o aumento da concentração de ácido; soluções aquosas de 

alguns ácidos tais como o ácido fosfórico, sulfúrico e cítrico não são bons solventes 

[48]. Este polissacarídeo possui muitos grupos amino modificáveis em sua estrutura o 
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que o torna atrativo para aplicações no campo da medicina, farmácia e biotecnologia 

[46].  

 

Figura 2.5. Unidades monossacarídicas repetitivas da Quitosana (QT). 

 

 A QT tem sido extensivamente utilizada na obtenção de complexos 

polieletrolíticos, devido a sua natureza catiônica, quando em meio ácido, e às suas 

propriedades biológicas (biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade, 

mucoadesividade e a possibilidade de se ligar a proteínas, genes e ácidos nucléicos) [49-

51]. Suas propriedades mais distinguíveis são a sua biodegradabilidade e 

biocompatibilidade, portanto pode ser considerado como um polímero verde. A sua 

biocompatibilidade permite que interaja com biomoléculas sem degradá-las. Devido ao 

fato da QT ser carregada positivamente, em meio ácido, ela pode interagir fortemente 

com substâncias carregadas negativamente, incluindo muitos lipídios e proteínas. Isto é 

vantajoso em diversas aplicações tais como em transfecção, onde complexos estáveis 

entre a QT e fragmentos de DNA podem ser formados [52-55]. Dentre os vários usos da 

QT, destaca-se a sua capacidade de promover a regeneração tecidual, sendo bastante 

empregada na engenharia de tecidos, na cura de feridas e em implantes [52, 56, 57]. 
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Formulações de QT são utilizadas na liberação de fármacos, onde a QT em várias 

formas, por exemplo, nanopartículas, micropartículas e fibras, atua como veículo para a 

liberação de fármacos [52, 58]. A QT é também usada como um agente antimicrobiano 

para evitar o crescimento bacteriano ou matar microorganismos, em ações que podem 

ser explicadas em termos de destruição da membrana celular e penetração da QT com 

perturbação das funções celulares. Outra característica da QT é a sua adequação como 

matriz para a imobilização de enzimas, onde a atividade da enzima é preservada em um 

filme sólido, provavelmente, devido a QT conservar uma considerável quantidade de 

moléculas de água ligadas [52, 59]. O estudo físico-químico de suas interações com os 

mais importantes componentes da matéria viva parece ser um ponto essencial para a 

interpretação de respostas biológicas induzidas pela presença da QT em meios vivos 

[60]. 

Recentemente a formação de complexos de QT/poliânion leva a novas estruturas 

de micro esferas e micro cápsulas como transportadores no encapsulamento de células, 

proteínas, ou vacinas. Complexos de QT frequentemente exibem boa 

biodegradabilidade. Por exemplo, a combinação de QT com alginato (ALG) é capaz de 

formar estruturas tubulares via LbL por meio de forças eletrostáticas, mecanicamente 

estáveis e com características específicas de biodegradabilidade. Tais estruturas 

tubulares automontadas tem potencial para aplicações como transportadores de genes e 

liberação de fármacos [61]. Complexos polieletrolíticos de quitosana-HA (HA = ácido 

hialurônico) são muito utilizados como dispositivos de implante e transportadores de 

fármacos [46]. Ito et al. [62] investigaram a formação de complexos polieletrolíticos 

entre os derivados da celulose e a sua compatibilidade no sangue. Dutkiewicz e Tuora 

[63] estudaram novas formas de complexos polieletrolíticos de quitosana com 

poli(ácido acrílico) (PAA), carboximetilcelulose, quitina, alginato e heparina. Eles 
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investigaram as interações entre membranas de complexos polieletrolíticos e diversas 

soluções de NaCl e proteínas plasmáticas. Mireles et al. [64] investigaram a formação 

de complexos de quitosana e poliânions de ocorrência natural, tais como a carragena, 

alginato e pectina nas indústrias de processamento de alimentos. Piai et al. [65] 

sintetizaram hidrogéis de quitosana com sulfato de condroitina e investigaram suas 

propriedades em diferentes condições de pH. Verificaram que o sulfato de condroitina é 

liberado do complexo e que simultaneamente à liberação de parte do sulfato de 

condroitina ocorre a reorganização do gel que se torna bem mais estruturado. 

Verificaram que tanto a liberação do sulfato de condroitina quanto a estruturação do gel 

ocorrem em solução tampão, principalmente com pHs acima do pKa da quitosana (6-7). 

Em outro trabalho neste mesmo tipo de material, A. R. Fajardo [66] e Fajardo et al. [1] 

verificaram que a reorganização do complexo de quitosana com sulfato de condroitina 

depende também do tempo de imersão. Em um trabalho mais recente Fajardo et al. [67] 

incorporaram sulfadiazina de prata (AgSD) em matrizes de QT/SC. Eles verificaram 

que as matrizes de QT/SC e QT/SC/AgSD apresentaram atividade contra bactérias 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, e não apresentaram toxicidade para 

as células VERO (sadias). Outros trabalhos relatam a influência dos complexos 

polieletrolíticos de quitosana-pectina, no comportamento de liberação da vancomicina 

no trato gastrointestinal [68]. A formação de géis PEC, a partir da quitosana e 

poliânions, tem sido investigada como veículo para a liberação de fármacos e em 

sistemas imobilizados [51]. A literatura menciona, também, a aplicação de PECs como 

floculantes na indústria têxtil [69], fabricação de papel [70] e no tratamento de água 

[71].  

 A QT também tem sido usualmente selecionada como a escolha primária para a 

construção de filmes multicamadas de aplicações biomédicas, cujas propriedades dos 
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filmes são afetadas por muitos parâmetros, incluindo sistemas de solvente, massa molar 

e grau de desacetilação [7, 9]. Serizawa et al. [72] estudaram a bioatividade alternada 

contra o sangue humano e a adesão de fibroblastos em filmes finos compostos de 

quitosana/sulfato de dextrana. Zhu et al. [73] aumentaram a biocompatibilidade do 

sangue com politetrafluoretileno expandido (ePTFE), aderindo o complexo 

polieletrolítico de QT e HEP sobre a superfície deste polímero. Enxertos feitos de 

ePTFE são amplamente empregados em cirurgia vascular reconstrutiva. Fu et al. [74] 

desenvolveram filmes com propriedades antiadesiva e antibacteriana a base de HEP/QT 

sobre substratos de poli(etileno tereftalato) (PET) modificado. Verificaram que as 

multicamadas dos filmes não apenas reduziram a adesão bacteriana, mas também 

mataram as bactérias aderidas sobre a superfície. Outros estudos reportam a deposição 

de QT e HA sobre artérias danificadas como um meio para proteger a artéria contra a 

trombogênese durante o procedimento de revascularização e controlar o processo de 

cura por incorporação de moléculas bioativas nos filmes multicamadas [75]. O mesmo 

sistema de multicamadas demonstrou ser resistente a condrócitos e bactérias [76]. As 

citocompatibilidades de poli(L-ácido lático) aminolizado [77], poli(etileno tereftalato) 

hidrolisado [78] e titânio [79] foram melhoradas por meio de filmes multicamadas de 

QT/poli(estireno sulfonado), QT/sulfato de condroitina e QT/gelatina, respectivamente. 

Sistemas de multicamadas baseados em QT são também adequados para aplicações de 

biosensores. Multicamadas de filmes finos de QT/glucose oxidade foram aplicadas 

como revestimento sobre eletrodos afim de detectar glucose [80]. Assim, embora 

diversos trabalhos científicos reportam a formação de filmes de multicamadas de 

complexos polieletrolíticos entre quitosana e um número considerável de poliânions, 

existem poucos relatos na literatura que mencionem derivados carregados da quitosana, 

cujas propriedades biológicas são significativamente melhores daquelas da quitosana 
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[9]. Consequentemente, estudos e aplicações com derivados da QT, como por exemplo 

a N,N,N-trimetilquitosana (TMC), torna-se um campo de pesquisa bastante atraente 

para a fabricação de novos materiais. 

 

2.3. N,N,N-Trimetilquitosana (TMC) 

 A N,N,N-trimetilquitosa (TMC) é um policátion quaternário, obtido a partir da 

N-metilação da quitosana (QT). Possui cadeia linear e sítios carregados 

permanentemente devido aos átomos de nitrogênio parcialmente quaternizados (Fig. 

2.6) [81]. A TMC é obtida por meio da reação da QT com excesso de iodeto de metila 

em condições fortemente alcalinas, usando N-metil-2-pirrolidona (NMP) como solvente 

e iodeto de sódio como catalisador [82]. Pode também ser sintetizada por meio do 

tratamento da QT com formaldeído para gerar a base Schiff, seguida pela reação com 

um agente redutor e, então, com haleto de metila [83, 84]. Recentemente, novos 

métodos tem sido empregados para a obtenção da TMC, tais como o tratamento da QT 

com dimetilsulfato, um agente mais barato e menos tóxico [85]. Contudo, quase todas 

as reações são executadas em condições fortemente básicas e aquecimento, o que resulta 

na indesejada O-metilação e diminuição da solubilidade da TMC em meio aquoso. Afim 

de evitar a O-metilação e com isso melhorar a sua solubilidade, pesquisadores vem 

desenvolvendo novas rotas para a obtenção da TMC livre de grupos O-metilados. Um 

novo método é a reação da QT com iodeto de metila, sem catalisador e em baixas 

temperaturas, usando uma mistura de DMF/H2O como solvente [86]. Outro método 

promissor para a obtenção da TMC livre de grupos O-metílicos é a modificação da QT 

por meio da reação de Eschweiler-Clarke, seguida por metilação com excesso de iodeto 

de metila. Neste método, a TMC obtida é livre de grupos O-metílicos e não ocorre a 

cisão de cadeia [87, 88].  
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 Muzzarelli e Tanfani [89] reportaram a síntese da TMC, em duas etapas, usando 

iodometano e N,N-dimetilquitosana (DMC). Eles demonstraram que até 60% dos 

grupos amino podem ser trimetilados por meio deste procedimento. Interessantemente, 

este método previne a cisão da cadeia e a desacetilação dos grupos N-acetil 

remanescentes, podendo resultar em TMC livre de grupos O-metílicos. Todavia, isto 

não foi investigado por estes pesquisadores. Recentemente, diversas adaptações para 

este método foram apresentados por Jia et al. [90] e Guo et al. [91] que introduziram 

hidróxido de sódio na segunda etapa para aumentar o grau de substituição. No entanto, 

o uso de uma base forte pode resultar na O-metilação [88]. A TMC sintetizada por estes 

métodos tem sido estudada para verificar a atividade antibacteriana. 

 

Figura 2.6. Estrutura da N,N,N-trimetilquitosana (TMC). 

 

 Com átomos de nitrogênio carregados positivamente, a atividade antibacteriana 

da TMC é superior a QT devido a quaternização  permanente e a maior solubilidade em 

água em ampla faixa de pH [83, 92]. Geralmente, acredita-se que a QT e seus derivados 

exibam atividade antibacteriana devido a formação de complexos com o envelope 

celular ou a interferência da expressão de gene; a porção catiônica é sempre o sítio ativo 
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dos policátions em ambos os mecanismos possíveis. Assim, com mais cargas positivas a 

TMC mostra maior atividade antibacteriana [87]. Investigando a eficiência  

antibacteriana da TMC livre de grupos O-metílicos, pesquisadores mostraram que os 

grupos amino protonados contribuíram para a atividade antibacteriana ao invés dos 

grupos trimetilados, enquanto que os grupos amino N-monometilados e N,N-

dimetilados funcionaram como grupos amino livres [92]. Portanto, a eficiência 

antibacteriana da trimetilação torna-se algo controverso. Dessa forma, mais estudos 

sobre a atividade antibacteriana da TMC livre de grupos O-metílicos são ainda 

requeridos [87]. 

  Além das propriedades antimicrobianas da QT, outras propriedades tais como a 

mucoadesividade, não toxicidade e biodegradabilidade permanecem na TMC. Estudos 

in vitro (células Caco-2) e in vivo (rato e porco) demonstraram que a TMC aumenta a 

permeação de compostos hidrofílicos (peptídeos e algumas proteínas) em relação à QT 

[93, 94]. A atividade antibacteriana da TMC é aproximadamente 100-500 vezes maior 

do que da QT. Vale a pena mencionar que a TMC é solúvel em ampla faixa de pH e, 

portanto, supera as limitações em solubilidade apresentadas pela QT em condições 

neutras e básicas. Por essas razões, a TMC torna-se muito promissora nos campos 

médicos e farmacêuticos, principalmente por apresentar melhores propriedades do que 

aquelas encontradas na QT. A estrutura química da TMC é uma importante 

característica, que determina de forma significativa as propriedades físicas e químicas 

deste polímero. Pesquisadores tem mostrado que a quantidade de grupos metílicos 

inseridos nos grupos amino da TMC influencia muitas propriedades da TMC como, por 

exemplo, sua estabilidade térmica [81]. A TMC também tem demonstrado ser um 

intensificador potente de adsorção intestinal para fármacos peptídicos, mesmo em 

ambientes neutros. Este polímero é capaz de abrir junções apertadas, que selam as vias 
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paracelulares, facilitando assim a difusão paracelular de fármacos peptídicos. O 

processo tem a vantagem adicional de ser reversível após a remoção do polímero, 

levando ao fechamento das junções apertadas [95].  

 Xu et al. [87] sintetizaram a TMC livre de grupos O-metílicos e a N,N,N-

trimetil-O-carboximetil quitosana (TMCMC) com vários graus de trimetilação e 

carboximetilação, respectivamente. Eles investigaram a atividade antibacteriana contra a 

E. coli e S. aureus em pH 5,5 e em pH 7,2; respectivamente. Verificaram que a TMC 

exibiu atividade mais forte que a QT em ambos os pHs. Entretanto, a atividade da TMC 

em pH 5,5 diminui quando o grau de substituição aumentou, enquanto que em pH 7,2 a 

relação da atividade-estrutura foi inversa. As atividades antibacterianas da QT e da 

TMC aumentaram quando os valores de pH diminuíram. Contudo, a TMC foi mais 

eficiente do que a QT em pH 5,5, enquanto que em pH 3,5 foi menos eficiente do que a 

QT. Além disso, a carboximetilação da TMC reduziu sua atividade. Synman et al. [96] 

encontraram que as propriedades de mucoadesividade da TMC diminuíram com um 

aumento no GQ, enquanto que Sandri et al. [97] reportaram resultados opostos. Com 

relação à citotoxicidade, Thanou et al. [98], Amidi et al. [99] e Florea et al. [100] 

indicaram que a TMC foi não tóxica mesmo em altos valores de GQ. Mao et al. [101] 

encontraram que a TMC com GQ de 40% exibiu tempo e dose dependentes da resposta 

de citotoxicidade, e a intensidade desta propriedade aumentou com o aumento da massa 

molar. Resultados similares tem sido encontrados por Kean et al. [102]. Essas 

discrepâncias podem ser atribuídas aos diferentes graus de dimetilação (GD) da TMC. 

A TMC com o mesmo GQ mas com diferentes GD podem mostrar distintas 

propriedades de mucoadesão e citotoxicidade. Em geral, a mucoadesividade e 

citotoxicidade da TMC podem, provavelmente, ser atribuídas às interações entre os 

grupos carregados positivamente da TMC e componentes aniônicos (ácido siálico) das 
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glicoproteínas em camadas mucosas e sobre a superfície das células epiteliais. Acredita-

se que um aumento no GD além do GQ podem afetar a interação do polímero e a 

camada mucosa/células epiteliais, resultando na redução da mucoadesividade e 

citotoxicidade [103]. 

 Jintapattanakit et al. [103] reportaram o efeito do GQ e GD nas propriedades 

físico-químicas da TMC em termos de solubilidade, propriedades mucoadesivas e 

citotoxicidade. A citotoxicidade da TMC correlacionada com a força de ligação 

mucoadesiva mostrou ser dependente da razão do GD e GQ. O alto GD na TMC levou a 

uma diminuição da mucoadesividade e citotoxicidade e o efeito do GD foi 

evidentemente observado quando GD/GQ > 1. No estudo foram empregadas TMCs com 

GD até três vezes maior que o GQ. Le Dung et al. [104] obtiveram 53% de 

quaternização dos grupos amino em apenas uma etapa de reação, sem nenhuma 

observação de O-metilação. Este método foi usado como base para preparar a TMC com 

diferentes graus de substituição a partir da QT, a fim de estudar o potencial desses 

derivados como potencilalizador de absorção para fármacos hidrofílicos e 

macromoleculares tais como peptídeos e proteínas.  

 Diversos estudos tem sido realizados para determinar o GQ ideal para a 

liberação transepitelial de moléculas de fármacos de baixa massa molar e/ou proteínas, 

ou aumentar o potencial de transfecção de complexos de TMC com DNA de plasma. 

Tem sido reportado que o GQ de aproximadamente 40-50% é o ideal para a liberação 

transepitelial de compostos de baixa massa molar [105, 106] e proteínas [107]. Nesses 

estudos, a TMC usada também tinha uma variação extensiva de O-metilação e 

disparidades no comprimento da cadeia polimérica [88].  

Diante do contexto, pode-se verificar que, a cada dia, novos estudos sobre a 

TMC e suas propriedades vem sendo realizados, especialmente porque os produtos 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

23 

 

 
 

obtidos a partir deste material são de particular interesse tecnológico, sobretudo na 

fabricação de biomateriais e de dispositivos biomédicos. A combinação desse polímero 

com outros polissacarídeos (por exemplo, a heparina, como apresentado a seguir) pode 

vir a proporcionar uma melhoria no seu desempenho, visto que as propriedades 

individuais de cada componente podem ser somadas, ampliando a possibilidade de 

utilização desses materiais. 

 

2.4. Heparina (HEP) 

 A Heparina (HEP) é um polissacarídeo linear constituído por unidades 

dissacarídicas de ácido urônico e resíduos de glucosamina ligados por ligação α-β (Fig. 

2.7). Descoberta há quase 100 anos, esse polissacarídeo tem sido clinicamente 

empregado como um anticoagulante sanguíneo desde 1935; sua atividade 

anticoagulante é resultado da sua habilidade em se ligar ao inibidor da serina-protease 

da antitrombina, fazendo com que o inibidor desative a trombina [108, 109].  

 

Figura 2.7. Unidades monossacarídicas repetitivas da Heparina (HEP). 

 

 Dada a sua função como um anticoagulante, a HEP pode exibir efeitos 

secundários indesejáveis, tais como complicações hemorrágicas, trombocitopenia 

induzida pela heparina e baixa biodisponibilidade, quando administrada por via não 

intravenosa [110]. Como resultado, a HEP de baixa massa molar (LMWHEP), que tem 
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uma composição química bem definida, tem sido desenvolvida para fornecer a dose 

anticoagulante mais previsível, meias-vidas mais longas e efeitos secundários reduzidos 

[111]. Muitos estudos tem indicado que a LMWHEP é mais efetiva na inibição do 

crescimento tumoral por meio da sua regulação da ligação de muitos fatores de 

crescimento angiogênicos (por exemplo, FGF - fator de crescimento de fibroblasto; e 

VEGF - fator de crescimento vascular endotelial) quando comparado com a HEP não 

fracionada [112, 113]. Pesquisadores tem também sugerido que a LMWHEP pode ser 

potencialmente usada como um agente antifibrótico em pacientes com hepatite B 

crônica [114].  

 A HEP não fracionada é geralmente isolada da mucosa intestinal de suínos e do 

tecido pulmonar bovino, com uma massa molar média de aproximadamente 15 kDa, 

sendo altamente heterogênea em termos de estrutura química e massa molar [115]. A 

prevalência de grupos sulfato e carboxilato presentes na estrutura química da HEP 

fazem com que a mesma apresente uma elevada densidade de cargas negativas, que 

intercede as interações eletrostáticas com muitas proteínas funcionais, incluindo fatores 

de crescimento, proteases, quimiocinas, enzimas, citocinas, componentes da matriz 

extracelular e adesão de moléculas [116, 117]. Essas interações, em muitos casos, 

servem para estabilizar as proteínas ou aumentar a sua afinidade para os receptores 

celulares [118, 119]. A estabilização dos fatores de crescimento - FGF e VEGF - pela 

HEP tem sido empregada na concepção de materiais como substratos para uso em 

engenharia de tecidos (para a regeneração de tecidos) e plataformas de liberação 

controlada para entrega de fator de crescimento [115, 120]. Deste modo, a HEP pode ser 

útil como um agente terapêutico em várias condições patológicas que envolvem 

proteínas funcionais. Entretanto, altas dosagens de HEP não podem ser utilizadas 

devido ao risco de sangramento excessivo [121]. 
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 Devido as suas atividades biológicas vantajosas, a incorporação da HEP em 

biomateriais tem sido altamente atrativa [73, 122, 123]. A HEP é muitas vezes 

fisicamente encapsulada ou conjugada de forma covalente a hidrogéis para proporcionar 

a liberação sustentada do anticoagulante [124]. Também, hidrogéis contendo HEP têm 

sido amplamente utilizados no sequestro e liberação controlada de fatores de 

crescimento para promover a angiogênese e a regeneração óssea [125, 126]. Superfícies 

e substratos modificados com HEP tem sido explorados para suprimir a absorção de 

proteínas não-específicas e localizar fatores de crescimento para promover a adesão e 

proliferação de células [127, 128]. Ela também atua indiretamente no mecanismo de 

coagulação do sangue e no crescimento celular [73, 122, 123]. Com sua conhecida 

antitrombogenecidade e forte hidrofilicidade, a HEP previne a adesão de células 

bacterianas e é um excelente candidato para revestimentos antiadesivos [13]. Além de 

ser um fármaco anticoagulante de uso frequente, a HEP é um polissacarídeo aniônico 

natural que contém grupos sulfônico, carboxílico e sulfanilamida. Desta forma, pode ser 

empregado para formar complexos polieletrolíticos (PECs) com polímeros catiônicos 

[17, 129] tais como proteínas, peptídeos e DNA de plasma para formar PECs estáveis, 

de uma forma que mantenha a orientação e a conformação bioativa de moléculas 

aprisionadas [130-132]. Diversos autores reportam o seu uso na formação de PECs que 

possuam aplicações na área biomédica. Entre eles, Oliviero et al. [133]  desenvolveram 

hidrogéis porosos de PEG-heparina como uma matriz tridimensional (3D) com 

liberação controlada de VEGF para promover a angiogênese. Os precursores do 

hidrogel foram modificados com grupos metacrilato e reticulados fotoquimicamente 

juntamente com um agente de formação de espuma para causar a produção de uma rede 

porosa. O VEGF foi liberado a partir de hidrogéis de uma maneira controlada, com 

apenas 34% liberado em mais de 13 dias. Foi demonstrado que o VEGF liberado induz 
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a proliferação de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), bem como a 

formação da rede capilar in vitro. A QT imobilizada com HEP em várias camadas têm 

sido usada para ajustar as propriedades do stent coronário em termos de anticoagulação 

para a utilização clínica [134]. O sistema de QT/HEP foi reportado como antiadesivo e 

antibacteriano, formando uma automontagem biomacronolecular que é segura e 

eficiente na promoção da reendotelização e cura após o implante do stent [52]. Martins 

et al. [81] desenvolveram complexos polieletrolíticos de TMC e HEP em diferentes 

valores de pH (5, 8, 10 e 12). Eles verificaram que em altos valores de pH a formação e  

a estabilidade térmica dos PECs é maior. Nessas condições, a complexação entre a 

TMC e a HEP foi mais efetiva e foram claramente observadas alterações nos 

difratogramas de raios-X dos materiais obtidos. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

27 

 

 
 

Capítulo 3 

 

Síntese e caracterização estrutural da TMC O-metilada e da TMC livre de  

grupos O-metílicos 

 

Resumo 

Neste capítulo foram obtidos derivados quaternários da quitosana (QT) com grupos 

hidroxílicos parcialmente metilados ou livres de O-metilação, usando diferentes 

metodologias. Os derivados quaternários da QT com grupos O-metílicos (TMC-OM) 

foram obtidos por meio da variação do número de etapas do processo de metilação e na 

presença de base forte. O aumento no número de etapas de reações aumentou o grau de 

quaternização (GQ) da TMC. Nesta metodologia foram obtidas TMC-OMs com 

GQ = 20 e 80%. A TMC livre de grupos metílicos (TMC-F) foi sintetizada 

primeiramente pelo tratamento da QT com ácido fórmico e formaldeído, seguida pela 

metilação com CH3I. A TMC-F obtida neste procedimento apresentou GQ = 25%. O 

número de etapas de metilação e o tempo de reação afetaram o GQ da TMC. Os 

produtos obtidos foram caracterizados por FTIR, 1H NMR, XRD e TGA. Foi observado 

que somente a      TMC-OM com 80% de grupos N-trimetilados apresentou completa 

solubilidade em meio básico.  

 

Palavras chave: Quitosana, N,N,N-trimetilquitosana, TMC O-metilada, TMC livre de 

O-metilação, grau de quaternização. 
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Abstract 

Quaternary derivatives of chitosan (CHI) with partially methylated or free of               

O-methylation hydroxyl groups, using different methodologies were obtained as 

described in this chapter. The quaternary derivatives of CHI with O-methyl groups 

(TMC-OM) were obtained by varying the number of steps of the methylation process in 

the presence of strong base. The increase in the number of reaction steps increased the 

degree of quaternization (DQ) of the TMC. Through this methodology the TMC-OMs 

with DQ = 20 and 80% were obtained. For O-methyl free N,N,N-trimethyl chitosan 

(TMC-F), the raw CHI was firstly treated with formic acid and formaldehyde, followed 

by methylation with CH3I. The TMC-F obtained in this procedure presented DQ = 25%. 

The number of methylation steps and the reaction time affected the DQ of the        

TMC-OM. The products were characterized by FTIR, 1H-NMR, XRD and TGA. It was 

observed that only the TMC-OM with 80% of N-methylated groups showed complete 

solubility in neutral and alkaline aqueous medium. 

 

Keywords: Chitosan, N,N,N-trimethyl chitosan, O-methylatated TMC, O-methyl free 

TMC, degree of quaternization. 
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3.1. Introdução 

 A quitosana (QT), um polissacarídeo obtido a partir de desacetilação parcial da 

quitina, surge na atualidade como um material promissor que apresenta propriedades 

inigualáveis, incluindo a biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade, 

propriedades antimicrobianas, reconhecimento de células tumorais e liberação 

controlada e sustentada de fármacos. Embora, existam diversos estudos sobre a 

utilização da QT como carreador na liberação controlada de fármacos, o uso da QT vem 

sendo limitado devido a sua baixa solubilidade e permeabilidade acima de pH 5,6 [135]. 

A N,N,N-trimetilquitosana (TMC), a forma mais simples da quitosana quaternizada, 

possui maior solubilidade em meio aquoso em relação a QT, além de apresentar 

porosidade, eficiência de absorção, resistência química e ser antigênica [135]. 

Adicionalmente, estudos confirmaram que a TMC tem boas propriedades de 

mucoadesão e, a sua capacidade de transportar proteínas e peptídeos é elevada, quando 

comparada a QT. Estas propriedades tornam a TMC bastante atraente e interessante 

para a preparação de biomateriais [136]. Atualmente, prefere-se substituir a QT por 

TMC nas matrizes de hidrogéis (filmes, nanopartículas, micropartículas e beads) porque 

a TMC possui algumas propriedades que ultrapassam as encontradas na QT. Por outro 

lado, de acordo com Jintapattanakit et al. [103] a modificação química estrutural nos 

grupos amino leva a uma considerável diminuição na biocompatibilidade da TMC. O 

processo de O-metilação e a alta heterogeneidade estrutural das cadeias de TMC podem 

afetar as propriedades físico-químicas e biológicas deste material [136]. Existem na 

literatura diversos métodos para a obtenção da TMC [83, 88, 90], incluindo a síntese de 

TMC livre de grupos O-metílicos, o que pode contornar o problema acima mencionado. 

 A TMC é geralmente obtida por meio da modificação da QT com excesso de 

iodeto de metila em fortes condições alcalinas, usando N-metil-2-pirrolidona (NMP) 
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como solvente e iodeto de sódio como catalisador [82], ou sintetizada por tratamento da 

QT com formaldeído, seguida por reação com agente redutor e, então, com haleto de 

metila [83, 84]. Recentemente, novos métodos tais como o tratamento da QT com 

dimetilsulfato tem sido empregados para a obtenção da TMC [85]. No entanto, quase 

todas as reações são realizadas em condições fortemente básicas com aquecimento, o 

que resulta na O-metilação dos grupos hidroxílicos da QT. Esse tipo de reação 

secundária é quase incontrolável em tais metodologias e diminui a solubilidade da TMC 

em meio aquoso. Além disso, alguns autores relatam que a O-metilação diminui a 

atividade bactericida da TMC. Afim de evitar a O-metilação, pesquisadores vem 

desenvolvendo novas metodologias. Um dos métodos de síntese utilizados é a reação de 

trimetilação com iodeto de metila em baixas temperaturas, usando uma mistura de 

DMF/H2O como solvente ao invés de NMP e sem catalisador [86, 88]. Neste método, o 

processo de metilação é repetido por várias vezes para obter um alto grau de 

trimetilação, se necessário. Outro método é a reação de Eschweiler-Clarke, seguida pela 

metilação com excesso de iodeto de metila. A TMC obtida neste método é livre de 

grupos O-metílicos e não apresenta cisão homolítica das cadeias [87, 88, 136]. Verheul 

et al. [88], mostraram que a TMC não O-metilada (GQ ˂ 24 %) apresentou baixa 

citotoxicidade e modesta solubilidade, quando comparada a TMC O-metilada (GQ ˂ 24 

%).  

 Mediante o relato acima, verifica-se que diferentes métodos de preparação de 

TMC geram materiais com diferentes propriedades. Desta forma, o objetivo geral neste 

Capítulo 3 foi sintetizar e caracterizar derivados hidrossolúveis da QT, com grupos O-

metilados ou livres de O-metilação, usando diferentes metodologias. Os materiais 

sintetizados neste Capítulo foram utilizados como precursores na construção dos filmes 

LbL, um dos focos dessa Tese. 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

31 

 

 
 

Os objetivos específicos buscados neste Capítulo 3 da Tese foram: 

• Sintetizar a N,N,N-trimetilquitosana, derivado hidrossolúvel da QT, com diferentes 

graus de quaternização; 

• Sintetizar a N,N,N-trimetilquitosa livre de grupos O-metílicos; 

• Caracterizar os derivados hidrossolúveis da quitosana por meio das técnicas de 

FTIR, 1H NMR, XRD e TGA; 

• Quantificar o grau de quaternização (GQ) dos produtos obtidos por meio de           

1H NMR. 

 

3.2. Parte Experimental 

3.2.1. Materiais  

 Quitosana (CAS 9012-76-4) com grau de desacetilação igual a 85 % e massa 

molar viscosimétrica (MV) igual a 8,7 x 104 g·mol-1 foi adquirida da Golden-Shell 

Biochemical (China); iodeto de metila (CAS 74-88-4); N-metil-2-pirrolidona (CAS 

872-50-4), formaldeído estabilizado com metanol e ácido fórmico foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich (São Paulo, Brasil). Membrana de celulose com poros que permitem a 

passagem de solutos de massa molar abaixo de 12 kDa, usada para diálise, foi obtida da 

Sigma-Aldrich (São Paulo, Brasil). Outros reagentes (hidróxido de sódio, iodeto de 

sódio, ácido clorídrico, etanol e éter dietílico) foram também utilizados. Todos os 

reagentes mencionados foram usados sem nenhuma purificação adicional e como 

recebidos do fornecedor. 
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3.2.2. Métodos 

3.2.2.1. Síntese da N,N,N-trimetilquitosana O-metilada (TMC-OM) 

 Para a obtenção da TMC de baixo grau de quaternização (TMC com GQ igual a 

20 %), 10 g de QT foram previamente pesadas e dissolvidas em 400 mL de N-metil-2-

pirrolidona (NMP) a 45 ºC, por 30 min. Então, 24 g de NaI e 60 mL de NaOH 15% 

(m/v) foram adicionados ao meio reacional, mantendo a agitação magnética durante 20 

min. O sistema foi mantido sob refluxo e, então, 55 mL de iodeto de metila foi 

adicionado a reação. Após a adição desse agente redutor, a reação procedeu sob refluxo 

por 1 h a 45 ºC. O produto, iodeto de N,N,N-trimetilquitosana (TMI), foi recolhido após 

a precipitação utilizando etanol (300 mL para cada 100 mL de solução). Então, o 

precipitado foi separado por centrifugação (3000 rpm por 5 min), lavado com éter 

dietílico (quatro vezes), filtrado, e seco sob vácuo a 40 ºC por 48h. Finalmente, o 

produto foi dissolvido em solução aquosa de cloreto de sódio 10% (m/v) para proceder 

a troca dos contra íons iodeto por íons cloreto. Então, o cloreto de N,N,N-

trimetilquitosana (TMC20) foi precipitado em etanol e finalmente isolado por 

centrifugação, seguindo a mesma metodologia descrita para a purificação do TMI [37, 

82]. A denominação TMC20 foi utilizada para referir-se a TMC-OM com 20% de GQ. 

 Para a síntese da TMC com alto grau de quaternização (TMC com GQ igual a 80 

%), empregou-se duas etapas de reação. A primeira etapa foi precedida de uma mistura 

de QT (10 g) e iodeto de sódio (24 g). A mistura foi dissolvida em NMP (400 mL), sob 

agitação magnética. Após a dissolução, 60 mL de uma solução aquosa de hidróxido de 

sódio 15% (m/v) e iodeto de metila (55 ml) foram adicionados a reação, sob agitação 

constante. O sistema foi mantido sob refluxo durante 1 h a 60 ° C. O produto, iodeto de 

N,N,N-trimetilquitosana (TMI), foi precipitado com etanol e isolado por centrifugação 

(3000 rpm durante 5 min). Depois de ser lavado com éter dietílico (quatro vezes), o 
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produto foi filtrado e seco sob vácuo a 40 °C durante 48 h. Na segunda etapa, o TMI 

obtido foi dissolvido em 400 ml de NMP, sob constante agitação. Iodeto de sódio (24 

g), solução aquosa de hidróxido de sódio (55 ml) e iodeto de metila (35 mL) foram 

adicionados ao meio reacional, mantendo o sistema sob agitação. O sistema foi mantido 

sob refluxo durante 30 min a 60 °C. Mais tarde, iodeto de metila (10 mL) e pastilhas de 

hidróxido de sódio (3 g) foram adicionados à mistura e a agitação foi mantida por 70 

min a 60 °C. O TMI foi precipitado em etanol, isolado por centrifugação, lavado com 

éter dietílico, filtrado e seco sob vácuo. Finalmente, o TMI foi dissolvido em 10% (m/v) 

de solução de cloreto de sódio para a troca do íon iodeto. Em seguida, o cloreto de 

N,N,N-trimetilquitosana (TMC80) foi precipitado, isolado, lavado, e seco seguindo a 

mesma metodologia descrita para a purificação do TMI [37, 82]. A denominação 

TMC80 foi utilizada para referir-se a TMC-OM com 80% de GQ.     

 

3.2.2.2.  Síntese da N,N,N-trimetilquitosana livre de grupos O-metílicos (TMC-F) 

 A N,N,N-trimetilquitosana livre de O-metilação foi obtida, a partir da N,N-

dimetilquitosana (DMC), segundo metodologia descrita por Verheul et al. [88].  

 

I) Síntese da N,N-dimetilquitosana (DMC) 

 Inicialmente, 10 g de QT foram transferidas para um balão de 500 mL e, então, 

foram adicionados 30 mL de ácido fórmico, 40 mL de formaldeído e 180 mL de água 

destilada, totalizando um volume de 250 mL. O sistema foi colocado em refluxo a 70 ºC 

por 120 horas, sob agitação magnética, sendo obtida uma solução amarelada e viscosa. 

O material foi precipitado em solução de NaOH (1 mol·L-1), sendo observada a 

formação de um gel. O gel foi lavado com água deionizada para remover as impurezas 

e, então, dissolvido em solução aquosa diluída de HCl (pH ~ 4,0). Finalmente, a solução 
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resultante foi dialisada em membrana de tamanho de poro 12 kDa. A diálise foi 

realizada com água deionizada durante três dias e, então, o material foi congelado e 

liofilizado.  

 

II) Síntese da N,N,N-trimetilquitosana (TMC) a partir da DMC 

 A segunda etapa foi conduzida dissolvendo-se 2,0 g de DMC em 100 mL de 

água destilada (pH 4.0)  e, em seguida, o pH da solução da DMC foi ajustado para 11,0 

com auxílio de uma solução aquosa de NaOH (1 mol·L-1). Este passo foi realizado para 

assegurar a desprotonação dos grupos amino terciários da DMC. Assim, após a 

formação do gel este foi lavado com água destilada e após acetona, por três vezes. Em 

seguida, o material foi adicionado a um balão de 500 mL juntamente com 200 mL de N-

metil-2-pirrolidona (NMP) e 6 mL de iodeto de metila, mantendo a temperatura a 40 °C. 

A dispersão foi mantida sob agitação magnética durante 72 horas e, posteriormente, 600 

mL de uma mistura de etanol/éter dietílico (1/1) foram utilizados para a precipitação da 

TMC. O precipitado foi isolado por centrifugação e lavado exaustivamente com éter 

etílico. Após a secagem, a TMC foi dissolvida em 200 mL de uma solução de cloreto de 

sódio 10% (m/v) para promover a troca iônica (processo de 18 horas). Finalmente, a 

TMC foi dialisada contra água deionizada por três dias e liofilizada. A denominação 

TMC-F foi utilizada para referir-se a TMC livre de grupos O-metílicos. 

 

3.3. Caracterização 

3.3.1. Caracterização dos derivados da quitosana por meio de 1H NMR 

 Os espectros de 1H NMR da QT, DMC, TMC-F, TMC20 e TMC80 foram 

adquiridos utilizando um espectrômetro de NMR Varian, Mercury Plus 300 BB, 

operando em 300,06 MHz para a frequência do 1H. Para a aquisição dos espectros de           
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1H NMR, 10 mg das amostras foram dissolvidos em 1,0 ml de D2O/HCl (100/1 v/v) 

para a QT; 1,0 ml de D2O/CD3COOD (100/1 v/v) para a DMC; e 1,0 ml de D2O para as 

TMCs. Os espectros de 1H NMR foram adquiridos em temperatura ambiente e os 

principais parâmetros de aquisição foram fixados como segue: um pulso de 45º, tempo 

de relaxamento de 10 s e 128 acúmulos para cada espectro. Dados de domínio do tempo 

foram apodizados com função exponencial de 0,2 Hz (LB) para melhorar a relação 

sinal-ruído antes de aplicar a transformação de Fourier. O grau de dimetilação (GD) da 

DMC e o grau de quaternização (GQ) das TMCs foram determinados, respectivamente, 

a partir dos espectros de 1H NMR da DMC e das TMCs. Para isso, foram utilizadas as 

seguintes equações [129]:  

 

S =  [(NHCOCH3)] 

3

 [(CH3)3] 
9

 [(CH3)2] 
6

+ + (Eq. 3.1)

 

 

 (CH3)2 
6

x 1
S

GD %  = x  100 (Eq. 3.2)

 

 

(Eq. 3.3)
 (CH3)3 

9
x 1

S
GQ %  = x  100

 

 

onde [(CH3)2] é a integral dos hidrogênios metílicos dos grupos N-dimetilados (sítios 

ND) em 2,70; 3,06 e 3,10 ppm; [(CH3)3] é a integral dos hidrogênios metílicos do 

grupos N-trimetilados (sítios +NT) em 3,35 e 3,38 ppm e o termo [(NHCOCH3] é a 

integral do hidrogênios metílicos dos grupos acetamida em 2,10 e 2,12 ppm. 
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3.3.2. Espectroscopia na Região do Infravermelho (FTIR) 

 Espectros de FTIR da QT e seus derivados foram obtidos em pastilhas de KBr, a 

3% m/m, utilizando um espectrômetro Bomen FTIR, modelo MB 100. Os espectros 

foram adquiridos no modo de transmitância, entre 4000 e 400 cm-1, com resolução de 2 

cm-1 e 64 acúmulos para cada espectro. 

 

3.3.3. Difração de Raios-X (XRD) 

 A QT e seus derivados foram caracterizados também por meio de difração de 

raios-X (XRD). As medidas foram conduzidas em um difratômetro Shimadzu, modelo 

XRD-6000, operando na região de 5o a 70o com resolução 0,02o e velocidade de 

2θ = 2o·min-1. A radiação foi gerada em linha de Cu Kα a 40,0 kV e 30,0 mA 

(λ = 0,15418 nm). Foi usado um sistema de fenda de 0,300 mm para coleta do feixe de 

luz difratada com ângulo de divergência de 1o. 

 

3.3.4. Análise Termogravimétrica (TGA) 

 Análises da QT e de seus derivados foram realizadas em um analisador 

termogravimétrico Shimadzu, modelo TG-50, operando com taxa de aquecimento 

10 °C·min-1, em atmosfera de gás nitrogênio com fluxo de 50 ml·min-1, na faixa de 

temperatura entre 25 a 800 oC. 

 

3.4. Resultados e Discussão 

3.4.1. Caracterização da N,N,N-trimetilquitosana por meio de 1H NMR 

3.4.1.1. N,N,N-trimetilquitosana com grupos O-metílicos (TMC-OM) 

 A estrutura química da QT e de seus derivados estão ilustradas na Figura 3.1. A 

síntese da TMC-OM foi confirmada por meio de 1H NMR. Os valores de GQ da TMC 
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dimetilados (N(CH3)2), rotulados como sítios NM e ND, respectivamente (Fig. 3.2). Os 

autores confirmaram experimentalmente que os sinais dos átomos de hidrogênio dos 

sítios NM e ND foram deslocados para a região de 3,10 ppm, após a adição de uma gota 

de DCl na solução de TMC, antes de proceder as análises de 1H NMR.  

 

 

Figura 3.2. Espectros de 1H NMR da QT (a), TMC20 (b) e TMC80 (c). 

 

 Dessa forma, eles verificaram que o pH final de obtenção da TMC tem 

influência direta no deslocamento químico (δ) dos átomos de hidrogênio atribuídos aos 

sítios NM e ND. Assim, o pico de baixa intensidade que aparece no espectro de           

1H NMR da TMC80 na região de 2,70 ppm pode ser atribuído aos átomos de hidrogênio 

metílicos dos sítios NM e ND (Fig. 3.2c). A baixa intensidade deste pico se deve ao alto 
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GQ da TMC. Este fato demonstra que a TMC80 tem, em solução aquosa, sítios NM e 

ND não carregados, pois os átomos de hidrogênio metílicos absorvem perto da região 

de 2,60 ppm, mais precisamente em 2,70 ppm. O sinal relacionado aos átomos de 

hidrogênio metílicos dos sítios NM e ND na TMC20 absorve exatamente em 3,10 ppm 

(Fig. 3.2b) [82].   

 Estes resultados indicam que os sítios NM e ND na estrutura da TMC20 estão 

carregados positivamente, de acordo com as reações NM + H+ → +NM e ND + H+ → 

+ND. O sinal em 3,35 ppm no espectro (Fig. 3.2b e 3.2c) se deve aos átomos de 

hidrogênio dos grupos N-trimetilados [+N(CH3)3], rotulados como sítios +NT [82, 137]. 

Os sinais em 3,45 e 3,55 ppm se devem a O-metilação em C3-OH e C6-OH (sítios OM) 

e os que aparecem na região delimitada de 4,7 a 5,7 ppm correspondem aos sinais dos 

átomos de hidrogênio H1 (Figs. 3.2b e 3.2c) [137]. O sinal de H2 no espectro de TMC é 

ainda desconhecido (Fig. 3.2b e 3.2c). Alguns autores afirmam que o sinal de H2 está 

sobreposto ao sinal dos átomos de hidrogênio dos sítios NM e ND [138, 139]. O 

processo de quaternização também afeta o δ dos sinais atribuídos aos átomos de 

hidrogênio dos grupos acetamida (Fig. 3.2b e 3.2c) [37]. 

 

3.4.1.2. N,N,N-trimetilquitosana livre de grupos O-metílicos (TMC-F)  

 Na Figura 3.4 são apresentados os espectros de 1H NMR da QT, DMC e da 

TMC livre de O-metilação (TMC-F). Todos os sinais foram atribuídos e relacionados 

com as estruturas dos polissacarídeos apresentadas na Figura 3.3. 

 As diferenças nos espectros de 1H NMR (Fig. 3.4) e os respectivos sinais 

indicam que a DMC e a TMC-F foram efetivamente obtidas. O sinal em 2,05 ppm 

presente no espectro de 1H NMR da QT (Fig. 3.4a) foi atribuído aos átomos de 

hidrogênio dos resíduos acetilados; o sinal em 3,16 ppm foi atribuído aos  átomos de 
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hidrogênio (H2); os sinais observados entre 3,61-4,45 ppm foram atribuídos aos átomos 

de hidrogênio (H3-H6) e o sinal que ocorre na faixa espectral entre 4,5 a 5,5 ppm foi 

atribuído aos átomos de hidrogênio (H1) [129, 138].  
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Figura 3.3. Rota sintética da DMC e TMC livre de grupos O-metílicos (TMC-F). 

 

 O espectro da Figura 3.4b confirmou a obtenção da DMC com grau de 

dimetilação (GD) de 86%. O GD foi obtido por meio da Equação 3.2, a partir da área 

referente ao sinal atribuído aos átomos de hidrogênio dos sítios N-dimetilados 

(N(CH3)2), em 3,10 ppm, e a área do sinal em 2,10 ppm atribuída aos átomos de 

hidrogênio metílicos dos grupos acetamida. O elevado valor de GD da DMC 

(GD = 86%), confirmou a completa N-dimetilação dos grupos NH2 da QT, uma vez que 

a QT apresenta grau de acetilação em torno de 15%. O espectro de 1H NMR da TMC 

está apresentado na Figura 3.4c. O aparecimento de um novo sinal em 3,38 ppm, 

atribuído aos átomos de hidrogênio dos grupos N-trimetilados [129], confirmou a 

obtenção da TMC. O grau de quaternização (GQ) da TMC foi determinado a partir da 

Equação 3.3. Para isso, foram utilizadas as áreas dos sinais dos átomos de hidrogênio 

dos sítios N-trimetilados (+NT) em 3,38 ppm e N-dimetilados (ND) em 3,06 ppm, bem 
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como a área do sinal atribuído aos átomos de hidrogênio metílicos dos grupos acetamida  

em 2,12 ppm. A TMC-F apresentou GQ de 25%.  

 

 

Figura 3.4. Espectros de 1H NMR da QT (a), DMC (b) e TMC-F (c). 

 

3.4.2. Espectroscopia na Região do Infravermelho (FTIR) 

 Na Figura 3.5 são apresentados os espectros de FTIR dos materiais em estudo. 

Por meio dos espectros de FTIR verificou-se que os derivados de QT apresentaram 

bandas atribuídas a estrutura sacarídea em 898 e 1154 cm-1 [87, 129].  

 A banda que aparece próximo de 1600 cm-1 refere-se à deformação angular das 

ligações N-H (Fig. 3.5a e 3.5b). As bandas de absorção em 1661 e 1320 cm-1 são 

características da QT e atribuídas a amidas I e III, respectivamente [87, 140]. A banda 
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em 1481 cm-1 presente nos espectros de FTIR da DMC, TMC-F e TMC-OM 

corresponde ao estiramento assimétrico das ligações C-H dos grupos metílicos, 

característicos do sal de QT quaternário com elevado grau de metilação [87]. Vale a 

pena ressaltar que a banda referente a ligação N-H (1600 cm-1) desapareceu no espectro 

de FTIR da TMC-F e TMC-OM, fato proporcionado pelo processo de trimetilação dos 

grupamentos NH2 (Fig. 3.5) [87, 140]. A banda em 1080 cm-1 foi atribuída ao 

estiramento das ligações C-O de alcoóis primários [129]. 

 

 

Figura 3.5. Espectros de FTIR da QT (a), DMC (b), TMC-F (c), TMC20 (d) e    

TMC80 (e). 
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3.4.3. Difração de Raios-X (XRD) 

 Os difratogramas de raios-X da QT, DMC, TMC-F, TMC20 e TMC80 são 

mostrados na Figura 3.6. O difratograma da QT exibiu picos de difração em 2θ = 6,88º; 

12,26º; 19,10º; 21,25º e 26,40º que são característicos da parte cristalina da QT. Esses 

domínios cristalinos são regiões onde as cadeias estão ordenadas devido a ligações de 

hidrogênio entre os grupos amino entre as cadeias de QT [1]. Yen et al. [141] 

mostraram que a QT fúngica apresenta picos cristalinos em 2θ = 9,7º e 19,9º. Prashanth 

et al. [142] encontraram que o padrão de XRD para a QT extraída de camarão possui 

dois picos de difração característicos em 2θ = 9,9º - 10,7º e 19,8º - 20,7º. Fajardo et al. 

[1], encontraram no difratograma da QT dois sinais em 2θ = 10,8º e 19,9º, os quais 

foram atribuídos a regiões cristalinas.  

 Pela análise dos difratogramas dos derivados quaternários da QT, verificam-se 

diferenças significativas quando comparados ao difratograma da QT. Nos difratogramas 

da DMC e TMC-F verifica-se a presença de picos alargados em 2θ = 8,67° e 20,05° 

(Fig. 3.6b) e 2θ = 23,53° (Fig. 3.6c), respectivamente. Esses picos são característicos de 

amostras pouco cristalinas. A ausência de picos de difração em 2θ = 6,88° e 12,26° no 

difratograma da TMC-F, deve-se a completa N-metilação dos átomos de nitrogênio e a 

ausência de grupos NH2 na estrutura química da TMC-F [136]. Os difratogramas das 

amostras TMC20 e TMC80 apresentaram picos de difração bem definidos, 

característicos de amostras cristalinas [143]. Os difratogramas dessas amostras foram 

semelhantes, sendo observados picos de difração intensos em 2θ = 27,47º; 31,78º; 

45,54º; 56,69º e 66,26º, o que sugere a formação de regiões cristalinas com diferentes 

regiões periódicas. 

  Os picos de difração cristalina presentes nos difratogramas da TMC20 e 

TMC80 se devem ao fato destes derivados estarem na forma de sais de cloreto [82, 
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104]. Martins et al. [144] estudaram a  cristalinidade dessas amostras antes e após a 

diálise. Eles verificaram que a TMC-OM antes da diálise apresentou picos de difração 

intensos e estreitos. Em contrapartida, a TMC-OM após o processo da diálise 

apresentou picos de difração de baixa intensidade e alargados. Aqueles autores 

associaram esse fato às interações dos contra-íons cloreto com os grupos +NT da TMC.  

 

 

Figura 3.6. Difratogramas de raios-X da QT, DMC, TMC-F, TMC20 e TMC80. 

 

 O efeito da blindagem provocada pelos íons cloreto torna as cadeias mais 

rígidas, consequentemente mais cristalinas [144]. Para os demais derivados, que 

apresentaram baixa cristalinidade, tem-se a prevalência de regiões de repulsão nas 
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Figura 3.7. Curvas de TGA (a) e DTG (b) da QT e seus derivados.
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amostras. Na estrutura da TMC-F, obtida após diálise, a repulsão ocorre devido à 

desblindagem dos sítios NT+.  

Análise Termogravimétrica (TGA) 

As curvas de TGA e DTG da QT e de seus derivados estão apresentadas na 

análise das curvas, pode-se verificar a existência de duas 

sendo a segunda relativa a degradação desses materiais. A primeira etapa 

0 ºC com perda de massa que variou entre 4-15 % e 

à evaporação de água e compostos voláteis [87, 140]. Nota-se que essas amostras 

apresentaram diferentes teores de água. A TMC-F e DMC apresentaram maior teor 

de água (14,12 e 12,00; respectivamente). A QT apresentou um valor 

intermediário (10,15% em massa), enquanto que TMC20 e TMC80 apresentaram 

% e 4,05%, respectivamente).  
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comparada a QT e DMC [129, 140]. Assim, maior quantidade de água é necessária para 

diminuir a repulsão entre as cadeias de TMC positivamente carregadas. Vale ainda 

destacar que a TMC-F e DMC apresentam em sua estrutura grupamentos hidroxila que 

interagem fortemente com água via interações tipo ligação de hidrogênio e dipolo-

dipolo. Os grupamentos hidroxila (-OH) e amino (-NH2) na estrutura sacarídea da QT 

fornecem sítios para interações com a água. Em contraste, as moléculas de TMC-OM 

(20 e 80 %) apresentam em sua estrutura grupos metílicos (hidrofóbicos) inseridos nas 

posições C2, C3 e C6, o que dificulta a sua interação com as moléculas de água [81, 

129]. 

 A segunda etapa de perda de massa ocorreu na faixa de 200 a 350 ºC e foi 

atribuída à degradação das amostras (decomposição da cadeia principal da QT e de seus 

derivados e a clivagem dos grupos substituintes) [140]. O valor exato da temperatura 

em que a segunda etapa ocorreu foi obtido por meio da primeira derivada (DTG) da 

respectiva curva de TGA (Fig. 3.7a). A temperatura máxima de degradação térmica 

registrada para as amostras em estudo foram de: 285 ºC para a QT, 236 ºC para DMC; 

226, 232, 245 ºC para a TMC-F, TMC20 e TMC80, respectivamente. Nota-se que a 

estabilidade térmica diminuiu após subsequente quaternização e que a TMC20 e 

TMC80 apresentaram maior estabilidade térmica que a TMC-F. Este fato  pode ser 

devido ao efeito da blindagem dos íons cloreto, como anteriormente discutido nas 

análises de raios-X. Este fato corrobora com a maior cristalinidade na TMC20 e 

TMC80.   

 

3.5. Conclusões 

 A N,N,N-trimetilquitosana livre de grupos O-metílicos (TMC-F) e O-metilada 

(TMC-OM) foram sintetizadas por meio da N-metilação da quitosana (QT) e 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

47 

 

 
 

caracterizadas por meio de FTIR, 1H NMR, XRD e TGA. Os resultados mostraram que 

a TMC-OM com baixo grau de quaternização (20%) foi efetivamente sintetizada, 

utilizando apenas uma etapa de reação. A síntese da TMC-OM com maior grau de 

quaternização (80%) requer duas ou mais etapas de reação. A TMC-F foi obtida por 

meio da subsequente reação de metilação da N,N-dimetilquitosana (DMC). Os 

resultados de XRD mostraram existência de cristalinidade das amostras de TMC-OM 

devido à presença dos contra-íons cloreto, e uma maior estabilidade térmica quando 

comparado a TMC-F. A TMC livre de grupos O-metílicos apresentou menor 

estabilidade térmica e menor cristalinidade comparada a QT e a TMC O-metilada.  
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Capítulo 4 

 

Filmes de multicamadas antiadesivos e antibacterianos formados por complexos de 

TMC/Heparina por meio da técnica de automontagem Layer-by-Layer 

 

Resumo 

A N,N,N-trimetilquitosana (TMC), um agente antibacteriano, e a heparina (HEP), um 

biopolímero antiadesivo, foram alternativamente depositados sobre filmes de 

poliestireno modificado, como substrato, para construir filmes de multicamadas com 

propriedades antiadesiva e antibacteriana. As propriedades dos filmes multicamadas 

foram investigadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, 

microscopia de força atômica, microscopia eletrônica de varredura, microscopia de 

força de Kelvin. Estudos in vitro da liberação controlada da HEP foram realizados em 

fluido intestinal simulado (SIF) e em fluido gástrico simulado (SGF). O teste de adesão 

inicial da E. coli sobre a superfície de filmes de multicamadas mostraram propriedades 

antiadesivas efetivas. O teste antibacteriano in vitro indicou que os filmes de 

multicamadas de TMC/HEP baseados em TMC80 podem matar as bactérias E. coli. 

Portanto, filmes finos de multicamadas antiadesivos e antibacterianos podem apresentar 

bom potencial para o uso em revestimentos e para a modificação da superfície de 

materiais em aplicações biomédicas.  

 

Palavras chave: N,N,N-trimetilquitosana, heparina, Layer-by-Layer, bactericida, 

antiadesivo. 
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Abstract 

N,N,N-Trimethyl chitosan (TMC), an antibacterial agent, and heparin (HEP), an 

antiadhesive biopolymer, were alternately deposited on modified polystyrene films, as 

substrates, to built antiadhesive and antibacterial multilayer films. The properties of the 

multilayers films were investigated by Fourier transform infrared spectroscopy, atomic 

force microscopy, scanning electron microscopy, and Kelvin force microscopy. In vitro 

studies of controlled release of HEP were performed in simulated intestinal fluid (SIF) 

and simulated gastric fluid (SGF). The initial adhesion test of E. coli on multilayers 

films surfaces showed effective antiadhesive properties. The in vitro antibacterial test 

indicated that the multilayers films of TMC/HEP based on TMC80 can kill the E. coli 

bacteria. Therefore, antiadhesive and antibacterial multilayer films may have good 

potential for coatings and surface modification for biomedical applications. 

 

Keywords: N,N,N-trimethyl chitosan, heparin, Layer-by-Layer, bactericidal, 

antiadhesive. 
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4.1. Introdução 

 A N,N,N-trimetilquitosa (TMC) é um policátion quaternário obtido a partir da 

N-metilação da quitosana (QT) [81]. Da mesma forma que a QT, a TMC também possui 

propriedades de biodegradabilidade, biocompatilbilidade, mucoadesividade, não 

toxicidade e atividade antimicrobiana. Contudo, estudos recentes mostraram que a TMC 

tem maior capacidade bactericida do que a QT [145]. Por outro lado, tal atividade 

antimicrobiana depende da estrutura química quaternária, massa molar, e grau de 

quaternização (GQ) da TMC [146-148]. O grau de quaternização (GQ) e grau de 

dimetilação (GD) referem-se, respectivamente, a porcentagem molar dos grupos            

–N(CH3)3
+ e –N(CH3)2  presentes na estrutura da TMC [137]. Outra vantagem da TMC 

sobre a QT é, que a mesma, possui maior solubilidade em uma maior faixa de pH 

quando comparada com a QT, enquanto que esta é solúvel apenas em pH < 6,5 [82, 104, 

149, 150]. Portanto, em ambientes neutros e básicos, predominantes no intestino 

humano, as moléculas de QT perdem sua carga e precipitam [81]. Assim, a solubilidade 

limitada da QT em meios com pH maiores que 6,5 restringe a sua aplicação biomédica, 

principalmente em situações onde a entrega controlada de fármacos é necessária [151].  

 A Heparina (HEP) é um poliânion biocompatível com atividade anticoagulante. 

Este biopolímero tem aplicações na indústria farmacêutica, dispositivos médicos e 

engenharia de tecidos [12-14]. A alta densidade de carga negativa da HEP impede a 

adesão de células bacterianas e, portanto, este biopolímero é um excelente candidato 

para atuar como revestimentos antiadesivos [74]. Assim, formulações de complexos 

polieletrolíticos baseados na TMC (policátion antibacteriano) e HEP (poliânion 

antiadesivo) podem apresentar potencial para aplicação como dispositivos biomédicos 

[17, 81]. Nesta direção, Kweon et al. [152] desenvolveram uma pomada de uso tópico à 

base de QT e HEP que promove uma acentuada aceleração na capacidade de 
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cicatrização de feridas em ratos. Zhu et al. [73] aumentaram a biocompatibilidade do 

sangue com politetrafluoretileno expandido (ePTFE), aderindo o complexo 

polieletrolítico de QT e HEP sobre a superfície do ePTFE, uma vez que enxertos de 

ePTFE são amplamente empregados em cirurgia vascular reconstrutiva [153].  

 A técnica de adsorção "Layer-by-Layer" (LbL) de polieletrólitos de cargas 

opostas é um método eficiente de fabricação de filmes de multicamadas de 

macromoléculas biocompatíveis [9, 20, 154]. O método envolve, sequencialmente, a 

imersão de um substrato carregado em soluções aquosas diluídas de polieletrólitos de 

cargas opostas, permitindo que o polímero ao ser adsorvido reverta a carga superficial 

predominante antes da sua adsorção. O processo pode ser repetido várias vezes. Assim, 

a espessura da camada LbL é determinada pelo número de imersões. Este método possui 

vantagens que incluem a simplicidade, a universalidade, baixo custo operacional e o 

controle da espessura do filme [9, 17, 21, 155]. Por exemplo, Fu et al. [74] 

desenvolveram filmes LbL baseados em QT e HEP sobre substratos de poli(etileno 

tereftalato) (PET) quimicamente modificado. Os filmes desenvolvidos apresentaram 

boas propriedades antimicrobianas e antiadesivas. 

  Dessa forma, o objetivo geral neste Capítulo 4 da Tese foi a obtenção de filmes 

finos de multicamadas de TMC/HEP por meio da técnica de automontagem LbL, 

usando poliestireno quimicamente modificado (PS-mod) como substrato. Objetiva-se a 

construção de filmes finos, com propriedades antiadesiva e antibacteriana, que possam 

ser utilizados em revestimentos de biomateriais, em áreas onde o risco de infecção por 

microorganismos ainda não é controlado.  

 

Os objetivos específicos buscados neste Capítulo 4 da Tese foram: 
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• Obter filmes finos de TMC/HEP, variando o GQ da TMC e o pH de montagem das 

multicamadas, por meio da técnica de deposição Layer-by-Layer. As TMCs 

utilizadas possuem diferentes GQ (TMC20 e TMC80). Dessa forma, será possível 

avaliar o efeito do GQ sobre os filmes formados; 

• Caracterizar os filmes finos obtidos utilizando as técnicas de espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR), microscopia eletrônica de 

varredura (SEM), ângulo de contato, microscopia de força atômica (AFM) e 

microscopia de força de Kelvin (KFM); 

• Estudar a liberação controlada da HEP a partir dos filmes obtidos, em fluido 

simulado gástrico (SGF) e intestinal (SIF); 

• Avaliar as propriedades antimicrobianas e antiadesivas dos filmes formados. 

 

4.2. Parte Experimental 

4.2.1. Materiais 

Quitosana (CAS 9012-76-4) com grau de desacetilação igual a 85 % e massa molar 

viscosimétrica (Mv) igual a 8,7 x 104 g·mol-1 foi adquirida da Golden-Shell Biochemical 

(China); azul de metileno (CAS 97130-83-1) foi comprada da Sigma (EUA). Heparina 

sódica (CAS 9041-08-1) foi gentilmente cedida pela Kin Master (Brasil). TMC20 e 

TMC80 com graus de quaternização (GQ) iguais a 20% e 80%, e massa molar 

viscosimétrica de 26 x 103 g·mol-1 e 13 x 103 g·mol-1, respectivamente. Sintetizadas 

como descrito no Capítulo 3. A viscosidade foi determinada solubilizando as amostras 

em uma solução tampão de ácido acético/acetato de sódio utilizando um viscosímetro 

capilar do tipo Ubbelohde (Modelo Cannon 100/E534), a 25 °C. As constantes 

utilizadas na equação de Mark-Houwink-Sakurada para a TMC foram K = 1,38 x 10-5 e 

a = 0,85 [1]. Placas de Petri de poliestireno foram compradas da Prolab (Brasil) e outros 
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reagentes (hidróxido de sódio, cloreto de sódio, persulfato de sódio, ácido clorídrico, 

hidrogenofosfato de potássio e etanol) foram também utilizados. Todos os reagentes 

mencionados foram usados como recebidos do fornecedor, ou seja, sem nenhuma 

purificação adicional. 

 

4.2.2. Métodos 

4.2.2.1. Modificação da superfície do poliestireno por oxidação 

 Placas de Petri de poliestireno foram cortadas, nas dimensões de 7,5 x 2,5 cm, e 

imersas em etanol durante 24h a fim de remover o máximo possível as impurezas 

contidas na superfície. Após esse período, os filmes de PS foram lavados com água 

deionizada em abundância e submetidos ao processo de oxidação. Para tal, os filmes 

foram mantidos em solução de persulfato de sódio (10% m/v) durante 90 minutos, à 

temperatura de 70 °C. Após o processo de oxidação, os mesmos foram lavados com 

água deionizada em abundância [156]. A denominação de PS-mod foi utilizada para se 

referir aos filmes de poliestireno oxidados.  

 

4.2.2.2. Preparação dos Filmes Finos de Multicamadas 

 O substrato sólido PS-mod, com superfície de carga negativa, foi imerso em uma 

solução de 2% (m/v) de TMC20 (pH 3,0) ou TMC80 (pH 3,0 e 7,4).  O tempo de 

imersão foi fixado em 60 segundos. Posteriormente, o conjunto PS-mod/TMC foi 

lavado por 30 segundos em uma solução aquosa de mesmo pH da solução da TMC, a 

fim de eliminar o excesso do material não adsorvido no substrato. Após 30 segundos 

(tempo de secagem) o material com uma camada de TMC20 (ou TMC80) adsorvido 

sobre a superfície do PS-mod foi imerso por 60 segundos em uma solução aquosa de 

2% (m/v) de HEP (pH 3,0 e 7,4), novamente lavado e seco, seguindo o mesmo tempo 
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de imersão e secagem mencionados anteriormente. As imersões foram realizadas com o 

auxílio de um aparelho semi-automático "dip-coating" desenvolvido e adaptado por 

nosso grupo de pesquisa. Assim, filmes finos de multicamadas de TMC20/HEP (pH 

3,0) e TMC80/HEP (pH 3,0 e 7,4) com 3, 9, 12 e 18 bicamadas foram obtidos a partir 

das condições descritas acima. 

 

4.2.3. Análise da superfície 

4.2.3.1. Medições do ângulo de contato 

 Os ângulos de contato da gota de água (Mili-Q®) depositada sobre a superfície 

do PS virgem, PS-mod e filmes finos de TMC/HEP (18 bicamadas) foram medidos em 

temperatura ambiente, utilizando aparelho de ângulo de contato Tantec Contact Angle 

Meter (modelo Cam Micro, EUA). O valor do ângulo de contato apresentado é uma 

média de seis medidas diferentes, realizada sob as mesmas condições experimentais e 

em partes distintas de uma dada amostra. 

 

4.2.3.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-

ATR) 

As estruturas químicas dos filmes de multicamadas de TMC/HEP, bem como o 

crescimento do número de bicamadas, foram caracterizadas por meio da espectroscopia 

na região do infravermelho (FTIR) usando um espectrômetro BOMEM, modelo MB-

100. As análises foram realizadas usando a técnica de reflexão total atenuada (FTIR-

ATR), na faixa de 4000 a 625 cm-1. Os espectros foram obtidos com uma resolução de 4 

cm-1 e foram realizadas 64 acumulações  para cada espectro.  
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4.2.3.3. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

Imagens de AFM da superfície do PS virgem, PS-mod e filmes finos de 

multicamadas de TMC/HEP foram obtidos no equipamento de Microscopia de Força 

Atômica, da Shimadzu (modelo SPM-9500 J3, Japão), a temperatura ambiente.  

 

4.2.3.4. Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM)  

Imagens de microscopia eletrônica de varredura (SEM) foram obtidas em 

microscópio eletrônico Shimadzu (modelo SS-550, Japão) e usadas para maior 

detalhamento das regiões de superfície dos filmes. O equipamento foi operado com 

tensão de aceleração de 10 e 12 kV e foram feitos aumentos de 1000 e 2000 vezes. Os 

materiais foram colocados diretamente sobre o porta-amostras. As amostras foram 

recobertas com uma camada de ouro para evitar acúmulo de carga, devido a sua baixa 

condutividade [157]. Todas as análises foram realizadas a 20 ºC. Filmes de PS virgem e 

PS-mod foram usados como controles. 

 

4.2.3.5. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) 

A composição química dos domínios presentes no filme de poliestireno oxidado 

foi avaliada usando um microscópio eletrônico de varredura (Shimadzu, modelo SS-

550) equipado com micro sonda de energia dispersiva de raios-X (EDX). Essa análise 

foi realizada com o objetivo de identificar a presença de oxigênio na estrutura do PS-

mod.  

 

4.2.3.6. Microscopia de Força de Kelvin (KFM) 

 As amostras de filmes multicamadas de TMC/HEP foram cortadas em pequenos 

quadrados (~5 mm de borda) e imagens foram obtidas no modo não contato. Foi usado 
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um microscópio de varredura por sonda (Shimadzu, modelo SPM-9600), com uma 

ponteira de silício da Nanoworld EFM-20 (frequência de ressonância = 79 kHz e força 

constante = 2,6 N·m-1). Este equipamento, localizado no IQ-UNICAMP, é contido em 

uma câmara ambiental que permite controlar a umidade relativa, pressão e temperatura 

(25 ± 1 °C) durante a análise por meio de varredura de força Kelvin.  

 

4.2.4. Adesão inicial da Escherichia coli (E.coli) sobre substratos de PS-mod com 

filmes finos de multicamadas de TMC/Heparina 

 Amostras (cada uma com c.a 1 cm2 de área) dos filmes finos de multicamadas de 

TMC/HEP foram colocadas em placas de cultura de 24 poços. Então, 1 mL da 

suspensão bacteriana (5x107 UFC·mL-1) em PBS (solução salina tamponada) foi 

adicionado em cada poço. A placa de cultura foi incubada a 37 °C por 4 h. Então, a 

suspensão bacteriana foi removida e as amostras lavadas três vezes com PBS estéril. 

Filtro de papel esterilizado foi usado para retirar umidade na superfície do filme. Para a 

fixação da E. coli as amostras foram imersas em formaldeído 4% em PBS a 4 °C, por 4 

h. Após este período, a solução de formaldeído foi removida e as amostras foram 

lavadas com PBS, e desidratadas com 25, 50, 70, 95 e 100% de etanol (v/v) por 10 

minutos cada. Em seguida, os substratos foram secos e recobertos com uma fina camada 

de ouro para fins de obtenção de imagens em Microscópio Eletrônico de Varredura 

(Shimadzu, modelo SS 550, Japão). As amostras foram também analisadas por 

Microscopia de Interferência de Normaski (Olympus BX51, Japão) e as imagens foram 

capturadas com uma câmera UC 30° (Olympus). Filmes de PS virgem e PS-mod foram 

usados como controle [74]. 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

57 

 

 
 

4.2.5. Teste antibacteriano in vitro 

 Os testes de atividade antibacteriana dos filmes finos contra a Escherichia coli 

(E. coli; ATCC 26922) foram realizados de acordo com o método de viabilidade celular 

por meio de contagem [74]. As amostras (1 cm2) dos filmes finos de multicamadas de 

TMC/HEP foram colocadas em placas de cultura de 24 poços e 1 mL de inóculo de E. 

coli (5x104 UFC·mL-1) em PBS foi adicionado na superfície dos substratos. A 

suspensão da E. coli cobriu completamente a superfície dos filmes. Em paralelo, a E. 

coli (5x104 UFC·mL-1) foi usada como controle positivo. As placas foram incubadas a 

37 °C por 6 horas. Em seguida, alíquotas de suspensões bacterianas foram diluídas com 

PBS estéril para uma concentração final de 5x103 UFC·mL-1. A partir dessa solução, 20 

µL foram espalhadas em Agar Tríptico de Soja (TSA). Após a incubação por 24 h, as 

unidades formadoras de colônias (UFC) foram contadas. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

4.2.6. Liberação in vitro da Heparina 

 Os estudos da liberação in vitro da heparina foram realizados em dois ambientes 

diferentes, ambos sem a presença de enzimas: fluido intestinal simulado (SIF - 6,8 g de 

KH2PO4 e 77 mL de uma solução aquosa de NaOH 0,2 mol·L-1 em 1000 mL de água 

destilada, pH = 6,8) e fluido gástrico simulado (SGF - 2,0 g de NaCl e 7,0 mL de HCl 

37% (v/v) em 1000 mL de água, pH = 1,2). Cinco amostras (1,0 cm2) de cada filme de 

TMC/HEP (18 bicamadas) foram colocados em um frasco selado com 25 mL de SGF 

ou SIF a 37 ºC. Em intervalos desejados de tempo, uma alíquota (100 µL) foi removida 

do frasco e adicionada diretamente em 4,0 mL de uma solução aquosa de azul de 

metileno (AM) (5,0 mg·L-1, pH 5,5) para a quantificação de heparina liberada por meio 

de medidas de UV. As medidas de absorbância do complexo metacromático azul de 
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metileno/heparina (AM/HEP) foram realizadas imediatamente após a homogeneização 

das amostras, que ocorreu rapidamente após a mistura, de acordo com a metodologia 

descrita por Martins et al. [129]. Para quantificar o soluto liberado dos filmes de 

multicamadas da TMC/HEP, foram construídas duas curvas analíticas correlacionando a 

absorção de complexos de AM/HEP com a concentração de heparina (0,20 a 7,0    

mg·L-1) usando os meios SGF (R2
 = 0,987) ou SIF (R2 = 0,989), como solventes. As 

análises foram realizadas utilizando um espectrofotômetro (Femto, Brasil) modelo 

800Xi e as leituras foram feitas a 567 nm.  

 

4.3. Resultados e Discussão 

4.3.1. Modificação química da superfície do poliestireno (PS) para obter o PS-mod 

4.3.1.1. Medidas de ângulo de contato 

 Medidas de ângulo de contato do PS virgem e PS-mod foram realizadas com o 

objetivo principal de verificar mudanças sobre a superfície de molhabilidade devido ao 

processo de oxidação. O PS virgem tem características hidrofóbicas, possuindo um alto 

valor de ângulo de contato, aproximadamente 81° (ver Tabela 4.1). Contudo, o processo 

de oxidação altera significativamente a molhabilidade da superfície do material com 

relação ao PS virgem, como verificado pela diminuição do valor de ângulo de contato 

para aproximadamente 65º (Tabela 4.1). Esta diminuição é uma indicação da 

modificação química da superfície do PS. Os resultados apresentados são consistentes 

com a literatura [156]. Segundo Curti et al. [156] a oxidação de poliestireno em solução 

de Na2S2O8 é dificultada pelo fato da água presente no meio reacional possuir uma 

interação muito pequena com a superfície polimérica. Dessa forma, a oxidação 

provavelmente ocorre de forma mais efetiva nos pontos da superfície em que haja 
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condições favoráveis para os radicais reagirem, como por exemplo, algum defeito ou 

irregularidade da superfície. 

 

Tabela 4.1. Valores de ângulo de contato das superfícies do PS virgem e PS-mod. 

Filmes de PS antes da modificação Filmes de PS após a modificação 

82º ± 1,63 66º ± 3,47 

81º ± 2,75 58º ± 4,19 

84º ± 1,63 64º ± 4,68 

81º ± 1,51 68º ± 3,41 

78º ± 3,28 65º ± 4,69 

81º ± 1,00 66º ± 3,03 

 

4.3.1.2. Análise de AFM e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 Imagens da superfície do PS virgem, PS-mod e PS-mod com uma camada de 

TMC80 depositada em pH 7,4, obtidas por AFM, são apresentadas na Figura 4.1. Como 

esperado, o PS virgem apresentou uma superfície lisa, compacta e mais homogênea 

(Fig. 4.1a). O PS-mod possui superfície rugosa com projeções e alta heterogeneidade 

(Fig. 4.1b). A rugosidade é maior na superfície de PS-mod do que no PS virgem. Este 

fato, juntamente com o aumento da molhabilidade na superfície do PS-mod, confirma a 

modificação química na superfície do PS.  

 

 

Figura 4.1. Imagens de AFM do PS: (a) virgem, (b) oxidado e (c) oxidado com uma 

camada de TMC80 adsorvida em pH 7,4. 
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 Ainda assim, a análise de EDS foi realizada para identificar a presença de 

oxigênio na amostra e, com isso, ratificar a ocorrência da modificação química do 

polímero usado como substrato neste trabalho, cujo espectro de EDS é mostrado na Fig. 

4.2. A presença do sinal de átomos de oxigênio no espectro de EDS do PS-mod 

confirmou a existência de átomos de oxigênio na superfície da amostra. O PS virgem 

não contém este elemento em sua estrutura, evidenciando assim a oxidação do filme 

com persulfato de sódio [156].  

 

 

Figura 4.2. Espectro de EDS do PS-mod. 

 

 A presença de Au na amostra deve-se ao fato do filme ter sido metalizado com 

uma fina camada de ouro. A adsorção da TMC80 provoca alterações topográficas em 

relação a superfície do PS-mod (veja a Fig. 4.1b,c). A análise topográfica da superfície 
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do PS-mod contendo TMC80 adsorvido mostrou que a superfície de tal material é 

menos plana e com presença de pontos de rugosidade, em contraste com o PS-mod. 

Assim, confirma-se que houve a formação de uma camada de TMC sobre a superfície 

de PS-mod. 

 

4.3.2. Caracterização das multicamadas adsorvidas sobre a superfície do PS-mod 

4.3.2.1. Espectroscopia de FTIR-ATR 

 Na Figura 4.3 (A,B,C) são apresentados os espectros de FTIR-ATR dos filmes 

de multicamadas de TMC20/HEP  preparados em pH 3,0 e TMC80/HEP  preparados 

em pH 3,0 e 7,4, respectivamente. 

 

 

Figura 4.3A. Espectro de FTIR-ATR dos filmes de multicamadas de TMC20/HEP 

preparados em pH 3,0. 
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 Estiramentos atribuídos à deformação angular das ligações C=C (1492 e 1598  

cm-1); H-C-H (1450 e 1459 cm-1) e C-H (659 e 754 cm-1) são característicos do 

poliestireno e estão presentes no espectro FTIR-ATR do poliestireno oxidado [158]. 

Com o aumento do número de bicamadas (TMC/HEP) há diminuição da intensidade de 

todas essas bandas (Figura 4.3A-C). Contudo, a confirmação da adsorção dos 

polissacarídeos (HEP e TMC) sobre a superfície de PS-mod foi ratificada pelo aumento 

na intensidade das bandas relativas ao estiramento das ligações C=O dos ácidos 

carboxílicos (1735 cm-1), amida secundária e ânions carboxilato (1601 a 1655 cm-1); 

S=O (1219 e 1225 cm-1) e C-O (1030 cm-1) de alcoóis primários, como mostrado na 

Figura 4.3 (A,B,C), respectivamente.  

 

 

Figura 4.3B. Espectro de FTIR-ATR dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

preparados em pH 3,0. 
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Figura 4.3C. Espectro de FTIR-ATR dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

preparados em pH 7,4. 

 

 Vale ressaltar o aumento na intensidade das bandas em 1219 e 1225 cm-1 

atribuídas ao estiramento das ligações S=O presentes na estrutura da HEP (Fig. 4.5). A 

banda em 1475 cm-1 (Fig. 4.3A) está relacionada à deformação angular das ligações de 

C-H dos grupamentos metílicos existentes em maior proporção na estrutura da TMC20. 

Esta banda é observada apenas no espectro da Figura 4.3A. Na Figura 4.3B,C há 

sobreposição da banda em 1475 cm-1 pelas bandas em 1459 e 1492 cm-1. A maior 

diferença observada entre os espectros de FTIR-ATR (Fig. 4.3) foi devido à diferença 

nas condições de pH que os filmes de multicamadas de TMC/HEP foram automontados. 

Por exemplo, a banda em 1735 cm-1 (Fig. 4.3 A,B) foi atribuída aos grupos de ácido 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

64 

 

 
 

carboxílico que são parcialmente ionizados na estrutura da HEP em meio ácido (veja 

Fig. 4.5). Contudo, esta banda não foi observada no espectro de FTIR-ATR da Figura 

4.3C devido a completa ionização dos grupos de ácido carboxílico em pH 7,4.  

 

4.3.2.2. Análise de AFM 

 A Figura 4.4 (A,B,C) mostra imagens de AFM dos filmes de multicamadas de 

TMC20/HEP obtidos em pH 3,0 e dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP obtidos 

em pHs 3,0 e 7,4. Com o aumento no número de bicamadas há diminuição das 

ondulações e projeções e a minimização das depressões sobre a superfície dos filmes de 

multicamadas. A topografia dos filmes (Fig. 4.4 A-C) apresentaram diferenças 

significativas que dependem do pH e da heterogeneidade estrutural da TMC. Após a 

análise da Figura 4.4 pode-se inferir que o sistema de TMC20/HEP apresentou maior 

compatibilidade com a superfície do PS-mod em relação ao sistema TMC80/HEP, 

devido à maior homogeneidade dos filmes de multicamadas de TMC20/HEP obtidos em 

pH 3,0 (compare as Figs. 4.4A e 4.4B). Este fato é explicado com base na maior 

hidrofilicidade da TMC20 quando comparada com a TMC80. Essas informações são 

melhores compreendidas analisando-se a Figura 4.5.  

 Pela metodologia adotada neste Capítulo da Tese para a síntese da TMC, a 

reação de obtenção da TMC não é controlada. Desta forma, o processo de metilação não 

ocorre apenas nos grupos -NH2 da QT, mas também nos grupos -OH. O maior número 

de etapas empregadas na reação da síntese da TMC favorece o aumento do GQ [81, 

129, 137]. A TMC20 foi obtida usando metodologia envolvendo uma única etapa e 

apresentou Mv igual a 26 x 103 g·mol-1. Enquanto que a TMC80 foi preparada usando 

metodologia de duas etapas e apresentou Mv igual a 13 x 103 g·mol-1. Portanto, a 

metodologia utilizada para a síntese da TMC (uma ou duas etapas) influencia 
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diretamente a massa molar do produto final [81, 129, 137, 144]. O excesso de hidróxido 

de sódio empregado na síntese da TMC80 diminuiu consideravelmente a massa molar 

média do derivado da QT (TMC80) para 13 x 103 g·mol-1. Adicionalmente, mesmo a 

menor concentração de íons hidróxido empregada na síntese da TMC20 (uma única 

etapa) conduziu a menor massa molar média do derivado, passando de 87 x 103 g·mol-1 

(QT) para 26 x 103 g·mol-1 (TMC20).  

 

 

Figura 4.4A. Imagens de AFM dos filmes de multicamadas de TMC20/HEP obtidos 

em pH 3,0 com: 3 (a), 9 (b), 12 (c) e 18 (d) bicamadas. 
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 A elevada concentração de íons hidróxido faz com que ocorra a clivagem das 

ligações glicosídicas e com isso a diminuição na massa molar média da TMC quando 

comparado com a QT [137]. De acordo com Verheul et al. [88] a  reação de alquilação 

dos grupos amino da QT é realizada em condição fortemente alcalina  e processada com 

excesso de iodometano em meio de NMP (solvente). Isto promove a cisão das cadeias 

do polímero e, o que é mais importante, conduz a metilação parcial e descontrolada nos 

grupos hidroxilas C3 e C6 das cadeias de QT (Fig. 4.5).  

 

 

Figura 4.4B. Imagens de AFM dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP obtidos em 

pH 3,0 com: 3 (a), 9 (b), 12 (c) e 18 (d) bicamadas. 
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 Assim, devido ao alto GQ, a TMC80 tem principalmente sítios N-trimetilados e 

O-metilados em sua estrutura sacarídea (Figura 4.5a,b). A alta densidade de grupos O-

metílicos contribui para o aumento da hidrofobocidade da TMC80 frente a TMC20 [81, 

129, 137]. Esta característica reduz significativamente a associação entre a TMC80 e a 

HEP (biopolímero de alta hidrofilicidade) [81, 129]. Por isso, é visível ainda nas 

imagens da Figura 4.4 a existência de depressões e projeções nos filmes de 

TMC80/HEP com 12 e 18 bicamadas (Figura 4.4B (c,d) e 4.4C (c,d)), não observando o 

mesmo para os filmes de TMC20/HEP com o mesmo número de bicamadas (Fig. 4.4A 

(c,d)). A TMC20 tem maior hidrofilicidade quando comparada a TMC80 

principalmente devido a menor proporção dos sítios O-metilados na sua estrutura 

(Figura 4.5c). Portanto, a alta densidade de grupos metílicos no C3-OCH3 e C6-OCH3 é 

responsável pela alta hidrofobicidade da TMC80 frente a TMC20. As medidas de 

ângulo de contato confirmaram a maior hidrofilicidade da superfície da TMC20/HEP 

em relação ao sistema de TMC80/HEP. A superfície dos filmes de multicamadas de 

TMC20/HEP (pH 3,0), TMC80/HEP (pH 3,0) e TMC80/HEP (pH 7,4) apresentaram 

ângulo de contato de 25° ± 2,2; 45° ± 3,2 e 51° ± 2,3; respectivamente. 

  Outro fator que favorece a associação da HEP com a TMC20 é a existência da 

elevada proporção de grupos amino, sítios N-monometilados e N-dimetilados presentes 

na estrutura química da TMC20, quando comparada a TMC80 (Fig. 4.5a-c). A menor 

capacidade hidrofóbica e o efeito estéreo dos grupos amino, sítios N-metilados e N-

dimetilados quando comparados aos grupos N-trimetilados proporciona maior 

associação da TMC20 com a HEP em pH 3,0. A maior densidade de grupos -NH3
+,        

-NH2CH3
+ e -NH(CH3)2

+
 da TMC20 em pH 3,0 aumentou a sua capacidade de 

complexação com a HEP, em relação a maior quantidade de sítios N-trimetilados da 

TMC80 [81, 129]. Portanto, a associação mais forte entre as moléculas de TMC20 e 
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HEP contribuiu para a obtenção de filmes de multicamadas com superfícies mais 

homogêneas (Fig. 4.4A), enquanto que os filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

mostraram superfície com maior heterogeneidade (Fig. 4.4B,C).  

 

 

Figura 4.4C. Imagens de AFM dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP obtidos 

em pH 7,4 com: 3 (a), 9 (b), 12 (c) e 18 (d) bicamadas. 

 

 Três importantes observações podem ser feitas após a análise das imagens de 

AFM da superfície dos filmes de TMC/HEP com 18 bicamadas (Figs. 4.4A (d), 4.4B 

(d) e 4.4C (d)). As multicamadas de TMC20/HEP apresentaram superfícies lisas (Fig. 

4.4A (d)), enquanto que as multicamadas de TMC80/HEP, preparadas em condições 
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ácidas, apresentaram superfície com depressões e projeções (Fig. 4.4B (d)). Entretanto, 

o que mais chamou a atenção foi a existência de pequenos poros na superfície das 

multicamadas de TMC80/HEP, preparados em condições alcalinas (Fig. 4.4C (d)). As 

diferenças topográficas dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP com 18 bicamadas 

foram relacionadas com o processo de ionização dos grupos -COO- e -OSO3
- existentes 

na estrutura da HEP (Fig. 4.5). Este fato é reforçado porque a densidade de cargas da 

TMC80 é quase independente do pH devido ao seu elevado GQ (Fig. 4.5a). Vale a pena 

ressaltar que em meio alcalino (pH 7,4) a HEP está totalmente ionizada (Fig. 4.5d) [81, 

129].  

 

 

Figura 4.5. Estruturas predominantes da TMC80, TMC20 e HEP. 

 

 Ainda assim, a presença desses pequenos poros pode estar relacionada com a 

baixa massa molar da TMC80 quando comparada a TMC20. Polímeros com alta massa 
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molar mostram maior adsorção em relação a polímeros com menor massa molar. A 

adsorção desses materiais poliméricos sobre as superfícies sólidas é originária do ganho 

entrópico devido ao deslocamento das moléculas de solvente da superfície do substrato 

para o interior da solução: cada molécula de solvente ganha mobilidade quando deixa a 

superfície, enquanto a cadeia de polímero ao ser adsorvida perde apenas um pouco de 

mobilidade, comparado com o solvente. A diferença em ganhar (solvente)-perder 

(polímero) mobilidade é maior quando a massa molar do polímero é aumentada. Vale a 

pena ressaltar que o número de moléculas de solvente deixando a superfície é sempre 

maior do que o número de segmentos de polímeros chegando à superfície durante o 

processo de adsorção. Na adsorção de polímeros com maior massa molar, a 

configuração de equilíbrio produzirá uma camada de, aproximadamente, 3-30 nm de 

espessura [159]. A adsorção é quase monomolecular e o processo é irreversível, pois 

sempre haverá um segmento do polímero adsorvido na superfície. Para frações com 

menores valores de massa molar a irreversibilidade não acontece, pois haverá poucos 

pontos de contato entre o polímero e a superfície [159]. 

 

4.3.2.3. Análise por meio de SEM 

 Os filmes de multicamadas de TMC/HEP foram também caracterizados por 

SEM (Fig. 4.6(A,B,C)). O objetivo deste estudo foi proceder uma análise confirmatória 

em relação ao observado por AFM quanto às características morfológicas dos filmes de 

multicamadas de TMC/HEP. Analisando a Figura 4.6, foi possível observar que a 

TMC20 apresenta maior compatibilidade com a HEP quando comparada a TMC80. A 

sobreposição total das regiões oxidadas do filme de PS-mod ocorre após a adsorção 

alternada de 9 (nove) bicamadas de TMC20/HEP (Fig. 4.6A (a)). O mesmo 

comportamento foi observado para o sistema de TMC80/HEP, em meio ácido, onde 



 

 
 

após a adsorção de 12 (doze)

regiões oxidadas do PS-mod (Fig. 4

TMC80/HEP preparadas em pH 7,4

dos filmes de PS-mod ocorre somente após 18 

sido adsorvidas na superfície do PS oxidado. Isto indica que em condições alcalinas a 

TMC80 possui menor hidrofilicidade e menor capacidade de associar

Figura 4.6A. Imagens obtidas por

preparados em pH 3,0 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas.

Figura 4.6B. Imagens obtidas por

preparados em pH 3,0 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas.

Figura 4.6C. Imagens obtidas por

preparados em pH 7,4 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas.
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(doze) bicamadas foi verificada a completa sobreposição das 

mod (Fig. 4.6B (b)). No entanto, para as multicamadas de 

TMC80/HEP preparadas em pH 7,4, a sobreposição completa dos pontos de 

mod ocorre somente após 18 (dezoito) bicamadas (Fig

sido adsorvidas na superfície do PS oxidado. Isto indica que em condições alcalinas a 

TMC80 possui menor hidrofilicidade e menor capacidade de associar-se com a HEP. 

 

obtidas por SEM dos filmes de multicamadas de TMC20/HEP 

preparados em pH 3,0 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas.

obtidas por  SEM dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

preparados em pH 3,0 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas.

obtidas por SEM dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

preparados em pH 7,4 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas.
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B (b)). No entanto, para as multicamadas de 

a sobreposição completa dos pontos de oxidação 

s (Fig. 4.6C (c)) terem 

sido adsorvidas na superfície do PS oxidado. Isto indica que em condições alcalinas a 

se com a HEP.  

 

dos filmes de multicamadas de TMC20/HEP 

preparados em pH 3,0 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas. 

 

dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

preparados em pH 3,0 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas. 

 

dos filmes de multicamadas de TMC80/HEP 

preparados em pH 7,4 com: 9 (a), 12 (b) e 18 (c) bicamadas. 
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 A ocorrência de nano poros na superfície das multicamadas de TMC80/HEP foi 

observada pela análise de SEM e as micrografias são mostradas na Fig. 4.6C (c). Isto 

está em concordância com os dados fornecidos pela análise de AFM (Fig. 4.4C (d)). O 

tamanho dos nanoporos foi de c.a 170 nm. Todos os resultados relacionados com a 

morfologia de superfície, discutidos anteriormente, foram observados por meio de 

ambas as técnicas, AFM e SEM. Isto confirma a dependência topográfica dos filmes de 

multicamadas de TMC/HEP com o pH da solução onde se fez as imersões e com o GQ 

da TMC. 

 

4.3.2.4. Análise de KFM 

 Na Figura 4.7 (A,B) são apresentadas as imagens de Microscopia de Força de 

Kelvin (KFM) dos filmes em estudo. A KFM é frequentemente usada para investigar as 

propriedades elétricas de superfície e para mapear a distribuição de potencial elétrico na 

superfície de um determinado material [160]. As imagens de topografia e potencial de 

superfície do PS-mod e dos filmes de multicamadas de TMC/HEP com 18 bicamadas 

estão apresentadas na Figura 4.7A. A deposição dos polímeros (18 bicamadas de 

TMC/HEP) sobre a superfície de PS-mod é responsável pela alteração do potencial 

negativo de superfície (em V) de -4,02 (PS-mod) para -0,015 (TMC20/HEP, pH 3,0);    

-1,075 (TMC80/HEP, pH 3,0); e -0,030 (TMC80/HEP, pH 7,4), como observado na 

Figura 4.7A. Deve ser enfatizado que a técnica de KFM leva em conta uma pequena 

região da superfície e, devido à morfologia heterogênea dos filmes automontados de 

TMC/HEP, os valores de potencial elétrico podem apresentar discrepâncias em relação 

a outras regiões do mesmo filme. As diferenças de potencial entre as amostras estão 

relacionadas à estrutura química dos polímeros (TMC20 e TMC80) e as possíveis 

interações que existem nas multicamadas de TMC/HEP. O potencial de superfície dos 
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filmes de multicamadas de TMC80/HEP em pH 3,0 foi o mais negativo, quando 

comparado ao potencial das superfícies das outras amostras. No entanto, vale ressaltar 

que a deposição de TMC e HEP sobre a superfície de PS-mod aumenta 

consideravelmente o potencial elétrico da superfície em relação ao PS oxidado. Por 

outro lado, esta propriedade não se alterou de forma significativa quando comparada aos 

diferentes filmes de multicamadas de TMC/HEP obtidos em condições variadas (Fig. 

4.7A). Além disso, a topografia das amostras também influenciou o potencial elétrico de 

superfície dos filmes. Devido ao elevado GQ, a TMC80 possui em sua grande maioria, 

grupos N-trimetilados (sítios +NT) e O-metilados (sítios OM) em sua estrutura 

sacarídica.  

 

 

Figura 4.7A. Imagens de KFM do PS-mod (a) e filmes finos de 18 bicamadas de: (b) 

TMC20/HEP (pH 3,0), (c) TMC80/HEP (pH 3,0) e (d) TMC80/HEP (pH 7,4). 



 

 
 

Figura 4.7B. Imagens de KFM dos filmes finos de TMC20/HEP preparados em pH 3,0 

com: 3 (a), 9 (b) e 12 (c) bica

pH 7,4 com: 3 (d), 9 (e) e 12 (f) bicamadas.

  A elevada densidade de sítios OM contribui para o aumento da hidrofobocidade 

da TMC80 frente a TMC20. Esse fato reduz significativamente a associação da TMC
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Imagens de KFM dos filmes finos de TMC20/HEP preparados em pH 3,0 

com: 3 (a), 9 (b) e 12 (c) bicamadas e dos filmes finos de TMC80/HEP preparados em 

pH 7,4 com: 3 (d), 9 (e) e 12 (f) bicamadas. 

 

A elevada densidade de sítios OM contribui para o aumento da hidrofobocidade 

da TMC80 frente a TMC20. Esse fato reduz significativamente a associação da TMC
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Imagens de KFM dos filmes finos de TMC20/HEP preparados em pH 3,0 

madas e dos filmes finos de TMC80/HEP preparados em 

A elevada densidade de sítios OM contribui para o aumento da hidrofobocidade 

da TMC80 frente a TMC20. Esse fato reduz significativamente a associação da TMC80 
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com a HEP (biopolímero de elevada hidrofilicidade). Este fato explica os menores 

valores de potencial elétrico para a superfície dos filmes de TMC80/HEP. Já a TMC20 

apresenta maior maior hidrofilicidade em relação a TMC80, devido à baixa proporção 

de sítios OM em sua estrutura. Vale ainda ressaltar que a TMC20 apresenta maior 

densidade de cargas +NH3, em meio ácido, quando comparada a TMC80. Sítios +NH3 

com densidade de cargas positivas apresentam maior disponibilidade para complexar 

com a HEP quando comparados aos sítios +NT. Fato este que explica o valor de 

potencial elétrico mais positivo para o sistema de TMC20/HEP (Fig. 4.7A(b)) em 

relação aos sistemas de TMC80/HEP (4.7A(c,d)).  As multicamadas de TMC/HEP 

(com 18 bicamadas) apresentaram topografia menos rugosa quando relacionadas às 

outras amostras. Assim, aumentando o número de bicamadas o potencial elétrico na 

superfície dos filmes também aumenta pois, como observado, há maior homogeneidade 

das superfícies de TMC/HEP com maior número de bicamadas. Em geral, os potenciais 

elétricos de superfície observados para as amostras com 3, 9 e 12 bicamadas (Fig. 4.7B) 

foram mais negativos quando comparados aos respectivos potenciais elétricos 

encontrados para a superfície dos filmes de multicamadas de TMC/HEP com 18 

bicamadas (Fig. 4.7A).  

 

4.3.3. Adesão inicial da E.coli sobre superfícies de PS-mod e filmes de 

multicamadas de TMC/Heparina 

 A adesão microbiana em diferentes substratos é influenciada pelas propriedades 

químicas e físico-químicas do substrato, incluindo o grau de hidrofobocidade que é um 

dos fatores mais importantes. A E. coli (bactéria Gram-negativa) possui uma fina 

camada de glicoproteína coberta por uma espessa camada formada principalmente por 

lipoproteínas e lipídios [74, 161]. Assim, o caráter hidrofóbico na superfície deve 
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favorecer a interação da E. coli com as bicamadas lipídicas. A Figura 4.8 mostra as 

imagens de SEM da superfície do PS-mod (usado como controle) e dos filmes de 

multicamadas de TMC/HEP (18 bicamadas), após serem submetidos ao contato com a 

E. coli. A presença da E. coli foi apenas detectada no grupo do controle. Este fato pode 

ser explicado pela baixa hidrofilicidade da superfície de PS-mod quando comparado às 

superfícies das multicamadas de TMC/HEP. O ângulo de contato diminui 

significativamente após a deposição das bicamadas de TMC/HEP sobre a superfície do 

PS-mod. Assim, as multicamadas de TMC/HEP apresentaram maior hidrofilicidade 

quando comparadas a superfície de PS-mod.  

 

 

Figura 4.8. Micrografia eletrônica de varredura do (a) PS-mod, (b) filmes de 

multicamadas de (TMC20/HEP)18 (pH = 3,0), (c) filmes de multicamadas de 

(TMC80/HEP)18 (pH = 3,0), (d) filmes de multicamadas de (TMC80/HEP)18 (pH = 7,4) 

após a exposição de 5 x 107 células·mL-1 de E. coli por 4h. 
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Portanto, as excelentes propriedades antiadesivas apresentadas pelos filmes de 

multicamadas de TMC/HEP foram atribuídas ao aumento da molhabilidade de 

superfície desses filmes. Vale a pena mencionar que a última camada dos filmes de 

TMC/HEP é constituída de HEP (biopolímero hidrofílico e antiadesivo).  Os resultados 

sugerem que filmes finos de TMC/HEP usando TMC com diferentes GQ e pH de 

imersão são ótimos candidatos para revestimentos de superfícies para fins bactericidas. 

A observação por microscopia de contraste de interferência de Normaski (Fig. 4.9) 

mostra os mesmos resultados observados nas análises de SEM (Fig. 4.8), sendo a 

mesma realizada para ratificar os resultados obtidos por SEM. 

 

 

Figura 4.9. Microscopia de contraste de interferência de Normaski (400x) do: (a) PS-

mod, (b) filmes de multicamadas de (TMC20/HEP)18 (pH = 3,0), (c) filmes de 

multicamadas de (TMC80/HEP)18 (pH = 3,0), (d) filmes de multicamadas de 

(TMC80/HEP)18 (pH = 7,4) após a exposição de 5 x 107 células·mL-1 de E. coli por 4h. 
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4.3.4. Teste antibacteriano in vitro 

 Na Figura 4.10 podem ser comparadas as atividades antibacterianas dos 

diferentes sistemas de multicamadas de TMC/HEP, preparados sobre os substratos de 

PS oxidado, com a atividade antibacteriana do filme de PS-mod, usado como controle. 

Verifica-se que o filme de TMC80/HEP preparado em meio ácido (pH 3,0) não 

apresentou influência significativa sobre a atividade antibacteriana quando comparado 

ao controle. Por outro lado, a TMC20/HEP (preparada em pH 3,0) e a TMC80/HEP 

(preparada em pH 7,4) apresentaram um efeito bactericida de inibição de c.a 32,7±4,4 e 

64,6±0,31%, respectivamente.  

 

 

Figura 4.10. Alteração da viabilidade das células E.coli com tempo de exposição (6 h) 

para os filmes de TMC20/HP (pH 3,0), TMC80/HEP (pH 7,4) e TMC80/HEP (pH 3,0), 

terminados em heparina. 
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 Comparando os filmes de TMC20/HEP e TMC80/HEP, ambos preparados em 

pH 3,0, foi observado um efeito bactericida mais efetivo para os filmes de 

TMC20/HEP, devido as diferenças estruturais da TMC, como anteriormente discutido e 

ilustrado na Figura 4.5. Martins, A. F. [162] relatou que a atividade antimicrobiana dos 

complexos de TMC/alginato é fortemente afetada pelo pH de formação do biomaterial. 

Assim, as diferenças ente as atividades bactericidas dos sistemas mostrados na Figura 

4.10 podem ser explicadas ao se considerar o pH de preparação dos filmes.  

 Comparadas com as cadeias de TMC20, as cadeias de TMC80 são mais flexíveis 

e possuem maior facilidade de interagir com o envelope celular da E.coli, fato este 

relacionado com o elevado GQ da TMC80. Portanto, de acordo com os dados da Figura 

4.10, o sistema de TMC80/HEP obtido em pH 7,4 apresentou um efeito bactericida 

mais efetivo do que o sistema de TMC20/HEP, devido ao fato do GQ da TMC20 ser 

menor que o da TMC80. No entanto, a atividade bactericida é fortemente dependente do 

pH de formação dos sistemas automontados de TMC/HEP. A TMC80 tem elevado GQ 

e comporta-se como um sal de ácido forte, devido aos grupos -N(CH3)3
+Cl- da TMC80 

que podem se dissociar como ilustrado nas seguintes equações [87]: 

 

-N(CH3)3
+Cl- 

↔ -N(CH3)3
+ + Cl-                    (4.1) 

-N(CH3)3
+ + H2O ↔ -N(CH3)3OH + H+          (4.2) 

 

 Por outro lado, devido ao baixo GQ, o processo de dissociação da TMC20 

depende principalmente dos grupos -NH2, -NHCH3 e -N(CH3)2 e podem ser ionizados 

como segue-se [144]:  

 

-NH2 + H+ 
↔ -NH3

+                 (4.3) 
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-NHCH3 + H+ 
↔ -NH2CH3

+     (4.4) 

-N(CH3)2 + H+ 
↔ -NH(CH3)2

+  (4.5) 

 

 O baixo valor de pH utilizado para a formação dos filmes finos pode beneficiar a 

protonação dos grupos -NH2, -NHCH3 e -N(CH3)2, mas reprimir a dissociação das 

espécies -N(CH3)3
+Cl- [87, 144]. De acordo com Xu et al. [87], os grupos -N(CH3)3

+Cl- 

podem não interagir com os sítios de carga negativa do envelope celular e a TMC com 

GQ = 95% pode apresentar forte atividade bactericida em pH 7,2. Assim, os filmes 

finos de TMC80/HEP preparados em pH 3,0 apresentaram baixa atividade 

antibacteriana, pois os sítios de -N(CH3)3
+Cl- não estão inicialmente dissociados. 

Portanto, em pH 3,0 as cadeias de TMC80 não são flexíveis o suficiente para interagir 

com o envelope celular. Por outro lado, o sistema de TMC80/HEP obtido em pH 7,4 

mostrou alta ação bactericida, pois nesta condição de pH os grupos -N(CH3)3
+Cl- são 

facilmente dissociáveis, fornecendo mobilidade suficiente para as cadeias de TMC80. 

Este fato permite a interação com o envelope celular da bactéria e aumenta a inibição 

bactericida para 64,6±0,31% (Figura 4.10). Assim, a inibição de 32,7±4,4% observada 

para o sistema de TMC20/HEP é principalmente devido ao processo de ionização dos 

grupos -NH2, -NHCH3 e -N(CH3)2, tal como representados nas equações 4.3-4.5. Em 

geral, as interações   entre   as   cargas   positivas   dos   grupos  -NH3
+,  -NH2CH3

+,       

-NH(CH3)2
+, -N(CH3)3

+ e as cargas negativas da membrana celular microbiana (E. coli) 

leva a perda de constituintes protéicos e de outros intracelulares [162].  

 Os testes bactericidas foram conduzidos em pH fisiológico (7,4), portanto, o pH 

de formação dos filmes foi o fator responsável pelos resultados mostrados na Figura 

4.10. Além dos fatores já mencionados, outros também podem ter influenciado os 

resultados obtidos, tais como a quitosana bruta (fonte, massa molar e o grau de 
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desacetilação) usada na síntese da TMC, a metodologia usada para a síntese da TMC 

(proporção dos sítios N-monometilados, N-dimetilados, N-trimetilados e a troca iônica 

da TMC), e as condições de ensaio tais como temperatura de cultura e força iônica [87, 

162]. Além disso, os diferentes efeitos bactericidas apresentados na Figura 4.10 estão 

associados com o potencial elétrico da superfície dos filmes, relatados na secção de 

análise de KFM (item 4.3.2.4). Os filmes que apresentaram um maior aumento no 

potencial elétrico de superfície (TMC80/HEP, pH 7,4 e TMC20/HEP, pH 3,0) em 

relação ao potencial elétrico da superfície de PS-mod foram mais bactericidas. De 

acordo com Sadeghi et al. [163] as moléculas de QT com potencial de superfície menos 

positivo mostraram menor inibição bacteriana; reciprocamente, a C2-C6-trimetil-6-

amino-6-desoxi quitosana, com maior Potencial Zeta (PZ), apresentou maior atividade 

antibacteriana. Os materiais com elevado PZ tem, provavelmente, maior habilidade para 

se ligar aos peptidoglicanos negativos presentes na parede celular bacteriana e podem 

induzir alterações morfológicas graves no envelope bacteriano [163]. Os testes 

bactericidas também foram realizados para o sistema de TMC/HEP na qual a última 

camada do filme formado é constituída de TMC20 ou TMC80 (Fig. 4.11). Foi 

verificado que existe um pequeno aumento na ação bactericida desses filmes (c.a 4,6% 

para o filme de TMC80/HEP em pH 7,4) quando comparados aos filmes contendo HEP 

como última camada (Fig. 4.10).  

 Fu et al. [74] obtiveram filmes de multicamadas de quitosana/heparina 

(QT/HEP) em diferentes condições de pH (2,9; 3,8 e 6,0) e estudaram a atividade 

antibacteriana desses filmes frente a E. coli em pH 7,4. O pH de automontagem dos 

filmes finos de QT/HEP tem um efeito notável sobre as propriedades antibacterianas 

das multicamadas. O ensaio antibacteriano in vitro indicou que as multicamadas de 

QT/HEP poderiam efetivamente matar as bactérias. No entanto, as amostras 
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automontadas em pH 2,9; 3,8 e 6,0 apresentaram inibições bactericidas de 58, 68 e 46%, 

respectivamente. Por conseguinte, os filmes de QT/HEP foram mais bactericidas 

quando estes foram montadas em meio ácido (pH < 4). Por outro lado, as multicamadas 

de TMC80/HEP preparadas neste trabalho em pH 7,4 mostraram 64,6±0,31% de 

inibição bactericida em pH fisiológico (7,4). Este resultado confirma que o sistema de 

TMC80/HEP, montado em pH 7,4, tem potencial para ser utilizado como recobrimento 

de dispositivos cardiovasculares devido a excelente atividade bactericida deste sistema. 

 

 

 
Figura 4.11. Alteração da viabilidade das células E.coli com tempo de exposição (6 h) 

para os filmes de TMC20/HP (pH 3,0), TMC80/HEP (pH 7.4) e TMC80/HEP (pH 3,0), 

terminados em TMC. 
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4.3.5. Liberação in vitro da heparina 

 A curva de liberação da HEP para as multicamadas de TMC/HEP (18 

bicamadas) em SIF é apresentada na Figura 4.12a. Considerando as multicamadas de 

TMC20/HEP e as multicamadas de TMC80/HEP preparadas em pH 3,0, foi verificado 

que a concentração máxima de HEP liberada em SIF foi de aproximadamente 30 e 20 

mg·mL-1, respectivamente, e, em ambos os casos, ocorreu após 1 h de imersão (Fig. 

4.12a). Estes resultados mostram que os filmes de TMC20/HEP e TMC80/HEP 

(automontados em pH 3,0) apresentaram grande potencial para serem usados como 

dispositivos para a liberação sustentada de HEP em meio neutro, quase a mesma 

condição encontrada na região intestinal. Por outro lado, as amostras de TMC80/HEP 

preparadas em pH 7,4 não liberam HEP em SIF (Fig. 4.12a). O perfil de liberação da 

HEP em SGF é apresentado na Figura 4.12b. Os filmes finos apresentaram estabilidade 

em SGF, e a extensão da liberação da HEP não foi tão elevada quanto a observada em 

SIF (Fig. 4.12b). 

 A liberação da HEP é fortemente pronunciada em meio SIF devido a ionização 

dos grupos -NH2, -NHCH3 e -N(CH3)2. Nas condições em que as multicamadas de 

TMC20/HEP e TMC80/HEP foram obtidas (pH 3,0), estes sítios estavam inicialmente 

carregados positivamente e efetivamente interagindo com as moléculas de HEP. Em SIF 

(pH 6,8), os sítios (-NH3
+, -NH2CH3

+ e -NH(CH3)2
+) tornaram-se desprotonados e parte 

da HEP que estava complexada com as moléculas de TMC foram liberadas para o meio. 

A TMC20 tem maior teor de grupos -NH2, -NHCH3 e -N(CH3)2 em sua estrutura 

quando comparada com a TMC80, de modo que a concentração de HEP liberada das 

multicamadas de TMC20/HEP foi superior a TMC80/HEP (Fig. 4.12a).  
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Figura 4.12. Curva de liberação da HEP dos filmes de TMC/HEP em SIF (a) e em  

SGF (b). 
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 Por outro lado, as multicamadas de TMC80/HEP obtidas em pH 7,4 são 

extremamente estáveis. Nesta condição de pH (7,4) a complexação da TMC/HEP ocorre 

exclusivamente através dos sítios ionizados da TMC (-N(CH3)3
+). Na TMC80/HEP 

obtida em pH 7,4 a complexação  é permanente e reprime a liberação da HEP (Fig. 

4.12). Quando o teste de liberação da HEP foi avaliado em SGF (pH 1,2), os sítios -

NH2, -NHCH3 e -N(CH3)2 da TMC são protonados e interagem fortemente com a HEP 

por meio de interações eletrostáticas. Este fato reduz substancialmente a quantidade de 

HEP liberada em SGF (Fig. 4.12b). Uma maior hidrofobocidade da TMC80 quando 

comparada a TMC20 pode minimizar a propagação da HEP em toda a superfície da 

TMC80. No entanto, a HEP interage fortemente com a TMC80, mesmo em alguns 

poucos pontos da superfície. Assim, devido a isto, uma menor quantidade de HEP é 

liberada em relação ao sistema de TMC20/HEP. A quantidade de HEP liberada em SIF 

atinge o equilíbrio após aproximadamente 1 h, e os ensaios de antiadesividade e 

bactericida foram investigados em pH 7,4 durante 4h. Este fato, associado com a 

complexação menos efetiva entre as cadeias de HEP e TMC, em pH 7,4, em 

comparação com os sistemas de TMC20/HEP deve também estar relacionado aos 

efeitos antiadesivo e bactericida observados neste trabalho para o sistema TMC/HEP. 

 

4.4. Conclusões 

 Foi possível obter multicamadas de TMC/HEP por meio da técnica LbL, em 

diferentes pH (3,0 e 7,4), com base nas cargas positivas ao longo das cadeias de TMC e 

cargas negativas nas cadeias de HEP. A adsorção alternada de TMC e HEP formando 

multicamadas na superfície de PS-mod foi confirmada por meio de FTIR-ATR, AFM, 

SEM e KFM. A diminuição da rugosidade e minimização das depressões sobre a 

superfície das multicamadas bem como o aumento no número das bicamadas de 
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TMC/HEP foram observados pelas imagens de AFM e SEM. As multicamadas de 

TMC/HEP reduziram a adesão bactericida e o sistema de TMC80/HEP automontado em 

pH 7,4 mostrou efetiva atividade bactericida, o que torna o sistema de TMC/HEP 

adequado para o uso como revestimentos para fins anti-infecciosos. 
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Capítulo 5 

 

Obtenção e caracterização de filmes finos de derivados da Quitosana livres de O-

metilação: aplicações em estudos celulares. 

 

Resumo 

Filmes finos de Heparina (HEP) com quitosana (QT), N,N-dimetilquitosana (DMC) e 

N,N,N-trimetilquitosana (TMC) foram obtidos a partir de diferentes métodos de 

deposição Layer-by-Layer (LbL): imersão, spray e spin-coating; e caracterizados pelas 

técnicas de elipsometria, ângulo de contato e AFM. Todas as técnicas utilizadas na 

caracterização confirmaram a adsorção dos diferentes polieletrólitos na superfície do 

silício (pré-tratado). Os filmes obtidos foram submetidos a ensaios celulares, utilizando 

fibroblastos 3T3. Microscopia óptica e teste de MTT foram utilizados para investigar a 

adesão e proliferação celular dos fibroblastos sobre a superfície dos filmes formados. Os 

resultados demonstraram um fraco contato celular na superfície das multicamadas dos 

filmes com QT e um maior contato celular entre os fibroblastos e a superfície dos filmes 

contendo TMC. Fibroblastos 3T3 espalharam-se aleatoriamente com morfologia de fuso 

sobre a superfície da QT e de seus derivados. O comportamento celular observado está 

relacionado com as interações entre os fibroblastos e a superfície dos filmes. A N,N,N-

trimetilquitosana (TMC) provou ter biocompatibilidade e boa capacidade de 

proliferação celular. 

 

Palavras chave: deposição Layer-by-Layer, fibroblastos NIH/3T3, derivados da 

quitosana, heparina. 
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Abstract 

Thin films of Heparin (HEP) with chitosan (CHI), N,N-dimethyl chitosan (DMC) and 

N,N,N-trimethyl chitosan (TMC) were obtained through Layer-by-Layer (LbL) 

adsorption technique from different deposition methods: immersion, spray and spin-

coating; and characterized by ellipsometry, contact angle and AFM techniques. All used 

techniques confirmed the adsorption of different polyelectrolytes on pretreated silicon 

surface. The films were submitted to cellular assays using 3T3 fibroblasts. Optical 

microscopy and MTT assay were used to investigate the fibroblasts adhesion and 

proliferation on surface of the formed films. The results showed weak cell contact at the 

surface of the multilayer films as QT was used as polycation, but the cell contact 

between fibroblasts and surface increased in the films containing TMC. 3T3 fibroblasts 

were randomly scattered with spindle morphology on the QT/HEP and QT 

derivatives/HEP surfaces. The cell behavior observed was associated to the interactions 

between fibroblasts and the films surface. N,N,N-trimethyl chitosan (TMC) proved to 

have biocompatibility and good capacity for cell proliferation. 

 

Keywords: Layer-by-Layer deposition, NIH/3T3 fibroblasts, chitosan derivatives, 

heparin. 
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5.1. Introdução 

 A quitosana (QT) é um derivado parcialmente desacetilado da quitina, composto 

por unidades β-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose e pequenas quantidades de N-

acetil-D-glucosamina. A QT tem sido extensivamente utilizada na engenharia de tecidos 

devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade e baixa 

toxicidade [50, 51, 164]. Este polissacarídeo pode influenciar na adesão e proliferação 

celular de osteoblastos, fibroblastos e queratinócitos e, como um polissacarídeo 

bioativo, pode compartilhar algumas características com vários glicosaminoglicanos 

(GAGs), que tem interações específicas com fatores de crescimento, receptores e adesão 

de proteínas [165]. Pelo fato da QT apresentar em sua estrutura grupos amino e 

hidroxila facilmente suscetíveis a reações químicas, a mesma tem sido utilizada para a 

obtenção de derivados a partir de modificações químicas que apresentem propriedades 

químicas e físicas adaptáveis e superiores as da QT e que possam ser utilizados como 

biomateriais. 

 A N,N,N-trimetilquitosana (TMC), um derivado parcialmente quaternizado da 

QT, foi primeiramente sintetizado com o intuito de aumentar a solubilidade da QT em 

meios neutro e básico, onde é desejada a entrega controlada de fármacos. O aumento da 

solubilidade é conseguido por substituição dos grupos amino primários, na posição C-2 

da QT, por grupos amino quaternários. Alguns trabalhos reportam que a TMC pode 

diminuir a resistência elétrica transepitelial (TEER) das monocamadas de células   

Caco-2 e aumentar o transporte de diversos compostos hidrofílicos, fármacos peptídeos 

e proteínas, recebendo considerável atenção no campo da liberação, não somente na rota 

por via oral, mas também na ocular, intranasal, bucal, pulmonar e via retal [103]. Tem 

sido demonstrado que a TMC é potente intensificador de absorção intestinal para 

fármacos peptídicos, mesmo em ambientes neutros [95]. A densidade de carga deste 
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polímero, determinada pelo grau de quaternização (GQ), tem um importante efeito na 

melhoria das propriedades que propiciem a adsorção deste polímero [95]. Outros 

autores relatam o uso da TMC na formação de complexos com DNA, para liberação de 

genes [166]. Nanopartículas automontadas preparadas à base de TMC e ácido gama-

poli-glutâmico foram obtidas para a liberação oral da insulina. Foi observada 

estabilidade superior das nanopartículas em uma maior faixa de pH e um perfil de 

liberação sustentada de insulina com aumento da permeação [167]. A presença de 

grupos quaternários na TMC tem demonstrado possuir atividade antimicrobiana maior 

do que o seu precursor  [166]. Mao et al. [101, 168] encontraram que a TMC com GQ 

de 40% exibiu respostas citotóxicas dependentes do tempo e da dosagem, observados 

por meio do ensaio de MTT, para os fibroblastos L929 e HEK293. Mediante o relato 

pode-se verificar a diversidade de estudos e aplicações usando a TMC, principalmente 

no que diz respeito à liberação controlada de fármacos e o seu uso como reparador 

tecidual. A presença de grupos N-dimetilados e N-trimetilados na molécula de TMC e a 

sua biocompatibilidade motivou a investigação de suas propriedades biológicas com o 

principal objetivo de desenvolver novas aplicações biomédicas. Neste estudo foram 

comparados os comportamentos celular dos fibroblastos NIH/3T3, tais como adesão 

celular e morfologia, nas superfícies dos filmes finos de PEI (Heparina/Policátion)5 

terminados em QT, DMC e TMC. 

 

Os objetivos específicos buscados neste Capítulo 5 da Tese foram: 

• Obter filmes finos de DMC/HEP e TMC/HEP, por meio de diferentes técnicas de 

deposição e comparar suas propriedades com filmes finos de QT/HEP; 
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• Caracterizar os filmes formados utilizando técnicas de elipsometria, ângulo de 

contato, microscopia de força atômica (AFM) e microbalança de cristal de quartzo 

(QCM-D); 

• Avaliar a citotoxicidade dos materiais obtidos; 

• Realizar ensaios celulares e avaliar a viabilidade celular dos filmes formados frente 

aos fibroblastos NIH/3T3. 

 

5.2. Parte Experimental 

5.2.1. Materiais 

 Quitosana (Golden-Shell Biochemical, China) com grau de desacetilação igual a 

85 % e massa molar viscosimétrica (MV) igual a 8,7 x 104 g·mol-1; N,N-dimetilquitosana 

(GQ = 86%) e N,N,N-trimetilquitosana (GD = 25%). Meio de cultura de Eagle, 

modificado por Dulbecco (DMEM), solução de estreptomicina-penicilina, MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)) e Heparina sódica foram 

obtidos da Sigma-Aldrich (Alemanha). Lâminas de silício foram obtidas da WaferNet 

Inc. (São Jose, EUA). Outros reagentes, tais como etanol, acetona, isopropanol, 

hidróxido de sódio, ácido acético e clorídrico foram utilizados como adquiridos, sem 

prévia purificação.  

 

5.2.2. Métodos 

5.2.2.1.  Medidas de Potencial Zeta 

 O Potencial Zeta das soluções dos polieletrólitos foi medido utilizando o 

equipamento Malvern Zetasizer 3000 HS. Para essas análises, soluções dos 

polieletrólitos foram preparadas nas mesmas concentrações que as utilizadas para a 

construção dos filmes finos de multicamadas. As soluções foram colocadas em cubetas 
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de poliestireno apropriadas e lidas no equipamento. Um laser foi usado como fonte de 

luz, iluminando as partículas dentro da amostra, incidindo na célula e sendo espalhados 

pelas partículas, no ângulo de 17˚. Quando um campo elétrico foi aplicado através da 

amostra, as partículas afetaram a quantidade de luz espalhada, e esse espalhamento foi 

detectado e convertido em um valor numérico [42].  

 

5.2.2.2. Preparação dos filmes finos tipo LbL 

 Os substratos utilizados para a deposição das multicamadas foram lâminas de 

silício (orientação ˂100> e espessura 700-775 micra, fornecida pela WaferNet Inc., São 

Jose, EUA). Primeiramente esses substratos foram lavados com etanol para remover as 

impurezas presentes na superfície e, então, lavados exaustivamente com água Milli-Q e 

secos com jatos de ar comprimido. Em seguida, foram submetidos a um tratamento com 

plasma (Harrick Plasma, Ithaka NY), durante 3 min, em potência média. O tratamento 

com plasma é realizado para ativar a superfície do substrato e deixá-la homogeneamente 

com cargas negativas. Para a preparação das multicamadas foram utilizados três 

métodos de deposição: imersão, spray e spin-coating. Para os três métodos a 

concentração das soluções dos polieletrólitos utilizadas foi mantida constante               

(1 mg·mL-1) e a força iônica do meio foi variada, sendo os polieletrólitos solubilizados 

em quatro diferentes soluções: solução tampão (0,14M NaCl; 0,082M HAc; 0,018M 

NaAc); 0,0 M NaCl, 0,15 M NaCl e 0,5 M NaCl. Nessas três últimas soluções foi 

adicionada solução de HAc (2% v/v), exceto para o polieletrólito de HEP. 

 Para o método de imersão o substrato ativado foi primeiramente mergulhado em 

uma solução aquosa de poli(etileno imina) (PEI, 2,5 mg·mL-1) por 15 minutos e, em 

seguida, imerso em água Milli-Q durante 3 minutos. O processo de lavagem com água 

Milli-Q foi realizado em triplicata e em frascos distintos. Logo após, o substrato foi 
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seco com jato de ar comprimido. A primeira camada de PEI é utilizada para deixar a 

superfície do substrato mais homogênea. Em seguida, o substrato obtido, carregado 

positivamente, foi imerso na solução do poliânion (heparina) por 15 minutos e lavado 

três vezes com água Milli-Q, antes de ser seco com ar comprimido. Na sequência, foi 

realizada a deposição do policátion (QT, DMC ou TMC), de maneira idêntica. Essa 

série de deposições foi cautelosamente reproduzida até que fosse alcançado o número 

desejado de pares de camadas. Ao final do processo foram obtidos filmes finos de 

PEI(HEP/QT)5, PEI(HEP/DMC)5 e PEI(HEP/TMC)5. 

 Para o método de spray, soluções dos polieletrólitos foram preparadas e 

colocadas em garrafas comerciais de spray AirBoy (Carl Roth, Karlsruhe, Alemanha). 

O substrato limpo foi colocado verticalmente em um anteparo e uma solução de PEI foi, 

primeiramente, borrifada sobre o substrato durante 10 s. O substrato foi então lavado 

com água Milli-Q por mais 10 s e seco com jato de ar comprimido. O tempo de espera 

entre as etapas de deposição do polieletrólito e lavagem foi de 10 s. A sequência de 

deposição (spraying) dos polieletrólitos foi idêntica ao método de imersão: (poliânion, 

lavagem e secagem) seguido de (policátion, lavagem e secagem). Essa sequência de 

ciclos foi cuidadosamente repetida até obter o número de pares de camadas desejadas: 

PEI(HEP/QT)5, PEI(HEP/DMC)5 e PEI(HEP/TMC)5. 

 Por fim, para a deposição das camadas utilizando o método de spin-coating, o 

substrato limpo foi colocado sobre o anteparo do equipamento spin-coater (modelo  

WS-650-15 da Laurell Technologies Corporation, EUA) e submetido à rotação de 

3.000 rpm. As soluções de polieletrólitos e lavagem (água Milli-Q) foram colocadas no 

substrato parado, sendo utilizada uma quantidade específica de 300 µl para cada etapa. 

A metodologia (tempo de vaporização, adsorção e ordem da deposição dos 

polieletrólitos durante o procedimento) foi a mesma descrita para o método de spray. A 
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primeira camada depositada foi PEI, seguida da lavagem do substrato e secagem com 

jato de ar comprimido. Os tempos de vaporização das soluções de polieletrólito foram 

de 10 s, seguido de espera 10 s e lavagem 10 s. Esse ciclo foi repetido até se obter o 

número de camadas desejadas. No final, foram obtidos filmes de PEI(HEP/QT)5, 

PEI(HEP/DMC)5 e PEI(HEP/TMC)5. A Fig. 5.1 mostra a representação esquemática 

dos filmes de multicamadas formados para os diferentes sistemas, independentemente 

do método de deposição. 

 

 

Figura 5.1. Representação esquemática dos filmes de multicamadas. 

  

5.2.3. Análise da superfície 

5.2.3.1. Elipsometria 

 As espessuras dos filmes finos foram medidas utilizando-se um elipsômetro 

modelo PLASMOS SD 2300 (Alemanha) equipado com um laser He-Ne (λ = 400 nm) e 

ângulo de incidência ajustado em 70˚. O índice de refração dos filmes foi assumido 

como sendo constante (η = 1,465), considerando estes filmes uniformes e isotrópicos. 

As medidas elipsométricas foram feitas em dez campos diferentes na amostra. 
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5.2.3.2. Ângulo de contato 

 O ângulo de contato da gota de água (Milli-Q®) formada sobre os filmes de 

multicamadas depositadas sobre o substrato de silício foi determinado usando método 

de gota séssil padrão (Digidropmeter, GBX). As medidas foram obtidas de maneira 

aleatória em três diferentes regiões na amostra. 

 

5.2.3.3. AFM 

 As imagens topográficas foram realizadas a temperatura ambiente (~20ºC) 

usando um microscópio de força atômica (AFM) da Brucker operando no modo contato, 

equipado com ponteiras de nitreto de silício (força constante de 0,4 N/m e um raio 

terminal menor do que 5 nm).  

 

5.2.3.4. QCM-D 

 O acompanhamento do crescimento dos filmes foi também monitorado pela 

técnica da dissipação e frequência em microbalança de cristal de quartzo (QCM-D), 

modelo Q-Sense 4 (Götenborg, Suécia). O substrato utilizado foi um cristal de quartzo 

(recoberto com ouro) pré-tratado de modo semelhante ao substrato de silício (vide item 

5.2.2.2) e as soluções de polieletrólitos foram solubilizadas nas mesmas concentrações 

usadas para crescer os filmes finos de multicamadas. Para todos os filmes analisados, a 

primeira camada foi formada injetando uma solução de PEI (700 µL). Após o equilíbrio 

do sistema, foi realizado o procedimento de lavagem, em triplicata, injetando em cada 

lavagem 700 µL de água Milli-Q, com intervalo de 2 minutos. Em seguida, foi injetada 

uma solução de polieletrólito aniônico (HEP), seguido do procedimento de lavagem, 

injetada uma solução de polieletrólito catiônico (QT, DMC ou TMC), seguido da etapa 

de lavagem. As injeções foram feitas apenas após a estabilização dos sinais de 
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frequência e de dissipação, mantendo o volume de injeção constante (700 µL). As 

soluções de lavagem para cada camada foram as mesmas usadas para preparar as 

soluções de polieletrólitos. O ciclo foi repetido até alcançar o número de camadas 

desejadas: PEI(HEP/QT)5, PEI(HEP/DMC)5 e PEI(HEP/TMC)5. 

 

5.2.4.  Ensaio de proliferação celular  

 Os filmes finos foram preparados em slides de vidro, seguindo mesma 

metodologia descrita no item 5.2.2.2, e colocados em placas de cultura de 24 poços. O 

meio de cultura utilizado foi DMEM suplementado com 10% de soro de vitelo recém-

nascido (NCS) e 0,5 % de antibiótico (10.000 unidades·mL-1 de penicilina e 10.000 

µg·mL-1 de estreptomicina). Foram adicionados 500 µL de meio de cultura nas amostras 

juntamente com uma suspensão de 1x104 células·mL-1 (fibroblastos NIH/3T3 de rato). 

As amostras foram mantidas em incubadora a 37 ºC e 5% de CO2. O meio de cultura foi 

trocado a cada dois dias. A viabilidade celular foi determinada nos dias 1 e 7 por meio 

de metodologia MTT [169, 170] ou Azul de Tripano 0,3% em câmara de Neubauer 

[169].  

 

5.2.4.1. Medida da viabilidade celular usando Azul de Tripano  

 Após 7 dias de incubação, 100 µL da suspensão celular foram adicionados a  

900 µL de Azul de Tripano (0,3%). Em seguida, uma gota da suspensão foi colocada na 

câmara de Neubauer para a realização da contagem celular. A viabilidade celular foi 

obtida de acordo com a seguinte equação:  

 

nº de células·ml-1 = 
nº total de células 

nº de quadrantes contados 
fator de diluição  x x 10.000  Eq. 5.1
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As medidas foram realizadas três vezes em triplicata. 

 

5.2.4.2. Medida da viabilidade celular usando o Teste de MTT  

 O meio de cultura foi removido nos dias 1 e 7 e, para cada caso, foram 

adicionados 100 µL de azul de tetrazólio (MTT) a uma concentração de 5 mg·mL-1 e 

400 µL de DMEM. As microplacas foram incubadas por 3 h a 37 ºC, para a 

incorporação do MTT e formação dos cristais de formazan. Após a remoção do meio de 

cultura, os cristais foram solubilizados utilizando 1 mL de uma solução de isopropanol 

(95%). A análise espectrofotométrica foi medida em leitor Safas-Xenius (Mônaco), com 

software SP2000-Xenius 5990 (lumi-Emi), a uma absorbância de 570 nm. As medidas 

foram realizadas três vezes em sextuplicata. 

 

5.2.5. Estabilidade dos filmes em DMEM 

 Foram adicionados 500 µL de meio de cultura sobre as multicamadas de filmes 

finos preparados sobre substratos de silício (pré-tratado). As amostras foram colocadas 

na incubadora a 37 ºC e 5% de CO2. Nos dias 1, 3, 5 e 7 as provas foram removidas do 

meio de cultura, lavadas com água Milli-Q e a espessura desses materiais determinada 

por elipsometria (vide item 5.2.3.1). Em paralelo, foi realizado o ensaio de estabilidade 

utilizando a QCM-D. No entanto, esse experimento foi realizado apenas para os filmes 

preparados com TMC nas diferentes concentrações de NaCl. Foi realizado o mesmo 

procedimento descrito na seção 5.2.3.4 e ao final da construção das multicamadas a 

temperatura do sistema foi aumentada para 37 ºC. Quando o sistema entrou em 

equilíbrio, a temperatura foi diminuída para 21 ºC. Em seguida, foram injetados 700 µl 

de NaCl (0,15 ou 0,5 M) esperando, novamente, a etapa de equilíbrio para então realizar 

o procedimento de lavagem com água purificada. Após, a temperatura foi aumentada 
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para 37 ºC e foram realizados os procedimentos de injeção de sal e lavagem. Estes 

procedimentos foram realizados em duplicata. Na sequencia, foram injetados 700 µl de 

meio de cultura. Para os filmes construídos sem a presença de sal, ao invés da injeção de 

solução de NaCl, foi injetado o mesmo volume de água Milli-Q. 

 

5.2.6. Ensaio de Citotoxicidade 

 O ensaio de citotoxicidade foi realizado com as soluções de QT, DMC e TMC, 

na concentração de 1mg·mL-1 preparadas em pH 6,0. Foram colocadas 100 µL da 

solução de cada polieletrólito em placas de cultura de 24 poços juntamente com 500 µL 

de DMEM e uma suspensão de 1x104 células·mL-1 (fibroblastos NIH/3T3 de rato). As 

amostras foram mantidas em incubadora a 37 ºC e 5% de CO2. Após 24 horas, foi 

determinada a viabilidade celular por meio da metodologia MTT (vide item 5.2.4.2).  

 

5.3. Resultados e Discussão 

5.3.1. Medidas de Potencial Zeta 

 O Potencial Zeta (PZ) é uma medida do potencial elétrico de superfície, 

propriedade física que pode ser utilizada para caracterizar eletricamente partículas que 

se encontram em solução (colóides). A superfície de partículas coloidais possui carga 

elétrica que atrai uma fina camada de íons de carga oposta à superfície da partícula, 

formando uma dupla camada elétrica. Esta dupla camada de íons diminui 

exponencialmente com a distância a partir da superfície e desloca-se com a partícula. O 

PZ é o potencial elétrico na dupla camada no local do plano de deslizamento contra um 

ponto na massa de fluido fixado a uma distância a partir da interface. Em outras 

palavras, o PZ é a diferença de potencial entre o meio de dispersão (líquido, bulk) e a 

fase estacionária de fluido ligado (ou que se movimenta junto com) à partícula dispersa. 
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O PZ possui valores que podem variar entre +100 mV até -100 mV. A medida do PZ é 

uma ferramenta importante para a compreensão do estado da superfície em termos de 

carga elétrica que nela prevaleçam e da estabilidade das partículas [171]. Na obtenção 

de filmes LbL, medidas de PZ em soluções de polieletrólitos são realizadas para 

confirmar se a quantidade de cargas presentes no meio é suficiente (ou não) para que 

ocorra a adsorção dos polieletrólitos (formação de complexos polieletrolíticos) sobre o 

substrato. Essa medida também pode ser utilizada para monitorar o crescimento de 

filmes poliméricos constituídos de multicamadas determinando se a superfície, em um 

determinado estágio do crescimento, está carregada positiva ou negativamente [42, 

172]. 

 Na Tabela 5.1 são mostrados os valores do PZ para as soluções de polieletrólitos 

utilizadas na construção dos filmes multicamadas. Analisando-se a tabela, pode-se 

verificar que todas as soluções de policátion apresentam valores positivos de PZ e 

próximos entre si, bem como verificar que as soluções de poliânion apresentam valores 

negativos e próximos entre si. Assim, a ocorrência de deposição e crescimento dos 

filmes multicamadas se dá por meio de interações eletrostáticas entre os polieletrólitos 

opostamente carregados. A pequena diferença existente entre os valores de PZ das 

soluções preparadas em meio tampão e em 0,15 M NaCl pode ser explicada pelo efeito 

da concentração de salina. Em soluções de polieletrólito com baixa concentração de sal, 

as cadeias de polieletrólitos apresentam conformação prolongada e rígida. Com o 

aumento na concentração de sal, as cadeias do polieletrólito adotam conformações de 

glóbulos densas, devido à blindagem da carga [172], fazendo com que ocorra a variação 

nos valores de PZ.  

 Quando apresentam PZ muito positivo, +30 mV ou maior, ou muito negativo, 

    -30 mV ou menor, as partículas, em solução, repelem-se e a solução torna-se estável. 
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Entretanto, quando os valores de PZ são muito baixos (em valores absolutos) ocorre a 

agregação das partículas. Pode-se ainda dizer que quando os valores de PZ das 

partículas, obtidas da mistura de duas soluções de polieletrólitos de cargas opostas, 

forem pequenos ocorrerá a adsorção dos polieletrólitos sobre a superfície do substrato e 

haverá  interação principalmente por meio de ligações de hidrogênio. Após misturadas 

as soluções polieletrolíticas, se as partículas formadas apresentarem valor de PZ fora do 

intervalo de -30 mV a + 30 mV, a complexação ocorre, possivelmente, por interação 

eletrostática [76, 173].  

 

Tabela 5.1. Valores de Potencial Zeta (PZ) para as soluções de polieletrólitos utilizadas 

para a fabricação dos filmes multicamadas. 

Material Solução PZ (mV) 
QT Sol. Tampão 24,9 ± 2,44 

QT NaCl 28,7 ± 0,70 

DMC Sol. Tampão 19,6 ± 1,40 

DMC NaCl 23,1 ± 1,10 

TMC Sol. Tampão 23,8 ± 0,44 

TMC NaCl 22,0 ± 1,36 

Heparina Sol. Tampão -6,0 ± 1,60 

Heparina NaCl -9,7 ± 0,50 
  

5.3.2. Caracterização físico-química dos filmes finos de multicamadas  

 Buscando a obtenção de filmes LbL que possuam boas propriedades para o uso 

como biomateriais, foram explorados alguns métodos de deposição (imersão, spray, 

spin-coating) onde foi avaliada a influência destes métodos na formação dos filmes 

multicamadas. As propriedades físico-químicas dos filmes foram avaliadas por 

elipsometria, ângulo de contato, microscopia de força atômica (AFM) e microbalança 
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de cristal de quartzo (QCM-D). A seguir são apresentados e discutidos os resultados 

obtidos desta caracterização. 

 

5.3.2.1. Elipsometria 

 A espessura das multicamadas dos filmes finos de PEI(HEP/Cátion)n (1≤ n ≤ 5) 

foi determinada pela técnica de elipsometria. Para um mesmo número de camadas 

depositadas, o método de imersão (para o sistema preparado em solução tampão) foi o 

que resultou na obtenção de um filme mais espesso (Fig. 5.2a). Considerando 5 pares de 

camadas depositadas sobre os substratos de silício pré-tratado (n = 5), os filmes obtidos 

por este método apresentaram para o sistema PEI(HEP/TMC)5 uma espessura de 

21,14 ± 0,54 nm. Em contrapartida, os filmes obtidos por spray (Fig. 5.2b) e spin-

coating (Fig. 5.2c), para esse mesmo sistema, possuem espessura de 14,4 ± 2,7 nm e 

3,6 ± 0,13 nm, respectivamente. Todos os filmes preparados em solução tampão pelo 

método spray apresentaram uma média na espessura de c.a 14 nm (Fig. 5.2b). No 

entanto, esses filmes mostraram-se menos homogêneos quando comparados aos filmes 

preparados por imersão (Fig. 5.2a) e spin-coating (Fig. 5.2c), com exceção do filme 

PEI(HEP/DMC)5 (Fig. 5.2c). Foi verificado que os filmes preparados em solução 

tampão (Fig. 5.2a,b,c), para todos os métodos em estudo, apresentaram-se mais espessos 

que os filmes preparados em 0,15 M NaCl (Fig. 5.2d,e,f). 

 Os maiores valores de espessura observados para os filmes preparados em 

solução tampão, pelo método de imersão, estão relacionados ao aumento da 

concentração de sal no meio e ao maior tempo de contato entre as espécies de cargas 

opostas. A quantidade adsorvida aumenta com o aumento na concentração de sal na 

solução de imersão do polieletrólito. Devido à blindagem da carga em condição de alta 



 

 
 

força iônica, existem, nesta condição

mais polieletrólitos podem ser adsorvidos 

 

Figura 5.2.  Espessura média obtida por elipsometria dos filmes preparados em  solução 

tampão pelo método de imersão (a), 

em 0,15 M NaCl pelo método de imersão (d), 

(Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém
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nesta condição, menos sítios de ligação por cadeia e, portanto, 

mais polieletrólitos podem ser adsorvidos [10, 42].  

Espessura média obtida por elipsometria dos filmes preparados em  solução 

tampão pelo método de imersão (a), spray (b), spin-coating (c) e dos filmes preparados 

pelo método de imersão (d), spray (e), spin-coating (f).

indica que o filme contém até 5 pares de camadas depositadas.
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menos sítios de ligação por cadeia e, portanto, 

 

Espessura média obtida por elipsometria dos filmes preparados em  solução 

(c) e dos filmes preparados 

(f). Notação: PEI 

camadas depositadas. 
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 Em outras palavras, a presença de sal nas soluções de polieletrólito afeta 

drasticamente a configuração da cadeia no bulk da solução. Sem a presença de sal nas 

soluções dos polieletrólitos, as cargas presentes em uma única cadeia do polímero se 

repelem, de modo que a configuração da cadeia é do tipo bastonete quase que 

totalmente estendida. Na presença de sal, os contra-íons blindam algumas cargas, 

permitindo a cadeia do polieletrólito dobrar numa configuração espiral randômica. Se as 

cadeias mantiverem sua configuração em solução quando adsorvidas ao substrato, então 

os detalhes estruturais e a espessura dos filmes serão fortemente influenciados pela 

concentração do sal. Tem sido reportado que filmes produzidos sob alta concentração 

salina são mais espessos e tem uma rugosidade superficial maior [174]. Ladam et al. 

[28] revelaram que a concentração de sal afeta o nível de sobrecompensação de cargas e 

as conformações de polieletrólitos da camada mais externa. Em altas concentrações 

salinas os polieletrólitos adotam conformações espiralares aleatórias e formam um 

número de loops e caudas que levam a um alto nível de sobrecompensação de cargas e, 

portanto, a um filme mais espesso. Entretanto, o efeito da concentração de sal ainda não 

é bem compreendido.  

 Para os outros dois métodos analisados (spray e spin-coating), a diminuição nos 

valores de espessura medidos (para alguns filmes) está relacionada a efeitos físicos 

externos. No método por spray o substrato é colocado verticalmente em um anteparo e 

quando a solução é borrifada, grande parte desta é drenada da superfície por gravidade. 

Já para os filmes preparados por spin-coating (condicionado à alta rotação, 3.000 rpm), 

existe a ação da força centrífuga que expulsa rapidamente grande parte da solução 

colocada sobre o substrato. Vale ainda ressaltar que para ambos os métodos (spray e 

spin-coating) o tempo de contato entre a solução do polieletrólito e o substrato é menor 

[10, 42]. Além da influência da força iônica sobre a espessura da camada de poliânion 
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adsorvida, a arquitetura molecular do polieletrólito também pode afetar na adsorção das 

camadas. Estudos mostram que polímeros ramificados tem um forte efeito na 

conformação e estrutura dos polieletrólitos em solução, afetando a espessura das 

multicamadas [10]. Outros estudos demonstram que a deposição LbL é influenciada 

pela temperatura. Por exemplo, Buscher et al. [175]  demonstraram que a espessura das 

multicamadas de polieletrólitos aumenta continuamente com a temperatura de adsorção. 

Uma explicação é que mais cadeias são depositadas devido ao fato das interações entre 

as partes hidrofóbicas das cadeias dos polieletrólitos aumentarem com o aumento da 

temperatura. Neste sentido, Tan et al. [176] sugeriram que os filmes de multicamadas 

estão mais intumescidos a uma temperatura elevada e que mais cadeias poliméricas são 

presas nas camadas depositadas, levando a um aumento da espessura.  

 No que diz respeito ao pH, alguns estudos mostram que a deposição de 

polieletrólitos fracos é influenciada pela conformação e densidade de cargas de 

superfície [177]. Outros estudos revelam que a combinação de densidade de cargas 

entre os dois polieletrólitos desempenham papel crucial no crescimento das camadas 

[178, 179]. A variação da densidade de cargas ao longo da cadeia polimérica resulta na 

mudança da força das interações eletrostáticas intra e intermoleculares. As interações 

intramoleculares afetam a conformação de polieletrólito em solução, bem como a 

quantidade adsorvida e a camada de estrutura. A diminuição da densidade de cargas 

leva a uma conformação em espiral mais compacta. As interações intermoleculares 

estão relacionadas aos fenômenos de associação e complexação tanto no bulk da solução 

quanto na interface [178, 179]. 
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5.3.2.2. Ângulo de contato 

 Na Figura 5.3 são mostrados os valores de ângulo de contato obtidos em função 

do número de camadas para todos os sistemas estudados. Pelas alterações do ângulo de 

contato, pode-se verificar que os filmes são progressivamente construídos pela 

deposição alternada dos polieletrólitos QT (ou DMC ou TMC) e HEP e que os menores 

valores de ângulo de contato são obtidos para as camadas de heparina que é mais  

hidrofílica.  

 Na Figura 5.3 é demonstrado, ainda, que menores valores de ângulo de contato 

são observados para os sistemas de filmes automontados com quitosana. Com exceção 

do sistema depositado pelo método de spin-coating (Sol. tampão), verifica-se que não 

há diferenças significativas nos ângulos de contato dos filmes automontados com 

DMC/HEP e TMC/HEP, quando comparados entre si para um determinado número de 

camadas. Isso pode ser explicado pelo fato de que em menores valores de pH as cadeias 

de quitosana adotam estruturas mais planas. Assim, uma camada mais fina de quitosana 

é depositada em cima de uma camada mais espessa de heparina, e a razão entre a 

espessura da camada de heparina para a da quitosana é maior. Um grande número de 

segmentos subjacentes da camada de heparina penetram na camada da superfície. As 

superfícies dos filmes de multicamadas tornam-se mais hidrofílicos devido ao alto nível 

de penetração das cadeias de heparina, provenientes da camada de heparina subjacente, 

para a camada mais externa de quitosana [13]. Os derivados da quitosana (DMC e 

TMC) apresentam grupos laterais volumosos, o que dificulta o empacotamento regular 

das cadeias. Nesses dois casos, os grupos ácido carboxílico e hidroxila estão, 

provavelmente, orientados para a superfície do Si/SiO2, enquanto os grupos metila estão 

predominantemente orientados par o ar [159]. 



 

 
 

 
Figura 5.3. Ângulo de contato para os filmes preparados em solução tampão pelo 

método de imersão (a), spray

0,15 M NaCl pelo método de imersão (d), 

(Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém até 5 pares 

camada é PEI. Números pares se referem a deposição da HEP.

  

Heveline D. M. Follmann (2014)
Tese de Doutorado

Ângulo de contato para os filmes preparados em solução tampão pelo 

spray (b), spin-coating (c) e para os filmes preparados em 

M NaCl pelo método de imersão (d), spray (e); spin-coating (f).

indica que o filme contém até 5 pares de camadas depositadas. A 1ª 

úmeros pares se referem a deposição da HEP. 
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Ângulo de contato para os filmes preparados em solução tampão pelo 

(c) e para os filmes preparados em 

(f). Notação: PEI 

camadas depositadas. A 1ª 
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 Yoo et al. [180] investigaram a influência do pH das soluções de imersão sobre a 

molhabilidade da superfície dos filmes multicamadas, com dois polieletrólitos fracos 

(PAA e PAH). Em seu trabalho, Yoo et al. [180] reportou que no caso dos 

polieletrólitos fracos, as cadeias dos polímeros altamente carregados tendem ser 

adsorvidas como camadas finas com conformações de cadeia plana, enquanto que as 

cadeias de polímeros menos carregadas tendem a ser adsorvidas como estruturas mais 

espessas do tipo loopier. Além disso, eles encontraram que a molhabilidade da 

superfície dos filmes multicamadas é determinada pela espessura relativa dessas 

camadas sequencialmente adsorvidas. Tipicamente, sempre que uma camada fina é 

depositada na camada mais espessa, um grande número de segmentos de cadeia da 

camada subjacente mais espessa penetra na camada da superfície. Quando a camada 

mais espessa é a camada mais externa, as propriedades superficiais são dominadas por 

esta camada, indicando que poucos segmentos da cadeia da camada fina, subjacente, 

penetram na superfície da camada mais espessa. Quando ambas as camadas são finas, é 

encontrado um alto nível de interpenetração entre ambas as camadas superficiais de 

PAH e PAA. Para as combinações de espessuras intermediárias, a penetração dos 

segmentos de cadeia da camada subjacente ocorre em ambas camadas superficiais (PAH 

e PAA), sendo a intensidade de penetração determinada pelas espessuras relativas das 

duas camadas. Os autores também concluíram que a contribuição da espessura de uma 

camada adsorvida depende principalmente da densidade de cargas relativas ao 

adsorvente anterior. Assim, o polímero adsorvido não é influenciado, em grande 

extensão, pela distribuição segmental dos loops e nem pelo número de sítios de ligações 

iônicas "livres" capazes de criar contatos com pares iônicos [13, 180].  



 

 
 

5.3.2.3. AFM 

 Considerando a importância da morfologia das superfícies dos filmes de acordo 

com a aplicação visada, onde é notório que a 

fatores que aumentam a adesão e proliferação celular 

rugosidade da superfície topográfica dos filmes multicamadas. 

são mostradas imagens de AFM dos filmes contendo policátion como camada mais 

externa. Para a maioria dos filmes, foi observada 

nitidamente influenciada pela força iônica e pelo método de preparação dos filmes. 

 

Figura 5.4A. Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por imersão: 

PEI(HEP/QT)5 (a), PEI(HEP/DMC)

tampão; e PEI(HEP/QT)5 (d), PEI(HEP/DMC)

0,15 M NaCl.  Notação: PEI

pares camadas depositadas.
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Considerando a importância da morfologia das superfícies dos filmes de acordo 

visada, onde é notório que a rugosidade bem como a hidrofilicidade são 

a adesão e proliferação celular [165], foram avaliadas a 

rugosidade da superfície topográfica dos filmes multicamadas. Na Fig

são mostradas imagens de AFM dos filmes contendo policátion como camada mais 

externa. Para a maioria dos filmes, foi observada que a morfologia 

influenciada pela força iônica e pelo método de preparação dos filmes. 

Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por imersão: 

(a), PEI(HEP/DMC)5 (b), PEI(HEP/TMC)5 (c) preparados em solução 

(d), PEI(HEP/DMC)5 (e), PEI(HEP/TMC)5 (f) preparados em 

NaCl.  Notação: PEI (Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém até 

pares camadas depositadas. 
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Considerando a importância da morfologia das superfícies dos filmes de acordo 

rugosidade bem como a hidrofilicidade são 

foram avaliadas a 

Na Figura 5.4 (A,B,C) 

são mostradas imagens de AFM dos filmes contendo policátion como camada mais 

morfologia da superfície é 

influenciada pela força iônica e pelo método de preparação dos filmes.  

 

Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por imersão: 

(c) preparados em solução 

(f) preparados em 

indica que o filme contém até 5 de 



 

 
 

 Pela análise das imagens foi verificado que os filmes obtidos pelo método de 

imersão e em solução tampão (maior força iônica) apresentaram maior rugosidade 

superficial e morfologia granular quando comparado

mesmo método em 0,15 M NaCl. Quando 

filmes construídos sob mesma força iônica, mas terminados em diferentes materiais 

(QT, DMC e TMC), em princípio, foi 

pequenas. No entanto, foi nítida a presença de estruturas granulares maiores nos filmes 

terminados em TMC, devido à maior heterogeneidade das cadeias de TMC e também 

menor hidrofilicidade de superfície, como v

contato (Fig. 5.3). 

 

Figura 5.4B. Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por 

PEI(HEP/QT)5 (a), PEI(HEP/DMC)

tampão; e PEI(HEP/QT)5 (d), PEI(HEP/DMC)

0,15 M NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)

camadas depositadas. 
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Pela análise das imagens foi verificado que os filmes obtidos pelo método de 

imersão e em solução tampão (maior força iônica) apresentaram maior rugosidade 

rfologia granular quando comparados aos filmes preparados pelo 

mesmo método em 0,15 M NaCl. Quando se compara a morfologia superficial dos 

mesma força iônica, mas terminados em diferentes materiais 

(QT, DMC e TMC), em princípio, foi verificado que as diferenças topológicas são 

pequenas. No entanto, foi nítida a presença de estruturas granulares maiores nos filmes 

terminados em TMC, devido à maior heterogeneidade das cadeias de TMC e também 

hidrofilicidade de superfície, como verificado por meio das análises de ângulo de 

Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por 

(a), PEI(HEP/DMC)5 (b), PEI(HEP/TMC)5 (c) preparados em solução 

(d), PEI(HEP/DMC)5 (e), PEI(HEP/TMC)5 (f) preparados em 

NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém
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Pela análise das imagens foi verificado que os filmes obtidos pelo método de 

imersão e em solução tampão (maior força iônica) apresentaram maior rugosidade 

aos filmes preparados pelo 

compara a morfologia superficial dos 

mesma força iônica, mas terminados em diferentes materiais 

verificado que as diferenças topológicas são 

pequenas. No entanto, foi nítida a presença de estruturas granulares maiores nos filmes 

terminados em TMC, devido à maior heterogeneidade das cadeias de TMC e também à 

das análises de ângulo de 

 

Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por spray: 

(c) preparados em solução 

(f) preparados em 

indica que o filme contém até 5 pares de 



 

 
 

 A influência da força iônica na deposição consecutiva das multicamadas pode 

também ser observada para os 

(Fig. 5.4C). Conforme já mencionado, 

cadeias dos polieletrólitos e, consequ

Um aumento na força iônica 

cargas presentes na estrutura

Isso pode causar o colapso e precipitação de algumas das cadeias individuais

polímero na forma de pequenos grânulo

 

Figura 5.4C. Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por 

PEI(HEP/QT)5 (a), PEI(HEP/DMC)

tampão; e PEI(HEP/QT)5 (d), PEI(HEP/DMC)

0,15 M NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)

camadas depositadas. 

 

Heveline D. M. Follmann (2014)
Tese de Doutorado

A influência da força iônica na deposição consecutiva das multicamadas pode 

também ser observada para os outros dois métodos, spray (Fig. 5.4B

. Conforme já mencionado, a força iônica do meio altera a conformação das 

s dos polieletrólitos e, consequentemente, a morfologia dos complexos formados. 

a força iônica conduz à neutralização de uma maior quantidade das 

estrutura do polieletrólito diminuindo a repulsão entre as cadeias

pode causar o colapso e precipitação de algumas das cadeias individuais

na forma de pequenos grânulos [42, 181].  

Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por 

(a), PEI(HEP/DMC)5 (b), PEI(HEP/TMC)5 (c) preparados em solução 

(d), PEI(HEP/DMC)5 (e), PEI(HEP/TMC)5 (f) preparados em 

NaCl. Notação: PEI (Heparina/Cátion)5 indica que o filme contém
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A influência da força iônica na deposição consecutiva das multicamadas pode 

B) e spin-coating 

altera a conformação das 

os complexos formados. 

neutralização de uma maior quantidade das 

diminuindo a repulsão entre as cadeias. 

pode causar o colapso e precipitação de algumas das cadeias individuais do 

 

Imagens de AFM das superfícies dos filmes LbL por spin-coating: 

(c) preparados em solução 

(f) preparados em 

indica que o filme contém até 5 pares de 
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 Quando se compara a rugosidade dos filmes obtidos por meio do método spray 

(Fig. 5.4B), verifica-se uma maior rugosidade para os sistemas PEI(HEP/DMC)5 e 

PEI(HEP/TMC)5 preparados em 0,15 M NaCl. O mesmo ocorre para os filmes 

preparados por meio do método spin-coating (Fig. 5.4C), estando isto relacionado à 

heterogeneidade das cadeias de DMC e TMC e aos efeitos físicos externos (força 

centrípeta), como discutido anteriormente. Dessa forma, fica evidente que os efeitos 

físicos externos prevalecem em relação à força iônica. Vale ressaltar que a diferença da 

força iônica entre os dois sistemas não é muito grande. Os diferentes valores de 

rugosidade encontrados para os sistemas de filmes LbL  podem, também, estar 

relacionados com a sua espessura. Estudos relatam que quanto maior a espessura do 

filme, maior a sua rugosidade superficial [182]. O filme mais espesso (Fig. 5.2a) 

apresentou rugosidade superficial de 3,19 nm (Fig. 5.4A (c)). Enquanto que o filme 

menos espesso (Fig. 5.2c) apresentou rugosidade superficial de 0,35 nm (Fig. 5.4C(c)). 

 

5.3.2.4. QCM-D 

 O crescimento e deposição das multicamadas de HEP e derivados da QT foram 

também monitorados pela técnica de microbalança de cristal de quartzo (QCM-D). A 

QCM-D é uma técnica in situ, sensível, que permite a análise da adsorção de camadas 

de polieletrólitos em tempo real, em meio líquido, onde as alterações dos valores de 

massa são detectadas por meio da oscilação do cristal de quartzo [10, 183, 184]. Na 

Figura 5.5 é mostrada a variação dos valores de frequência e de dissipação ao longo do 

processo de deposição das multicamadas dos filmes PEI(HEP/TMC)5, preparados em 

0,15 M NaCl. Foi verificado que quando a solução de TMC entrou em contato com o 

substrato (cristal de quartzo), o sinal da frequência diminuiu, indicando que o 

polieletrólito foi adsorvido na superfície do cristal. Após a estabilização do sinal foi 
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injetada a solução de lavagem, ocorrendo um pequeno aumento no valor da frequência, 

indicando que o material que estava fracamente adsorvido, sobre a superfície do 

substrato foi removido. Na deposição da camada seguinte (HEP), foi observado 

comportamento semelhante. A priori, quando a HEP é adsorvida, há uma diminuição 

nos valores de frequência, seguida de um pequeno aumento com o processo de lavagem.  

 

 

Figura 5.5. Variação dos valores de frequência e dissipação durante a etapa de 

deposição das camadas de TMC e HEP, preparadas em 0,15 M NaCl. As setas indicam 

o início do processo de deposição do polieletrólito (TMC ou HEP) e de lavagem. 

 

 A variação dos valores de frequência está relacionada com a massa de material 

depositado, que varia de acordo com a natureza do polieletrólito e das condições do 

meio (pH, força iônica, efeito da temperatura, etc.). Geralmente, a amplitude de 

frequência aumenta com o aumento da concentração de sal. Uma vez que as 
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multicamadas com maior concentração de sal tornam-se mais intumescidas, as cadeias 

de polieletrólitos de carga oposta difundem-se para o interior da multicamada. 

Consequentemente, mais polieletrólitos são aprisionados nas multicamadas e a 

intensidade de penetração da carga aumenta refletindo em aumento da espessura da 

camada [42, 184]. 

  A variação nos valores de dissipação acompanha os valores de frequência para 

cada etapa do processo de deposição e de lavagem, e o seu deslocamento fornece 

informações sobre a rigidez do filme. Quanto maior o valor de dissipação, menos rígido 

é o filme [42, 185]. Pelo gráfico de dissipação (Fig. 5.5), foi verificado que durante a 

deposição há um aumento na amplitude dos valores de dissipação, como resultado da 

adsorção do polieletrólito sobre a superfície do substrato. Após a etapa de lavagem há 

pequena diminuição devido a remoção de material fracamente adsorvido. Ainda, foi 

verificado que a variação dos valores de dissipação não ultrapassou a faixa de ± 6 Hz. 

Esse valor permite considerar o comportamento do filme PEI(HEP/TMC)5 como um 

sistema rígido [42, 185]. Para os demais sistemas foi observado comportamento 

semelhante, sendo que os filmes preparados em maiores concentrações salinas 

apresentaram maiores valores de dissipação, como esperado, indicando um aumento na 

interpenetração, como anteriormente discutido [184].  

 Ao final do processo de deposição, foi obtido o perfil do crescimento dos filmes 

(Fig. 5.6) construídos sobre o substrato (cristal de quartzo), pela diferença dos valores 

de frequência de cada camada depositada, após o processo de lavagem (Fig. 5.5). O 

perfil da variação dos valores de frequência apresentou crescimento linear, estando de 

acordo com o observado para o procedimento de imersão (Fig. 5.2d). A variação nos 

valores de frequência pode ainda fornecer dados sobre a quantidade de massa adsorvida 

após cada etapa de deposição, por meio da equação descrita por Sauerbrey [186]. 
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Sauerbrey [186] propôs um modelo de proporcionalidade entre a mudança na massa em 

um eletrodo oscilador de quartzo e a mudança nos valores de frequência (Equação 5.2).  

   

−�� = �	�	
∆	



						��. 5.2 

 
A equação de Sauerbrey [183, 187] é utilizada apenas para sistemas rígidos, onde ∆f  é a 

variação da frequência (em Hz),  C é a constante de sensibilidade mássica (C  ~ 17.7 

ng.cm-2·Hz‐1 a ƒ = 5 MHz em ar), ∆m é a variação da massa (em ng.cm-2) e ν é o 

número do harmônico. 

 

 

Figura 5.6. Variação dos valores de frequência e dissipação, em função do número de 

camadas, durante a deposição das camadas do filme PEI(HEP/TMC)5 em 0,15 M NaCl. 

Cada ponto no gráfico corresponde a deposição de uma camada de polieletrólito (TMC 

ou HEP). 
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 Dessa forma, por meio da equação de Sauerbrey [186] foi possível calcular os 

valores relativos à deposição de cada camada, para todos os sistemas em estudo, 

conforme apresentado na Tabela 5.2 (sistemas preparados em 0,15 M NaCl) e Tabela 

5.3 (sistemas preparados em solução tampão).  

 

Tabela 5.2. Valores de ∆f e de massa de Sauerbrey calculados para cada camada de 

polieletrólito depositado para os sistemas preparados com 0,15 M NaCl. 

Camada 
 

∆f 

(Hz) 

Massa 
Sauerbrey  
(ng·cm-2) 

Camada 
∆f 

(Hz) 

Massa 
Sauerbrey 
(ng·cm-2) 

PEI(HEP/QT)5 

PEI1a -9,26 2,61 QT 7a -14,76 4,19 

Heparina2a -8,26 2,33 Heparina8a 2,95 -0,83 

QT3a 1,01 -0,28 QT 9a -22,54 6,37 

Heparina4a -9,19 2,59 Heparina10a -3,21 0,91 

QT 5a 0,88 -0,25 QT 11a -15,29 4,32 

Heparina6a 5,90 -1,67    

PEI(HEP/DMC)5 

PEI1a -17,25 4,87 DMC7a -5,12 1,45 

Heparina2a -10,55 2,98 Heparina8a -13,91 3,93 

DMC3a 2,86 -0,81 DMC9a -6,59 1,86 

Heparina4a -13,53 3,82 Heparina10a -13,17 3,72 

DMC5a -4,02 1,14 DMC11a -9,14 2,58 

Heparina6a -15,38 4,34    

PEI(HEP/TMC)5 

PEI1a -9,34 2,64 TMC7a -4,15 1,17 

Heparina2a -9,82 2,77 Heparina8a -14,52 4,10 

TMC3a -4,70 1,33 TMC9a -3,29 0,93 

Heparina4a -13,28 3,75 Heparina10a -24,91 7,04 

TMC5a -5,37 1,52 TMC11a -10,77 3,04 

Heparina6a -10,79 3,05    

 

 Da Tabela 5.2 é possível observar, em geral, que os maiores valores de massa 

depositada por camada ocorrem após a interação da superfície do filme com o 
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polieletrólito de HEP, alcançando maiores valores para o filme de PEI(HEP/TMC)5, c.a 

7,04 ng·cm-2. A massa total das camadas depositadas para os filmes de PEI(HEP/QT)5, 

PEI(HEP/DMC)5 e PEI(HEP/TMC)5, foi 20,29; 29,88 e 28,29 ng·cm-2, respectivamente. 

  

Tabela 5.3.  Valores de ∆f e de massa de Sauerbrey calculados para cada camada de 

polieletrólito depositado para os sistemas preparados em solução tampão. 

Camada 
 

∆f 

(Hz) 

Massa 
Sauerbrey  
(ng·cm-2) 

Camada 
∆f 

(Hz) 

Massa 
Sauerbrey 
(ng·cm-2) 

PEI(HEP/QT)5 

PEI1a -10,63 3,00 QT 7a -22,00 6,21 

Heparina2a -20,95 5,92 Heparina8a -9,12 2,57 

QT 3a -11,25 3,18 QT 9a -23,59 6,66 

Heparina4a -6,46 1,82 Heparina10a -15,59 4,40 

QT 5a -18,23 5,15 QT 11a -26,29 7,43 

Heparina6a -8,07 2,28    

PEI(HEP/DMC)5 

PEI1a -25,73 7,27 DMC7a -25,73 7,27 

Heparina2a -26,56 7,50 Heparina8a -20,95 5,92 

DMC3a -7,28 2,05 DMC9a -31,38 8,86 

Heparina4a -19,33 5,46 Heparina10a -20,12 5,68 

DMC5a -17,71 5,00 DMC11a -42,69 12,06 

Heparina6a -28,18 7,96    

PEI(HEP/TMC)5 

PEI1a -15,75 4,45 TMC7a -24,07 6,80 

Heparina2a -24,13 6,81 Heparina8a -38,00 10,73 

TMC3a -18,52 5,23 TMC9a -34,32 9,69 

Heparina4a -5,55 1,57 Heparina10a -46,33 13,08 

TMC5a -17, 18 4,85 TMC11a -47,94 13,36 

Heparina6a -21,78 6,15    

 

 Para os filmes preparados em solução tampão (Tab. 5.3) foi verificada uma 

maior deposição por camada logo após a interação da superfície com o polieletrólito 

catiônico. A massa total de cada filme foi de 48,62; 75,03 e 82,72 ng·cm-2 para os 
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sistemas de filmes contendo QT, DMC e TMC, respectivamente. Nota-se que o filme 

contendo TMC preparado em solução tampão foi o que apresentou maior massa de 

material depositado. Este resultado está de acordo com o obtido por elipsometria (Fig. 

5.2a). Os valores negativos observados após a deposição de algumas camadas podem 

estar relacionados à reorganização das cadeias macromoleculares que formam os 

complexos na superfície do filme, a remoção de material fracamente adsorvido na 

superfície ou, ainda, devido à perda de água ou íons presentes na estrutura interna do 

filme, durante o processo de complexação [181]. 

  

5.3.3. Ensaio de viabilidade celular  

 Devido à grande dificuldade em se obter materiais que permitam, principalmente 

rápida adesão e proliferação celular, são numerosos os estudos que procuram obter 

filmes multicamadas que possam ser utilizados para esse fim [10, 74, 165]. Dessa 

forma, o presente estudo foi realizado para verificar a influência da atividade biológica 

dos filmes PEI(HEP/policátion)5 sobre a adesão e proliferação celular de fibroblastos 

NIH/3T3. A Figura 5.7 (a,b,c)  representa a viabilidade celular, por meio da contagem 

com azul de Tripano, para todos os sistemas em estudo no tempo de 7 dias. Analisando-

se os resultados, pode-se verificar que, para os sistemas obtidos por meio do método de 

imersão (Fig. 5.7a), a viabilidade celular dos filmes de PEI(HEP/QT)5 e 

PEI(HEP/TMC)5  em ambas condições de força iônica (solução tampão e 0,15 M NaCl) 

foi a mesma. Entrentanto, para as amostras de PEI(HEP/DMC)5 verificou-se uma maior 

viabilidade para os filmes preparados em 0,15 M NaCl (75,31±10,47%) frente aos 

filmes preparados em solução tampão (42,5±6,09%). Para os ensaios empregando os 

filmes multicamadas pela técnica spray (Fig. 5.7b), verificou-se um alto valor 

porcentual de viabilidade para as amostras de PEI(HEP/QT)5 e PEI(HEP/DMC)5, sendo 
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que as mesmas não diferenciaram-se do controle, já que as diferenças encontram-se 

dentro do intervalo do desvio, em ambas condições de força iônica. Entretando, para os 

ensaios celulares com o sistema PEI(HEP/TMC)5  foi verificado uma baixa viabilidade 

celular quando comparados com o controle; 32±22,5% e 48,3±23% para os filmes 

preparados em solução tampão e 0,15 M NaCl, respectivamente. Para os ensaios 

utilizando os filmes por meio do método spin-coating (Fig. 5.7c) verificou-se uma baixa 

viabilidade celular para todos os sistemas quando comparados ao controle, embora os 

sistemas não tenham diferenciado entre si neste aspecto.  

 

        

 

Figura 5.7. Proliferação celular de fibroblastos NIH/3T3 analisada no período de 7 dias 

para os filmes preparados pelo método de imersão (a), spray (b) e spin-coating (c). 

 
Um balanço adequado da hidrofilicidade/hidrofobocidade é um dos principais 

fatores que afetam a adesão celular e é influenciado pela carga elétrica, morfologia de 
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superfície e pelos grupos funcionais presentes na superfície dos biomateriais. 

Comportamentos celulares são principalmente mediados por interações das cargas 

positivas dos materiais com as membranas celulares ou por captação celular e 

subsequente ativação de vias de transdução de sinal intracelular. O Potencial Zeta (PZ) 

da superficie da heparina é negativo em pH 3.0. Já, os valores de PZ da superficie da 

quitosana e de seus derivados nesse mesmo pH são positivos, o que indica a presença de 

sítios catiônicos na superficie da quitosana [165]. Devido ao efeito de blindagem dos 

grupos metila,  a  força  repulsiva  entre  os  grupos  -N(CH3)3
+ é mais fraca do que entre 

os grupos -NH3
+. Assim, comparados com as cadeias de quitosana, as cadeias de TMC e 

DMC são mais flexíveis e interagem mais facilmente com o envelope celular. Em 

baixos valores de pH pode-se beneficiar da protonação dos grupos -NH2, mas reprimir a 

dissociação dos grupos -N(CH3)3
+Cl-. Com a presença de mais grupos -N(CH3)3

+Cl-, a 

cadeia de TMC torna-se mais flexível do que as de QT em maiores valores de pH. No 

entanto, devido as forças repulsivas entre os grupos -N(CH3)3
+ e H+ em pHs menores, a 

cadeia de TMC se enovela e torna-se mais densa e rígida do que a cadeia da quitosana e 

suas interações com o envelope celular reduzem. Além disso, os grupos  -N(CH3)3
+Cl- 

não podem interagir com os sítios de carga negativa no envelope celular [87]. Devido a 

isso, quase não se verificou diferença na viabilidade celular da QT e seus derivados em 

meio ácido. Deve-se também levar em consideração a rugosidade e hidrofilicidade da 

superfície dos materiais. As superfícies contento QT como camada mais externa 

apresentou-se mais hidrofílica que os filmes terminados em TMC e DMC. É bem sabido 

que as células preferem se ancorar em superficies hidrofilicas [188, 189]. Os materias 

preparados pelo método de imersão apresentaram superfícies mais lisas.  

Na Figura 5.8 (A,B,C) são mostradas imagens obtidas por microscopia óptica de 

uma população típica de fibroblastos 3T3 cultivados sobre a superfície de filmes finos 
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de quitosana e seus derivados, preparados pelos métodos de imersão (Fig. 5.8A), spray 

(Fig. 5.8B) e spin-coating (Fig. 5.8C) em 0,15 M NaCl e em solução tampão, depois de 

um período de 7 dias, após a semeadura à 37 °C. Analisando-se a Figura 5.8A foi 

possível verificar que após um período de 7 dias as células crescem e espalham-se 

aleatoriamente com morfologia de fuso sobre a superfície dos filmes em ambas as 

condições de força iônica. É nítida uma maior proliferação celular nos filmes de 

PEI(HEP/TMC)5, preparados em ambas as condições de força iônica (Fig. 5.8A (c,g)). 

Para os filmes preparados pelo método de spray em solução tampão (Fig. 5.8B (e,f,g)) e 

para o sistema contendo QT em 0,15 M NaCl (Fig. 5.8B (a)), não foi observada 

proliferação celular. As células apresentaram geometria esférica e compacta. Contudo, 

os filmes não são tóxicos, fato este comprovado pelo teste de viabilidade celular, células 

NIH/3T3 (Fig. 5.7b). O mesmo fato foi observado para os filmes de PEI(HEP/QT)5, em 

ambas as condições de força iônica, preparados pelo método de spin-coating (Fig. 

5.8C). Para os demais, verificou-se adesão e proliferação celular sem a ocorrência de 

mudanças na morfologia das células quando comparados ao controle. Acredita-se que o 

comportamento dos fibroblastos sobre a superfície dos filmes, tais como migração e 

espalhamento com  morfologia de fuso, estão correlacionados com o forte contato 

celular [165]. Mediante os resultados apresentados verificou-se que os filmes 

preparados pelo método de imersão em concentrações salinas de 0,15 M NaCl 

apresentaram melhor viabilidade celular frente aos fibroblastos 3T3. Assim, este método 

foi o escolhido para realizar os demais experimentos cujos resultados são apresentados 

na sequência. 

 



 

 
 

Figura 5.8A. Imagens de microscopia 

para os filmes preparados por imersão em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução 

tampão (e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul.
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Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3, após 7 dias 

para os filmes preparados por imersão em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução 

(e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul. 
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/3T3, após 7 dias 

para os filmes preparados por imersão em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução 



 

 
 

Figura 5.8B. Imagens de microscopia 

os filmes preparados por spray

(e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul.
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Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3, após 7 dias para 

spray em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução tampão 

(e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul. 
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/3T3, após 7 dias para 

em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e solução tampão 



 

 
 

Figura 5.8C. Imagens de microscopia 

para os filmes preparados por 

solução tampão (e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul.

Heveline D. M. Follmann (2014)
Tese de Doutorado

Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3, após 7 dias 

para os filmes preparados por spin-coating em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e 

(e, f, g, h). Aumento de 100 vezes com filtro azul.  
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/3T3, após 7 dias 

em solução de 0,15 M NaCl (a, b, c, d) e 
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5.3.4. Efeito da concentração de NaCl na proliferação celular de fibroblastos 

NIH/3T3 sobre filmes LbL obtidos por imersão 

 Após realizar o teste de contagem celular e verificar que os melhores resultados 

foram obtidos com os filmes preparados pelo método de imersão em 0,15 M NaCl, 

resolveu-se estudar o efeito da concentração salina frente a proliferação celular. Dessa 

forma, foram obtidos filmes de PEI(HEP/QT)5, PEI(HEP/DMC)5 e PEI(HEP/TMC)5 em 

diferentes concentrações salinas: 0; 0,15 e 0,5 M de NaCl. Os filmes foram 

caracterizados fisicamente pelas técnicas de elipsometria, QCM-D e ângulo de contato. 

O teste MTT foi utilizado para determinar o efeito da concentração salina sobre a 

atividade metabólica das células, realizando a contagem celular nos dias 1 e 7 (onde foi 

observada a confluência celular para o controle). 

 

5.3.4.1. Caracterização dos filmes finos de multicamadas 

 A Tabela 5.4 mostra os valores de massa depositada para cada camada dos 

filmes preparados em 0,0 e 0,5 M de NaCl. Os valores de massa para as camadas dos 

filmes preparados em 0,15 M de NaCl encontram-se na Tabela 5.2 (item 5.3.2.4). De 

maneira semelhante aos resultados discutidos na secção 5.3.2.4 para os filmes 

preparados em 0,15 M NaCl, os maiores valores de massa depositada por camada foram 

observados após a interação da superfície do filme com o polieletrólito aniônico (HEP). 

Para um mesmo número de camadas os filmes de PEI(HEP/QT)5 preparados em 0,5 M 

de NaCl apresentaram quantidade consideravelmente maior de material adsorvido na 

superfície do eletrodo, c.a 75,84 ng·cm-2, quando comparado aos demais. Ainda, pela 

análise da Tabela 5.4, foi possível verificar que com o aumento da força iônica ocorreu 

um aumento nos valores de massa para todos os filmes analisados.  
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Tabela 5.4. Valores de ∆f e de massa de Sauerbrey calculados para cada camada de 

polieletrólito depositado para a obtenção dos filmes finos. 

Camada 
 

∆f 

(Hz) 

Massa 
Sauerbrey  
(ng·cm-2) 

Camada 
∆f 

(Hz) 

Massa 
Sauerbrey 
(ng·cm-2) 

Sistemas preparados em 0,0 M NaCl 
PEI(HEP/QT)5 

PEI1a -19,81 5,60 QT7a -0,28 0,08 
Heparina2a -1,16 0,33 Heparina8a -3,59 1,02 

QT3a 2,02 -0,57 QT9a 0,29 -0,08 
Heparina4a -4,18 1,18 Heparina10a -2,88 0,81 

QT5a -0,28 0,08 QT11a -0,17 0,05 
Heparina6a -2,31 0,65    

PEI(HEP/DMC)5 

PEI1a -13,29 3,75 DMC7a -0,54 0,15 
Heparina2a -0,52 0,15 Heparina8a -2,89 0,82 

DMC3a -0,27 0,08 DMC9a -1,05 0,30 
Heparina4a -5,26 1,49 Heparina10a -2,24 0,64 

DMC5a -0,52 0,15 DMC11a -0,15 0,04 
Heparina6a -2,23 0,63    

PEI(HEP/TMC)5 

PEI1a -25,64 7,24 TMC7a -0,13 0,04 
Heparina2a -1,29 0,36 Heparina8a -3,02 0,85 

TMC3a -1,14 0,32 TMC9a -0,42 0,12 
Heparina4a -4,58 1,29 Heparina10a -2,16 0,61 

TMC5a 0,71 -0,20 TMC11a -0,11 0,03 
Heparina6a -2,72 0,77    

Sistemas preparados em 0,5 M NaCl 
PEI(HEP/QT)5 

PEI1a -23,81 6,73 QT7a 8,63 -2,44 
Heparina2a -59,00 16,67 Heparina8a -37,27 10,53 

QT3a 10,08 -2,85 QT9a -11,49 3,25 
Heparina4a -65,93 18,63 Heparina10a -29,23 8,26 

QT5a 14,99 -4,23 QT11a -22,59 6,38 
Heparina6a -52,79 14,91    

PEI(HEP/DMC)5 

PEI1a -19,06 5,38 DMC7a -17,1 4,83 
Heparina2a -34,83 9,84 Heparina8a -29,8 8,42 

DMC3a 10,58 -2,99 DMC9a -21,1 5,96 
Heparina4a -29,8 8,42 Heparina10a -26,48 7,48 

DMC5a -9,90 2,80 DMC11a -22,06 6,23 
Heparina6a -26,4 7,46    

PEI(HEP/TMC)5 

PEI1a -15,33 4,33 TMC7a -11,27 3,18 
Heparina2a -22,09 6,24 Heparina8a -25,68 7,25 

TMC3a 0,87 -0,25 TMC9a -16,2 4,58 
Heparina4a -17,5 4,94 Heparina10a -36,9 10,42 

TMC5a -9,35 2,64 TMC11a -25,54 7,22 
Heparina6a -17,56 4,96    
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Por exemplo, o filme PEI(HEP/TMC)5 apresentou os seguintes valores de ∆m: 

11,43 ng·cm-2 (0,0 M NaCl); 28,29 ng·cm-2 (0,15 M NaCl)  e  55,51 ng·cm-2 (0,5 M 

NaCl), indicando que com o aumento da força iônica, tem-se um aumento nos valores 

de massa depositada, sobre a superfície do substrato (cristal de quartzo). Isto pode ser 

explicado pelo fato de que com o aumento da força iônica, as cargas presentes nas 

cadeias polieletrolíticas são neutralizadas, consequentemente a repulsão entre as cadeias 

adjacentes, que é, responsável por manter as cadeias do polímero na forma esticada, 

diminuem. O encolhimento das cadeias deixa o filme mais compacto, diminuindo a 

energia dissipada pelo cristal [42, 190].  Foram observados novamente valores 

negativos após a deposição de algumas camadas, os quais podem estar relacionados à 

remoção de material fracamente adsorvido e perda de água (ou íons) durante o processo 

de complexação, conforme discutido anteriormente. Os resultados obtidos por QCM 

estão de acordo com os obtidos por elipsometria (Tabela 5.5). 

 

Tabela 5.5. Espessura média obtida por elipsometria dos filmes preparados em 

diferentes concentrações salinas. 

Força iônica 
PEI(HEP/QT)5 

(nm) 
PEI(HEP/DMC)5 

(nm) 
PEI(HEP/TMC)5 

(nm) 

0,0 mol·L-1 9,97±1,10 8,87±0,97 10,05±0,92 

0,15 mol·L-1 7,26±0,20 7,42±0,27 7,44±0,06 

0,50 mol·L-1 16,45±1,48 16,40±0,95 12,88±0,94 

 

No entando, os filmes preparados em 0,15 M de NaCl apresentaram espessura 

menor que os filmes preparados na ausência de NaCl (Tab. 5.5). O mesmo fato é 

observado quando se analisa hidrofilicidade da última camada desses filmes (Tab. 5.6). 

Vale a pena ressaltar que ambas as técnicas são qualitativas, diferentemente da técnica 

QCM-D que é uma técnica quantitativa e extremamente sensível. Pode-se, ainda, 
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associar esses resultados às mudanças nas condições ambientais, visto que os sistemas 

de cada condição de força iônica foram preparados em dias diferentes. 

 

Tabela 5.6. Valores médios obtidos de ângulo de contato da superfície dos filmes 

preparados em diferentes concentrações salinas. 

Força iônica 
PEI(HEP/QT)5 

(graus) 
PEI(HEP/DMC)5 

(graus) 
PEI(HEP/TMC)5 

(graus) 

0,0 mol·L-1 48,65±0,35 41,85±0,35 37,55±0,35 

0,15 mol·L-1 8,99±1,22 15,90±2,05 13,54±1,46 

0,50 mol·L-1 60,50±3,25 37,95±3,05 40,85±1,65 

 

5.3.4.2. Ensaio de MTT 

 Na Figura 5.9 é mostrada a viabilidade celular para todos os filmes 

multicamadas preparados nas concentrações de 0,0; 0,15 e 0,5 M de NaCl, nos dias 1 e 

7, Figuras 5.9a e 5.9b, respectivamante. Analisando-se o gráfico foi observado que ao 

final do dia 1 (um) todas as amotras nas diferentes concentrações salinas apresentaram 

iguais valores de viabilidade celular, ou com viabilidade celular superior ao controle, 

sugerindo uma boa adesão e proliferação celular para o período de 24 h. Ainda assim, 

foi possível verificar que a viabilidade celular foi maior em todas as amostras 

preparadas sem NaCl. Isto ocorre devido a ausência de Cl-, deixando as cargas positivas 

da quitosana e seus derivados livres para interagir com o envelope celular [87]. Martins, 

A. F. [162] estudou o efeito da blindagem do Cl- sobre a TMC em ensaios bactericidas 

frente a E.Coli. Ele verificou que a TMC dissociada interage melhor com o envelope 

celular da E.Coli. Esse efeito também pode ser verificado, embora menor, nas 

concentrações de 0,15 e 0,5 M de NaCl. Em maiores concentraçõs salinas, a viabilidade 

celular é menor devido à maior percentagem de íons cloreto [87]. 

 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

128 

 

 
 

 

 

Figura 5.9. Proliferação celular de fibroblastos NIH/3T3 analisada nos dias 1 (a) e 7 

(b), para os sistemas em estudo. 
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 No dia 7 (Fig. 5.9b) foi verificada uma baixa viabilidade celular em todas as 

amostras para todos os sistemas quando comparadas ao branco. Entretanto, o número de 

células ligadas em cada filme foi muito maior (aproximadamente 10 vezes) em relação 

ao número inicial de células (1x104 células/poço). Ainda, foi possível verificar que as 

amostras preparadas sem NaCl apresentaram uma maior viabilidade celular no período 

de 7 dias frente aos outros sistemas. A maior viabilidade celular observada para o 

controle pode estar associada à sua maior hidroficilidade e menor rugosidade [188, 

189].  

 Na Figura 5.10 (A,B,C) são mostradas imagens obtidas por microscopia óptica  

de uma população típica de fibroblastos 3T3 cultivada sobre a superfície de filmes finos 

de quitosana e seus derivados, preparados pelo método de imersão em diferentes 

concentrações de NaCl, depois de um período de 3h (Figs. (a)-(d)), 24h (Figs. (e)-(h)) e 

7 dias (Figs. (i)-(l)), respectivamente, após a semeadura à 37 °C. Verifica-se que para os 

filmes preparados na ausência de NaCl (Fig. 5.10A), 3 horas após a semeadura, as 

células aderiram e espalharam-se sobre os filmes com morfologia de fuso. Com tempos 

de incubação mais longos (1 e 7 dias), verifica-se um aumento significativo na 

proliferação celular sem a ocorrência de mudanças na morfologia das células. Para os 

filmes preparados em 0,15 e 0,5 M de NaCl, Figs. 5.10B e 5.10C, respectivamente, a 

geometria inicial das células  (3 horas após a semeadura) é esférica e compacta. Após 24 

horas, pode-se verificar que as células crescem e espalham-se aleatoriamente com 

morfologia de fuso sobre a superfície dos filmes. Com tempos de incubação mais 

longos (7 dias), verifica-se um aumento significativo na proliferação celular sem a 

ocorrência de mudanças na morfologia das células. 



 

 
 

Figura 5.10A. Imagens de microscopia 

preparados em 0,0 M NaCl

Aumento de 100 vezes com filtro azul.

 

Figura 5.10B. Imagens de microscopia 

preparados em 0,15 M NaCl

Aumento de 100 vezes com filtro azul.
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Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3

preparados em 0,0 M NaCl, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 

Aumento de 100 vezes com filtro azul. 

Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3

preparados em 0,15 M NaCl, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k,

Aumento de 100 vezes com filtro azul. 

Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

130 

 

dos fibroblastos NIH/3T3 sobre os filmes 

, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 

 

dos fibroblastos NIH/3T3 sobre os filmes 

, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 



 

 
 

Figura 5.10C. Imagens de microscopia 

preparados em 0,5 M NaCl

Aumento de 100 vezes com filtro azul.

 

5.3.5. Estabilidade dos filmes multicamadas em DMEM

 Este teste foi realizado para ver

multicamadas frente ao meio de cultura (DMEM) nos experimentos celulares. Todas as 

amostras apresentaram, com passar do tempo,

na Figura 5.11, indicando com isso que o DMEM é 

uma mistura de sais enriquecidos com aminoácidos e outros componentes essenciais 

para o crescimento celular

lavados com água e secos, os componentes presentes no meio

adsorvidos no filme, por meio de interações físicas e/ou químic

componentes deste meio e 

albumina mede aproximadamente 3,4 nm
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Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3

preparados em 0,5 M NaCl , após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l)

Aumento de 100 vezes com filtro azul. 

Estabilidade dos filmes multicamadas em DMEM 

Este teste foi realizado para verificar a estabilidade in vitro

frente ao meio de cultura (DMEM) nos experimentos celulares. Todas as 

com passar do tempo, um aumento na espessura como mostrado 

, indicando com isso que o DMEM é adsorvido pelos filmes. DMEM é 

uma mistura de sais enriquecidos com aminoácidos e outros componentes essenciais 

para o crescimento celular [169]. Desta forma, mesmo após os filmes 

lavados com água e secos, os componentes presentes no meio (DMEM)

adsorvidos no filme, por meio de interações físicas e/ou químicas. Um dos 

e que pode ser adsorvido é a albumina. Uma molécula de 

albumina mede aproximadamente 3,4 nm [191].  

Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

131 

 

dos fibroblastos NIH/3T3 sobre os filmes 

, após 3h (a, b, c, d), 24h (e, f, g, h) e 7 dias (i, j, k, l). 

in vitro dos filmes 

frente ao meio de cultura (DMEM) nos experimentos celulares. Todas as 

sura como mostrado 

adsorvido pelos filmes. DMEM é 

uma mistura de sais enriquecidos com aminoácidos e outros componentes essenciais 

a forma, mesmo após os filmes terem sido 

(DMEM) podem ter sido 

as. Um dos principais 

. Uma molécula de 
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Figura 5.11. Estudo da estabilidade in vitro dos filmes multicamadas frente ao DMEM 

para os filmes preparados pelo método de imersão nas concentrações de: 0,0 M (a); 

0,15 M (b) e 0,5 M (c) de NaCl. As espessuras dos filmes foram obtidas em 

elipsômetro.  

 

 Para baixas concentrações de albumina, não ocorre estruturação (Fig. 5.12a). 

Porém, para altas concentrações de albumina as moléculas adsorvem imediatamente em 

configurações "end-on" sobre os filmes de polieletrólitos (Fig. 5.12b). Uma camada 

densa e organizada de proteínas adsorvidas sobre os filmes terminando com 

polieletrólito positivo deve levar a uma rede de cargas positivas na superfície que atrai 

novas moléculas de albumina. Este processo de acumulação pode se repetir e, assim, dar 

origem a uma camada espessa de proteína. Como a espessura da camada aumenta, o 
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ordenamento entre as moléculas adsorvidas diminui levando também a uma redução das 

cargas positivas na superfície de modo que depois de várias camadas de proteínas o 

processo de adsorção finalmente para [191]. 

 

 

Figura 5.12. Representação esquemática do primeiro processo de construção de 

camadas de albumina sobre filmes terminando com PAH. (a) Para baixas concentrações 

de albumina: não ocorre estruturação; (b) para altas concentrações de albumina: as 

moléculas de albumina adsorvem imediatamente e principalmente na configuração 

"end-on" nos filmes de polieletrólito. Fonte: Ladam e colaboradores (2002) [191]. 
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 Além da técnica de elipsometria a estabilidade dos filmes PEI (HEP/TMC)5 foi, 

também, investigada por meio da técnica de QCM-D (Fig. 5.13(A,B,C)). Para isso, após 

a obtenção dos filmes na microbalança de quartzo à 21 ºC, verificou-se a estabilidade 

dos filmes alternando três variáveis: temperatura, adição de sal e DMEM para os 

sistemas contendo NaCl. Para os sistemas sem a adição de sal (filmes preparados na 

ausência de NaCl) foram considerados somente duas variáveis: temperatura e DMEM. 

Com o aumento da temperatura (37 ºC) foi possível verificar um aumento na variação 

da frequência (Fig. 5.13A-C), sendo o mesmo quase que proporcional quando o sistema 

é resfriado (21ºC). A temperatura do sistema também é um dos fatores que afetam a 

frequência de ressonância da microbalança de cristal de quartzo. O efeito da 

temperatura na variação da frequência para medidas em solução pode ser dividido em 

duas categorias: o primeiro é o efeito da temperatura sobre a frequência de oscilação do 

cristal; o segundo é o efeito da temperatura na viscosidade do meio [10, 192]. A 

frequência varia devido ao efeito da temperatura sobre as propriedades do próprio 

cristal.  

 Ryu e Free [192], verificaram que a frequência de ressonância aumentou de 

12.549,7 para 12.635,3 Hz quando a temperatura foi alterada (24,3 ºC para 70,5 ºC). 

Esse aumento de 85,6Hz é equivalente a uma média de 1,85 Hz·ºC-1, devido a uma 

relação linear na faixa entre 24,3 ºC e 70,5ºC. Este teste foi conduzido sem solução. 

Dessa forma, o resultado indica que 1,85 Hz·ºC-1 é devido ao efeito intrínseco da 

temperatura sobre a frequência de oscilação do cristal. Avaliando a mudança de 

temperatura sobre a viscosidade do meio (água pura), os autores observaram que a 

frequência aumentou 64,2 Hz quando a temperatura foi variada de 23,9 ºC para 31,2 ºC. 

Este valor (64,3 Hz) é equivalente a 8,79 Hz·ºC-1, que diz respeito à variação natural da 

frequência de oscilação e à mudança na viscosidade, ambas associadas a mudança da 
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temperatura. Em suma, a variação na frequência observada em nossos experimentos é 

devido à oscilação do cristal de quartzo e à mudança de viscosidade do meio com o 

aumento da temperatura. 

 

 

Figura 5.13A. Estudo da estabilidade do sistema PEI(HEP/TMC)5  preparado em 0,0 M 

NaCl frente ao DMEM. 

 

  Após a estabilização do sistema, foi injetada solução salina (Fig. 5.13B-C), 

verificando um pequeno decréscimo no valor da frequência, o que sugere uma pequena 

adsorção de sal nos filmes. Após a lavagem foi possível verificar leve aumento nos 

valores da frequência indicando pequena dessorção de material dos filmes, 

provavelmente, devido à remoção de sais. Novamente, a temperatura foi aumentada e 
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com isso ocorreu um aumento nos valores de frequência máxima (devido à frequência 

de oscilação do cristal e a mudança da viscosidade).  

 

 

Figura 5.13B. Estudo da estabilidade do sistema PEI(HEP/TMC)5  preparado em 

0,15 M NaCl frente ao DMEM. 

 

 Com a adição de solução salina há diminuição na variação da frequência, 

indicando, novamente, que o filme adsorveu NaCl. Após a lavagem, há pequeno 

aumento na frequência (diminuição de massa), indicando mais uma vez a remoção de 

sal. Esse procedimento foi realizado mais uma vez, apresentando o mesmo perfil para 

todos os sistemas. Após este procedimento foi adicionado o DMEM, onde foi possível 

verificar uma diminuição nos valores de frequência (aumento da massa), sugerindo a 

adsorção dos componentes do DMEM no filme. Para os filmes de PEI(HEP/TMC)5 

obtidos sem sal (Fig. 5.13A), foi verificada maior adsorção de DMEM sobre a 
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superfície do filme. Pela análise dos três gráficos verifica-se que a quantidade adsorvida 

de DMEM aumenta com a diminuição da força iônica. 

 

 

Figura 5.13C. Estudo da estabilidade do sistema PEI(HEP/TMC)5  preparado em 0,5 M 

NaCl frente ao DMEM. 

 

  Isto pode ser explicado pelo efeito da blindagem. Em maiores concentrações de 

íons cloreto as interações entre os componentes presentes no meio de cultura e o 

substrato diminuem. Para confirmar que a albumina foi adsorvida sobre os filmes LbL, 

foi realizado, em paralelo, um experimento em que primeiramente o filme de 

PEI(HEP/TMC)5 preparado em 0,15 M de NaCl foi construído sobre o cristal de quartzo 

e após foi injetada uma solução de albumina (1mg·mL-1, pH 7.4). Após a lavagem e 

estabilização do sistema foi injetada uma outra solução de albumina (1mg·mL-1, pH 7.4) 



 

 
 

contendo 30mM NaCl. Em ambos os casos, os resultados confirmaram a adsorção 

proteína sobre o filme LbL.

 

5.3.6. Ensaio de citotoxicidade 

 Na Figura 5.14 são 

população de fibroblastos 3T3 em contado com

preparadas em pH 6,0 na concentração de 1mg·ml

 

Figura 5.14. Imagens de microscopia 

(a, b, c, d), 0,15 M NaCl (e, f, g, h) e 0,5 M NaCl (i, j, k, l). Aumento de 100 vezes com 

filtro azul. 

 

 Analisando-se as imagens, pode

mudanças morfológicas quando comparad

materiais em estudo não exercem efeito citotóxico sobre as células e não liberaram 

substâncias citotóxicas para o meio de cultura. Todos os materiais, com exceção da 
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contendo 30mM NaCl. Em ambos os casos, os resultados confirmaram a adsorção 

sobre o filme LbL. 

Ensaio de citotoxicidade  

 apresentadas imagens obtidas por microscopi

população de fibroblastos 3T3 em contado com soluções de QT, DMC e TMC, 

6,0 na concentração de 1mg·ml-1, após 24 horas.  

Imagens de microscopia óptica dos fibroblastos NIH/3T3 em 0,0 M NaCl 

(a, b, c, d), 0,15 M NaCl (e, f, g, h) e 0,5 M NaCl (i, j, k, l). Aumento de 100 vezes com 

se as imagens, pode-se observar que as células não aprese

mudanças morfológicas quando comparadas ao controle negativo. Isso mostra que os 

materiais em estudo não exercem efeito citotóxico sobre as células e não liberaram 

substâncias citotóxicas para o meio de cultura. Todos os materiais, com exceção da 
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contendo 30mM NaCl. Em ambos os casos, os resultados confirmaram a adsorção da 

pia óptica de uma 

soluções de QT, DMC e TMC, 

 

/3T3 em 0,0 M NaCl 

(a, b, c, d), 0,15 M NaCl (e, f, g, h) e 0,5 M NaCl (i, j, k, l). Aumento de 100 vezes com 

se observar que as células não apresentaram 

ao controle negativo. Isso mostra que os 

materiais em estudo não exercem efeito citotóxico sobre as células e não liberaram 

substâncias citotóxicas para o meio de cultura. Todos os materiais, com exceção da 
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TMC em todas as diferentes concentrações de NaCl, permitiram adesão celular e 

consequente proliferação, fato este também confirmado pelo ensaio de MTT como 

mostrado na Figura 5.15, onde a viabilidade celular para as amostras foi maior ou 

aproximadamente igual ao número inicial de células (1x104 células/poço).  

 

 

Figura 5.15. Ensaio de citotoxicidade dos materiais em estudo preparados em diferentes 

concentrações de NaCl. 

 

 Ferruti et al. [193] notaram que macromoléculas com grupos amino terciários 

exibiram menor toxicidade do que aqueles com resíduos primários e secundários. 

Assim, não apenas o tipo de grupo químico (função amino) mas também a densidade de 

cargas, resultante do número e do arranjo tridimensional dos resíduos catiônicos, são 

importantes fatores que determinam a existência ou não de citotoxicidade. Ryser et al. 

[194] sugeriram ser necessária uma ligação de três pontos para induzir resposta 



Heveline D. M. Follmann (2014) 
Tese de Doutorado 

140 

 

 
 

biológica da superfície sobre as membranas celulares e concluiram que a atividade 

biológica do polímero diminui quando o espaço entre grupos amino é aumentado. A 

mudança do arranjo catiônico depende da estrutura tridimensional e da flexibilidade das 

macromoléculas para determinar a acessibilidade das suas cargas sobre a superfície 

celular. Moléculas ramificadas são mais eficientes na neutralização das cargas da 

superfície celular do que polímeros com estruturas lineares ou globulares [195]. 

Moléculas rigídas têm mais dificuldades de se ligar em membranas se comparadas a 

moléculas flexíveis [195]. Assim, altas densidades de cargas catiônicas e polímeros 

altamente flexíveis devem causar maior efeito citotóxico do que aqueles com menor 

densidade de cargas catiônicas [195]. 

 

5.4. Conclusões 

 A adsorção das multicamadas dos polieletrólitos na superfície do silício pré-

tratado foi confirmada pelas técnicas de elipsometria, ângulo de contato, AFM e   

QCM-Q. A força iônica do meio influenciou nas características finais dos filmes 

formados (rugosidade, espessura e hidrofilicidade). Os sistemas em estudo apresentaram 

boas propriedades de adesão e proliferação para células NIH/3T3, verificando-se uma 

maior preferência dessas células pela interface dos filmes preparados pelo método de 

imersão e sem a adição de NaCl. Foi verificado que a composição, rugosidade e 

molhabilidade representaram importante influência na adesão e proliferação celular. Os 

fibroblastos 3T3 exibiram morfologia de fuso e crescimento aleatório sobre a superfície 

dos materiais. O forte contato celular formado sobre a quitosana e seus derivados é 

conduzido pela atração eletrostática e alta adsorção de proteína. Os resultados obtidos 

sugerem que os sistemas em estudo são bons candidatos para uso como dispositivos 

biomédicos. 
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Capítulo 6 

 

Considerações Finais 

 

 No decorrer da Tese foi mostrada a importância de revestimentos biomédicos 

preparados com o intuito de melhorar a aplicabilidade e a superfície de resposta de 

materiais empregados nas áreas clínicas. A técnica "Layer-by-Layer" (LbL) de adsorção 

de polieletrólitos de cargas opostas é um método simples, barato e conveniente para este 

fim. Quitosana (QT) e seus derivados quando associados à Heparina (HEP), permitem a 

obtenção de filmes finos biocompatíveis que apresentam propriedades antimicrobianas, 

antiadesivas, anticoagulantes e capacidade de regeneração tecidual melhoradas, visto 

que as propriedades individuais de cada polieletrólito são somadas, o que pode ampliar 

a possibilidade de utilização desses materiais. 

 Derivados quaternários da QT, as TMCs, foram preparados e purificados a partir 

de diferentes metodologias. Atualmente, a TMC tem atraído bastante atenção e sendo 

foco de inúmeras patentes e estudos científicos, pois possui e mesmo supera algumas 

das boas propriedades observadas na QT. Nesta Tese foram obtidos filmes finos de 

QT/HEP, DMC/HEP e TMC/HEP onde as propriedades físicas, químicas e biológicas 

presentes nos sistemas LbL foram investigadas e discutidas. No Capítulo 4 foi 

verificado que tanto o pH em que os filmes foram preparados quanto o grau de 

quaternização (GQ) são fatores decisivos para a obtenção de sistemas com 

características antibacterianas e antiadesivas. Os sistemas estudados neste Capítulo de 

Tese (Capítulo 4) são bons candidatos para a utilização em revestimentos de 

dispositivos biomédicos, com o objetivo de evitar a contaminação por microorganismos 

que aderem a superfície dos dispositivos. No Capítulo 5 o enfoque principal foi verificar 
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o efeito da N-trimetilação da quitosana  sobre a viabilidade celular de fibroblastos 

NIH/3T3. Os filmes contendo DMC e TMC apresentaram boa adesão e proliferação 

celular frente aos fibroblastos, ratificando o fato que a N-trimetilação pode melhorar a 

capacidade de regeneração celular e mostrando mais uma vez que a TMC supera 

algumas propriedades da QT. Assim, a TMC pode ser usada em implantes biomédicos 

onde a regeneração tecidual é desejada.  

 Além das aplicações já citadas, os filmes finos obtidos nesta Tese também 

apresentam atividade anticoagulante, por sua associação com a HEP. Os ensaios para a 

avaliação das propriedades anticoagulantes dos filmes de multicamadas LbL 

(TMC/HEP) estão sendo realizados no Hospital de Genebra (Suíça) pela equipe do Prof. 

Waltpoth Beat em parceria com o Prof. Gero Decher (Estrasburgo, França). Além dos 

ensaios com filmes de TMC/HEP, estão sendo realizados testes com filmes finos de 

TMC/Sulfato de Dextrana. Os resultados tem se mostrado promissores e ambos os tipos 

de filmes apresentam efeito anticoagulante maior que os filmes contendo QT. Dessa 

forma, o uso de filmes finos baseados em TMC/HEP ou TMC/Sulfato de Dextrana, 

apresentam propriedades que os habilitam para serem aplicados para diversos fins 

biomédicos, tornado-se bons candidatos para o uso em revestimentos de biomateriais. 

Outra aplicação de sistemas de filmes finos contendo TMC seria a produção de novos 

curativos para a cura/cicatrização de feridas. Vale ainda ressaltar que o emprego da 

TMC em sistemas automontados por meio da técnica LbL, pode ser considerado um 

método "verde" e de baixo custo. De fato, o revestimento de materiais com filmes de 

derivados da QT pode ajudar a solucionar dois problemas: o primeiro associado à 

regeneração e cicatrização tecidual no local do trauma onde o material é implantado e, o 

segundo, associado à contaminação por microorganismos nas superfícies dos 

biomateriais, durante os procedimentos cirúrgicos. 
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