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APRESENTACAO

Esta Tese de doutorado tem seu contetido divido em seis Capitulos:

No Capitulo 1 - Sao feitas as consideragdes iniciais, sdo fornecidas definicbes e uma
breve revisdao bibliografica sobre biomateriais, biomateriais poliméricos, hidrogéis,
nanoparticulas automontadas, biopolimeros, quitosana e sulfato de condroitina;

No Capitulo 2 - S3o apresentados os dados referentes a preparagdo e a caracterizacdo
de um novo tipo de hidrogel onde a sua rede tridimensional é formada pela combinac¢ao
de reticula¢des quimicas e fisicas entre a quitosana (QT) e o sulfato de condroitina (SC);

No Capitulo 3 - S3o descritas a preparacgao e caracterizagdo de um biomaterial através
da complexacao polieletrolitica da QT e do SC para atuar como substrato na cultura e no
crescimento de células e tecidos. A viabilidade do substrato foi testada por meio de
diversos ensaios bioldgicos;

No Capitulo 4 - Sao reportadas a preparacdo e caracterizacdo de filmes através da
reacdo de complexacdo polieletrolitica entre a QT e o SC, utilizando a metodologia
“casting”. Estes filmes, os quais apresentam diferentes formulacdes, foram formados e
carregados com o farmaco sulfadiazina de prata (AgSD) para atuarem como
revestimento de ferimentos decorrentes de queimaduras;

No Capitulo 5 - Sdo apresentadas informagdes sobre a sintese e a caracterizacdo de um
novo copolimero em bloco com caracteristica anfifilica formado por SC e poli(acido
lactico) (PLA) utilizando uma reac¢do de “click chemistry”. Além disso, é fornecida
completa investigacdo do comportamento de automontagem deste copolimero em meio
aquoso;
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RESUMO

O uso de biopolimeros tem sido uma alternativa na preparagdo de novos materiais e na
substituicdo dos polimeros derivados de petroleo e, em muitos casos, resultados
extremamente interessantes tém sido observados. Isso ocorre, principalmente, na
preparacdo de materiais para atuarem como biomateriais, os quais necessitam de
propriedades especificas de acordo com o tipo de aplicacao. Nesta Tese o potencial dos
polissacarideos quitosana (QT) e sulfato de condroitina (SC) no preparo de novos
materiais foi explorada. Estes materiais tiveram sua aplicabilidade como biomateriais
testada para diferentes finalidades. A partir da modificacgdo quimica da QT com
metacrilato de glicidila(GMA) foi possivel obter um hidrogel quimicamente reticulado a
base de QT que possui a capacidade de complexar com o SC formando, assim, um
hidrogel com dois diferentes tipos de rede (“dual-network”); uma rede quimicamente e
outra fisicamente reticulada. A metodologia desenvolvida para a preparacdo desse tipo
de hidrogel permitiu também formar um hidrogel onde o SC, previamente modificado
com GMA, foi quimicamente reticulado em uma primeira etapa e, entdo, complexado
com QT na segunda etapa. Os dados obtidos a partir da completa caracterizacdo
estrutural e morfoldgica desses novos tipos de hidrogéis podem ser ferramentas uteis
para desenvolver metodologias que possibilitem melhorar as propriedades de hidrogéis
quimicos ja existentes ou, ainda, modula-los para serem aplicados com maior
especificidade, por exemplo, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Ainda,
fazendo uso da capacidade de complexac¢do polieletrolitica entre a QT e o SC, foram
obtidos substratos e filmes para atuarem como suportes (ou “scaffolds”) para cultura de
células e de materiais para serem usados como revestimentos de ferimentos. Ensaios
bioldgicos demonstraram que o complexo QT/SC possui excelentes propriedades fisico-
quimicas e biologicas para serem aplicados como substratos para cultura celular. Ja os
filmes de QT/SC, os quais foram carregados com o fAirmaco sulfadiazina de prata (AgSD),
apresentaram excelentes propriedades mecanicas e ensaios realizados mostram que os
mesmos podem atuar eficientemente na liberacao controlada daquele farmaco. Além
disso, ensaios de atividade bactericida e de viabilidade celular permitem inferir que os
filmes QT/SC/AgSD possuem atividade bactericida contra as duas cepas de bactérias
testadas, ndo apresentando toxicidade contra as células sadias, favorecendo ainda a

proliferacdo das mesmas. Esses resultados revelam que os filmes formados possuem
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potencial para serem utilizados como biomateriais para revestimento de ferimentos. Por
fim, fazendo uso de diferentes técnicas usadas em sintese organica e de uma reagdo do
tipo “click chemistry”, foi possivel formar um copolimero em bloco entre o SC e o
poli(acido latico) (PLA), o qual apresenta caracteristica anfifilica. Conforme os dados
obtidos a partir de diferentes técnicas de caracterizacao, observou-se que o copolimero
SC-b-PLA apresenta a capacidade de se automontar em meio aquoso, formando
estruturas micelares do tipo casca-caro¢o, as quais podem atuar eficientemente como
carreadores na liberacao controlada de farmacos hidrofébicos ou, ainda, formar filmes

organizados para atuar na cultura de células e tecidos.

Palavras-chave: Biomateriais; quitosana; sulfato de condroitina; hidrogéis; complexos
polieletroliticos; cultura de células; revestimento de ferimentos; liberacdo controlada de

farmaco; poli(acido latico); copolimeros em bloco; sistema automontado.
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ABSTRACT

Biopolymers have been used as a good alternative to replace the petroleum based

polymers especially in the obtainment of new materials for several applications. Herein,
in particular cases, the use of biopolymers was targeted for obtaining materials with
very interesting properties. The potential of the polysaccharides chitosan (CHT) and
chondroitin sulfate (CS) to form novel materials to be applied as biomaterials was
investigated in this Thesis. One of these materials was obtained through chemical
reaction of CHT with glycidyl methacrylate (GMA) which enabled the product to form a
chemically crosslinked hydrogel. Such hydrogel possesses ability for complexing with
the CS chains by electrostatic interactions forming a hydrogel dual-network because
both chemical and physical crosslinked networks are present. The methodology applied
to form this kind of hydrogel allows forming another dual-network hydrogel where the
CS, previously modified with GMA, was chemically crosslinked and furthering
complexed with the CHT chains. The data obtained from the structural and
morphological characterization of these two different hydrogels could be useful tools for
proposal methodologies allowing the formation of chemical hydrogels with improved
features. In addition, this kind of hydrogel (dual-network hydrogel) could be tailored to
show some specific property, which target its application in more specific systems, for
instance in drug delivery systems. The ability of CHT and CS to form polyelectrolyte
complexes was still explored to form scaffolds and films to be applied in cell and tissue
growth and wound healing. Biological assays performed with these materials showed
that the CHT/CS complexes possess good physical, chemical and biological properties to
efficiently act as scaffolds for cell culture. Once loaded with the drug Silver sulfadiazine
(AgSD), the CHT/CS/AgSD films showed good mechanical properties and the in vitro
AgSD release data confirm that such device could be efficiently applied in controlled
drug release. Furthermore, bactericidal activity and cell viability assays allow inferring
that the CHT/CS/AgSD films show bactericidal action against two different bacteria
strains and they do not show toxic effects on healthy cells. These data demonstrate that
the CHT/CS/AgSD films possess potential to be applied in wound healing. Finally,
making use of a suitable “click chemistry” approach an original amphiphilic block
copolymer based on CS and poly(lactic acid) (PLA) was synthesized. According to the

data obtained from different characterization methods, the formation of self-assembled
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structures from the CS-b-PLA copolymer chains in aqueous media was observed. The
self-assembled structures showed typical core-shell morphology, which could be a
promising device to encapsulate hydrophobic drug into the core region. Furthermore,
this copolymer could form self-assembled films to be applied as scaffolds for cell growth

or in tissue engineering.

Keywords: Biomaterials; chitosan; chondroitin sulfate; hydrogels; polyelectrolyte
complex; cell growth; wound healing; controlled drug release; poly(lactic acid); block
copolymer; self-assembly.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS

1.1. BIOMATERIAIS

Segundo a IUPAC (IUPAC, 2012) o termo “biomaterial” ¢ utilizado para definir um
“material empregado no contato com tecidos vivos, organismos ou microrganismos”. Outra
definicdo, menos simples, também pode ser empregada. Um biomaterial ¢ uma substancia ou
uma mistura de substancias de origem natural ou ndo, que compreende o todo ou parte de uma
estrutura viva ou dispositivo biomédico que realiza, aumenta ou substitui uma fun¢ao natural.
Estas substancias possuem uma interface com os sistemas bioldgicos para avaliar, tratar,
aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgao ou fun¢do do corpo (AMARAL et al., 2003).
Alguns dos exemplos que podem ser citados como biomateriais sdo proteses, implantes, lentes
de contato, marcapassos, enxertos e materiais usados em transplante. A evolu¢do dos
biomateriais ¢ relativamente recente e conjuntamente com essa evolucdo sugiram também
novos campos do conhecimento. A engenharia biomédica, biotecnologia, biomecanica,
sistemas para liberagdo controlada de farmacos, engenharia de tecidos e medicina
regenerativa sdo alguns exemplos (AMARAL et al., 2003). A 4rea dos biomateriais engloba o
conhecimento e a colaboragdo de diversas especialidades, desde o comportamento mecanico
até as fungdes bioldgicas em nivel molecular nos tecidos, passando pela engenharia de
materiais, onde sdo desenvolvidos sistemas com propriedades adequadas, além de
determinadas aplicagdes no organismo. A evolucdo atual dos biomateriais depende, assim,
dos avangos das diversas areas, de maneira global da biotecnologia e da ciéncia dos materiais.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013), grande parte
dos “materiais de uso em saude” sdo enquadrados como biomateriais como, por exemplo,
proteses, lentes, enxertos, “stents”, cateteres, tubos de circulacdo extracorporea, substratos

empregados na engenharia de tecidos, entre outros. Ao se levar em conta todas essas
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aplicacdes, faz-se necessdrio definir um pardmetro fundamental para a viabilidade dos
biomateriais: a biocompatibilidade. Dessa forma, a biocompatibilidade pode ser caracterizada
como a capacidade do material responder favoravelmente a uma aplicagdo especifica, com o
minimo de reagdes alérgicas, inflamatdrias ou téxicas, quando em contato com os tecidos
vivos ou fluidos biologicos (BOOTH et al., 1989). Nao existem materiais totalmente inertes,
uma vez que ha sempre uma resposta a qualquer substancia estranha quando esta ¢ inserida ou
estd em contato com um sistema vivo. Logo, ao alterar algumas propriedades dos materiais ¢
possivel minimizar ou controlar a resposta do tecido vivo. Além da biocompatibilidade, os
biomateriais poliméricos ndo devem apresentar toxicidade e ndo causar irritagdo ou provocar
quaisquer respostas fisioldgicas adversas (BUDDY et al., 2004). Nesse sentido, a bioatividade
¢ também importante na funcionalidade de um biomaterial, ja que sé € bioativo quando hé ao
menos uma resposta bioldgica positiva especifica na interface do material, por exemplo,
permitir o crescimento 6sseo € a ter uma ligagdo entre o tecido e o material (DUCHEYNE,

1987).

1.2. BIOMATERIAIS POLIMERICOS

Os polimeros biocompativeis apresentam grande potencial em aplicacdes biomédicas,
como no caso de placas Osseas, parafusos de fixacdo ou suturas (GILDING, 1981). As trés
principais classes de materiais utilizadas na preparacdo de biomateriais sdo: os metais, 0s
polimeros e as cerdmicas. Pode-se ter ainda a combinagdes desses trés tipos por meio da
preparacao de compositos. A partir dessa perspectiva, o desenvolvimento de biomateriais com
base em matrizes poliméricas tem proporcionado um grande avanco nesta area. Polimeros
sintéticos e de origem natural tém sido aplicados no desenvolvimento de biomateriais estaveis

em diversos formatos e dimensdes para os mais diferentes tipos de aplicacao.

1.2.1. Hidrogéis
Os hidrogéis sdo bons exemplos da crescente evolugdo dos biomateriais poliméricos.

Atualmente, os hidrogéis sdo pecas chave no desenvolvimento de novos sistemas para cultura
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celular, emboloterapia (fechamento proposital de uma via sanguinea), liberagao controlada de
farmacos e agentes biologicos, curativos, testes celulares, entre outros. Hidrogéis sao
formados por redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos capazes de absorver e reter
grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos (OMIDIAN et al., 2005; ZOHURIAAN-
MEHR et al., 2010). Além disso, esses sdo capazes de manter sua rede polimérica estavel
mesmo no estado intumescido. Essa propriedade resulta do fato de que as cadeias poliméricas
hidrofilicas, que formam o hidrogel, estdo reticuladas umas as outras assegurando assim a

estabilidade do mesmo (ver Figura 1.1).

Rede tridimensional

@ Reticulagio quimica (ligagio covalente)
() Reticulagdo fisica (juncdo)

P

...+ Reticulagdo fisica (enovelamento)

% Tamanho da malha (§)

Figura 1.1. Ilustracdo da rede tridimensional que forma os hidroggéis.

A reticulagdo da rede tridimensional dos hidrogéis pode ocorrer por meio quimico ou
fisico ou, ainda, por ambos. Nos hidrogéis quimicamente reticulados, ou hidrogéis quimicos,
as cadeias poliméricas estdo reticuladas através de ligagcdes covalentes, as quais sao
irreversiveis (TRABBIC-CARLSON et al., 2003). Esse tipo de hidrogel tem sido utilizado
como biomaterial em aplicagdes mais robustas como em casos de aplicagdes in situ em

implantes em 6rgaos humanos e animais. J& os hidrogéis fisicamente reticulados, ou hidrogéis
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fisicos, possuem as cadeias poliméricas reticuladas apenas por interagdes fisicas,
principalmente interagdes eletrostaticas, forcas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio
(CERCHIARA et al., 2002). Diferentemente do que ocorre com o hidrogel quimico, nesse
tipo de hidrogel pode ocorrer a desintegracao da rede polimérica caso sejam enfraquecidas as
interagdes fisicas que a constitui. Devido a esse comportamento, os hidrogéis fisicos sao
classificados como reversiveis. Logo, essa caracteristica favorece, por exemplo, a aplicacao
desses como carreador em sistemas de liberagdo controlada de farmacos (HOARE et al.,
2008). Além da diferenga entre o tipo de reticulag@o, os hidrogéis quimicos e fisicos também
diferem no método de preparacdo. Hidrogéis quimicos sdo preparados, principalmente, por: 1)
polimerizacdo de monomeros na presen¢a de um agente de reticulagdo, o qual atua como um
co-mondmero; ii) reticulagdo de cadeias poliméricas com ou sem a presenga de agente de
reticulagdo; 1iii) polimerizagdo de mondmeros (ou oligdmeros) com grau médio de
funcionalizacdo maior que 2. Deve ser salientado que o agente de reticulagdo deve, também,
possuir grau de funcionalizagdo maior que 2.

Em relagdo aos hidrogéis fisicos, estes podem ser preparados por meio de diferentes
metodologias. A mais usual ¢ a mistura de polimeros que apresentem grupos funcionais
eletricamente carregados ou que em uma dada condigdo apresentem cargas elétricas (por
exemplo, devido a variacdo do pH, forga idnica, etc.) (FAJARDO et al. 2010; FAJARDO et
al. 2012). Esses polimeros sdo chamados de polieletrolitos. Quando polieletrolitos de cargas
opostas sdo misturados, em solucdo, ocorre a formacao de complexos polieletroliticos devido
a forte atragdo eletrostatica entre as cargas opostas (FAJARDO et al., 2010; FAJARDO et al.,
2012). A reticulagdo fisica pode ocorrer, também, quando um polieletrolito ¢ colocado na
presenca de ions di- e tri-valentes de carga elétrica oposta (GREGOR et al., 1996). Ambas as
metodologias permitem formar hidrogéis nos mais diferentes formatos e escalas de tamanho.
Por exemplo, ¢ crescente o niumero de publicacdes onde hidrogéis, na forma de filmes e
membranas, sdo utilizados como substratos para cultivo de células e tecidos ou como

revestimentos de ferimentos (NGOC QUYEN et al., 2011; VAN VLIERBERGHE et al.,
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2011). Ainda, micro- e nano-hidrogéis tém sido cada vez mais usados como carreadores em
sistemas de liberacao controlada de farmacos.

Na verdade, nas ultimas duas décadas, os hidrogéis deixaram de ser apenas materiais
capazes de reter d4gua e passaram a ser desenvolvidos para diversas aplica¢des tecnoldgicas.
Isso se deve, principalmente, a forma¢do de uma nova classe de hidrogéis capazes de
responder a estimulos externos e internos. Esses novos hidrogéis responsivos sdo capazes de
alterar alguma de suas propriedades (como volume, porosidade, etc.) em funcdo da variagdo
de alguns pardmetros do meio no qual esta inserido. Por exemplo, em condi¢des especificas,
um hidrogel no estado intumescido e que tenha propriedade responsiva pode ter sua rede
colapsada em fun¢do da variacdo de algum estimulo externo fazendo com que o liquido
absorvido seja liberado (MATHEW et al., 2012). Essa propriedade responsiva de alguns
hidrogéis foi um fator decisivo para dar inicio a aplicagdo dos mesmos em diferentes areas (no
caso, tecnoldgicas e biotecnoldgicas). Dentre essas areas estd a dos biomateriais, a qual tem se
servido das interessantes propriedades dos hidrogéis, ja que estes possuem consisténcia macia
(ZHU et al., 2011), elasticidade e similaridade com tecidos humanos (SLAUGHTER et al.,
2009) e a capacidade de absor¢do e retencdo de uma grande quantidade de liquidos aquosos.
Além disso, diversos estudos mostram que os hidrogéis apresentam biocompatibilidade com
diferentes sistemas bioldgicos; uma propriedade fundamental para um candidato a biomaterial

(SLAUGHTER et al., 2009; ZHU et al., 2011).

1.2.2. Nanoparticulas automontadas

Nao somente os homopolimeros tém sido utilizados na obtencdo de novos
biomateriais, mas também os copolimeros. Um copolimero nada mais ¢ do que um polimero
formado por dois ou mais diferentes tipos de monomeros, ou seja, ele consiste de diferentes
unidades repetitivas. Os copolimeros podem ser classificados de acordo com o arranjo dessas
unidades repetitivas (ou unidades monoméricas) ao longo de sua cadeia. Dentre os tipos mais
comuns de copolimeros podemos citar: os aleatorios; os alternados; os em bloco; os

enxertados; os em estrela e os em escova.
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Dentre esses exemplos, os copolimeros bloco apresentam, em muitos casos,
caracteristica anfifilica, isto ¢, um dos blocos possui caracteristica hidrofilica enquanto o
outro possui caracteristica hidrofoébica. Copolimeros em bloco com caracteristica anfifilica
tém recebido grande destaque na preparagao de novos biomateriais devido a sua habilidade de
automontagem, a qual permite a preparacdo de estruturas com diferentes morfologias
(micelas, vesiculas, etc.) ou filmes finos (BORISOV et al., 2011). Todos esses materiais
possuem numerosas aplicacdes em sistema de liberacdo de farmacos, nanoreatores e
“nanotemplates” (ROSLER et al., 2001). Nanoparticulas formadas pela automontagem dos
copolimeros em bloco sdo um dos mais promissores nanocarreadores para liberagdo
controlada de moléculas ativas com caracteristica hidrofobica ou hidrofilica. Isso ocorre, pois
a automontagem de copolimeros em bloco com carater anfifilico representa uma rota atraente
para obtengdo de materiais com estrutura definida. Quando em meio aquoso, por exemplo, 0s
blocos hidrofébicos formam a caroco (“core”) da particula, enquanto que o os blocos

hidrofilicos formam a casca (“shell”) (ver Figura 1.2).

Copolimero em bloco Particulas automontadas

¥
St — W

' Bloco hidrofébico % :E:é
Bloco hidrofilico J N

Figura 1.2. Esquema ilustrativo da automontagem de copolimeros em blocos, com carater

anfifilico, em meio aquoso.
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A estrutura casca-carogo cria um microambiente ideal para incorpora¢dao de firmacos
hidrofobicos na regido do caroco, enquanto que a casca hidrofilica ¢ responsavel por
estabilizar a interface entre a carogo hidrofobica e o meio aquoso. Essa configuragdo também
melhora a dispersdo, inibe a agregagdo e interagdo com outros componentes hidrofobicos,
além de reduzir possiveis efeitos colaterais do farmaco (BRANCO et al., 2009). Contudo,
deve ser salientado que a estrutura formada pela automontagem ira depender de alguns fatores
como a razdo madssica (ou volumétrica) entre os segmentos hidrofobicos e hidrofilicos,
concentragcdo do copolimero em solugdo, do solvente, da temperatura, do pH, da forca ionica,
etc.

A associagdo de polimeros hidrofobicos com biopolimeros como no caso dos
polissacarideos, os quais geralmente sdo considerados hidrofilicos, propiciam a preparagdo de
copolimero com propriedades desejaveis visando sua aplicagdo como biomateriais. Sendo um
dos blocos do copolimero formado por um polissacarideo pode-se, por exemplo, aumentar a
biocompatibilidade da estrutura automontada (MODOLON et al., 2012). Além disso, a casca
formada pela estrutura do polissacarideo pode aumentar a absortividade do mesmo pelo

organismo (LEMARCHAND et al., 2004).

1.3. BIOPOLIMEROS

Biopolimeros sdo polimeros produzidos por organismos vivos. Celulose, proteinas,
peptideos, DNA e RNA sdo todos modelos de biopolimeros (MANO, 1989). A celulose ¢ um
dos exemplos mais comuns de biopolimeros e ¢ o material organico mais abundante em nosso
planeta. J& o biopolimero DNA ¢, sem duvida, o mais importante, pois ¢ o meio pelo qual a
heranga genética de um individuo ¢ transferida aos seus descendentes.

A principal diferenca entre os polimeros convencionais e os biopolimeros pode ser
encontrada nas suas estruturas. Polimeros, incluindo os biopolimeros, sdo constituidos de
unidades repetitivas chamadas de meros. Na maioria dos casos, os biopolimeros tém sua
estrutura bem definida, embora essa ndo seja uma caracteristica predominante. A exata

composicdo quimica e a sequéncia, na qual essas unidades repetitivas estdo ordenadas, sao
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caracteristicas de sua estrutura primaria, como no caso das proteinas. Muitos biopolimeros
apresentam como principal caracteristica uma estrutura complexa, a qual determina suas
funcdes biologicas. Ao contrario disso, os polimeros sintéticos geralmente possuem estrutura
simples e mais aleatoria (ou estocastica). Isso faz com que estes apresentem, na maioria das
vezes, uma distribuicdo de massas molares caracteristica, o que geralmente ndo é observado
nos biopolimeros.

Em contraste aos polimeros sintéticos, os biopolimeros tendem a ter uma estrutura
bem definida. Cada molécula de uma determinada proteina, por exemplo, possui um
sequenciamento similar do nimero de mondmeros e, portanto, a incidéncia de distribuicao de
massas molares nas proteinas ¢ baixa. Esse fenomeno ¢ chamado de monodispersividade, que
contrasta na, maioria das vezes, com a polidispersividade observada nos polimeros sintéticos.
Além disso, esses polimeros de ocorréncia natural tém complexos padrdoes de dobramento,
incluindo as estruturas secunddrias e terciarias, as quais surgem com base nas propriedades da
estrutura primaria (SWIFT, 1994; JUNIOR, 2002).

Muitos biopolimeros sdo extraidos e purificados para o uso comercial e varios outros
sdo estudados tanto para ampliar as aplicacdes ja existentes quanto para as novas aplicacdes.
Algumas dessas novas aplicagdes estdo voltadas prioritariamente para substituicdo dos
materiais derivados do petroleo (por exemplo, as embalagens plésticas), para tecnologia de
alimentos, na demanda por alimentos convenientes € menos caldricos e para atuar na obtenc¢ao
de biomateriais, fundamentais para o desenvolvimento da biotecnologia. Em um futuro
préoximo, os biopolimeros irdo desempenhar um importante papel nessas areas por meio de
seu uso em plasticos biodegradaveis, tais como: os aditivos alimentares (incluindo analogos
de lipidios), na engenharia de tecidos e também, como carreadores de farmacos. Desse modo,
a ampla aplicabilidade dos biopolimeros deve-se ao fato dos mesmos apresentarem relativa
biodegradabilidade e grande biocompatibilidade, além de serem obtidos a partir de recursos
renovaveis, aspectos muito interessantes e desejados na obtencdo de novos materiais

(KAPLAN, 1998).
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Uma 4rea emergente dentre as pesquisas com biopolimeros ¢ a aplicagdo na
preparacdo de novos materiais. Os biopolimeros vém desempenhando um papel fundamental
na nanotecnologia e na sintese de materiais biomiméticos. Por apresentarem propriedades
fisicas, quimicas e biologicas Unicas, os biopolimeros proporcionam a realizagao de diversas
pesquisas de ponta como a sua utilizagdo como substratos para a formagdo de arquiteturas
moleculares. A formacdo de tibulos lipidicos e proteinas reticuladas sob estruturas
biopoliméricas podem abrir novas oportunidades de um mercado altamente especializado para
biopolimeros (HAYASHI, 1994). Outro exemplo ¢ a preparagdo de hidrogéis a partir de
biopolimeros, mais especificamente de polissacarideos, para aplicagdo como biomateriais.
Além de apresentar a biocompatibilidade exigida pelos biomateriais, os polissacarideos sao
obtidos a partir de fontes renovaveis e apresentam baixo custo de produgdo/obten¢do. Soma-
se a isso o desenvolvimento de novas metodologias e técnicas de modificacdo quimica, as
quais permitem a insercao de grupos especificos nas estruturas dos polissacarideos, tornando-
os reticulaveis e até mesmo responsivos (CRISPIM et al., 2012). Além da reticulagdo
quimica, os polissacarideos podem também produzir hidrogéis fisicos por meio de
complexacdo polieletrolitica, como ¢ o caso da quitosana e do alginato (FAJARDO et al.,

2010; FAJARDO et al., 2012).

1.3.1. Quitosana

Um dos polimeros amplamente utilizados na obtencdo de biomateriais ¢ a quitosana
(QT), um copolimero linear da D-glicosamina e da N-acetil-D-glicosamina com ligagdo do
tipo p(1—4) (Figura 1.3). E derivada do biopolimero quitina que, por sua vez, é o principal
componente das conchas dos crustaceos, cuticulas dos insetos e paredes das células dos
fungos (KAS, 1997). Os principais parametros que influenciam nas caracteristicas da
quitosana sdo a sua massa molecular e o seu grau de desacetilagdo, os quais sao determinados
pelas condicdes selecionadas durante a sua preparacdo que, a0 mesmo tempo, podem ser
modificados em um estagio posterior. Por exemplo, a QT pode ser reacetilada e a massa molar

pode ser diminuida por despolimerizagdo acida (BERGER, 2004). Outra caracteristica
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importante da QT ¢ a sua insolubilidade em agua pura. Contudo, € possivel solubiliza-la em
agua contendo acidos organicos como acido acético, formico, citrico, além de 4acidos
inorganicos como 4acido cloridrico diluido resultando em solugdes viscosas. Logo, a
solubilidade da QT est4 relacionada com a quantidade de grupos amino protonados (-NH;")
na sua cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade desses grupos, maior a repulsdao

eletrostatica entre as cadeias e, também, maior a solvatagao destas pela agua.

H\\O OH B B
O
OH
HO O 5
NH; HO LOH
_ Jm
HN
O
H3C n

Figura 1.3. Unidade repetitiva da quitosana (m > n).

Na verdade, a QT tem sido objeto de muitas pesquisas, pois possui propriedades
fisicas unicas. Ela ¢ um interessante polimero com boa biocompatibilidade, baixa toxicidade,
potencial hemostatico, boa caracteristica de preparagdo de filmes e atividade anti-infecciosa
(RADHANKRISHNAN et al., 1991; RAO et al., 1997). Além disso, a quitosana ¢
metabolizada por certas enzimas humanas (lisozima, por exemplo) podendo assim, ser
considerada biodegradavel.

Esse versatil polimero tem encontrado aplicagdes em muitas industrias primarias como
a agricultura, de papel, téxtil, farmacoldgica, cosmética e no tratamento de 4gua (HAMMAN,
2010). Por apresentar grupos amino e hidroxila em posi¢des adjacentes, a quitosana ¢ um

polimero quelante natural que pode ser utilizado para remover ions de metais de transicao de
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aguas poluidas (GUPTA et al., 2000). Outro fator observado ¢ a sua atuacdo na cicatriza¢ao
de ferimentos ao possuir agdo antitumoral e propriedades anticoagulantes, as quais permitem a
sua utilizagdo na medicina como transportadores de firmacos, para o reparo de nervos ou
substratos porosos biodegradaveis para regeneracdo da pele. Desse modo, pesquisas sobre o
uso de quitosana em sistemas de libera¢do controlada de farmacos indicam aplica¢des do tipo
oral, parental, transdermal, ocular e nasal. Além disso, a QT tem sido utilizada na obtenc¢do de
sistemas implantados de liberagao controlada (CAPITANI et al., 2001).

Devido as suas diferentes aplicagdes, a QT tem sido formulada em po, géis e filmes,
esponjas, tabletes intragastricos e, especialmente, no formato de particulas esféricas (micro e
macroparticulas). Alids, duas das suas propriedades mais importantes sdo a natureza catidnica
e a alta densidade de carga em solucdo 4cida, ja forma complexos idnicos insoliveis com
espécies polianidnicas soliveis em dgua em condi¢des neutras. Isso faz com que os
complexos polieletroliticos, sendo a QT um dos seus componentes, apresentem um grande

potencial para serem utilizados em aplica¢des biomédicas e/ou farmacéuticas.

1.3.2. Sulfato de Condroitina

O sulfato de condroitina (SC) integra a familia dos glicosaminoglicanos (GAGs),
sendo caracterizado como um copolimero alternado de B(1,4)-D-acido glicurdnico e B(1,3)-N-
acetil-D-galactosamina, os quais podem ser sulfatados nos carbonos C4 ou Cg (Figura 1.4). O
SC ¢ considerado um importante componente estrutural de ligagdes dos tecidos, pois forma
uma rede com o coldgeno para permitir a passagem de macromoléculas com as proteinas
globulares, sendo também, um componente chave da matriz cartilaginosa, Alids, outra
caracteristica interessante do SC ¢ a sua degradacdo por bactérias anaerdbicas, B.
thetaiotaomicron e B. ovatus, que residem no intestino grosso (SALYERS, 1979; SALYERS
et al., 1980). Essa situagdo sugere que o SC seja, potencialmente, um bom candidato em

carregador de farmacos para atuar na regiao do colon (SINTOV et al., 1995).
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Figura 1.4. Unidade repetitiva do sulfato de condroitina (Y =H" e X =SO30u Y = SO0;” ¢ X

=H").

Esse biopolimero, extraido comercialmente a partir da aorta bovina, ¢ utilizado ha
bastante tempo no combate de doencas relacionadas a aterosclerose, trombose, hiperlidemia e
osteoartrite (RICHY et al., 2003). Estudos clinicos ja t€m demonstrado efeitos terapéuticos do
SC administrado via oral em pacientes com osteoporose, com a melhoria na fungao articular e
redu¢do de dores. No entanto, o fato do SC ser altamente soliivel em condicdes fisiologicas
limita sua aplicacdo como veiculo no estado sélido. Nesse sentido, por ser um polieletrélito
com carater anidnico, o SC pode formar complexos polieletroliticos (PEC) pela interagao
eletrostatica com substancias positivamente carregadas podendo, assim, ser uma Otima
estratégia para manter o SC no estado s6lido. O SC pode, ainda, ser um interessante
componente na preparagdo de novos copolimeros ao possibilitar a formagdo de materiais

unicos com grande potencial em aplicagdes biologicas e farmacoldgicas.
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1.5. OBJETIVOS DO TRABALHO

1.5.1.

1.5.2.

Objetivos gerais

Investigar o potencial da quitosana (QT) e do sulfato de condroitina (SC) na preparagao
de diferentes tipos de biomateriais, conjuntamente ou em associagdo com outros
polimeros/compostos;

Desenvolver metodologias para prepara¢ao de biomateriais a base de QT e/ou SC;
Desenvolver metodologias para preparacdo de biomateriais a base de copolimeros em
bloco de SC e de poli(acido latico) (PLA);

Caracterizar fisico-quimica e biologicamente os biomateriais preparados;

Avaliar a aplicabilidade destes biomateriais.

Objetivos especificos

Preparar hidrogéis que combinem redes quimica e fisicamente reticuladas utilizando
técnicas de modificagdo quimica e a capacidade de complexacdo polieletrolitica dos
polissacarideos QT e SC;

Preparar um substrato a partir da QT/SC para ser utilizado como suporte para
crescimento celular e de tecidos;

Preparar filmes a partir da QT/SC para atuarem como revestimento de ferimentos
decorrentes de queimaduras e também como carreador do farmaco sulfadiazina de prata
(AgSD);

Sintetizar um copolimero em bloco de SC e poli(acido latico) (PLA) capaz de se
automontar em agua, formando assim nanoparticulas para atuarem como possiveis
carreadores em sistemas de liberagdo controlada de farmacos;

Caracterizar todas as modificagdes quimicas realizadas bem como as mudangas
estruturais e morfologicas decorrentes dos processos de preparacdo utilizados para cada

material;
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* Executar ensaios in vitro de liberacdo controlada de farmaco e de atividade bactericida
da AgSD, citotoxicidade e adesdo e proliferagdo celular dos substratos de QT/SC a fim

de avaliar a aplicabilidade dos materiais formados como potenciais biomateriais.



CAPITULO 2

HIDROGEIS DE QUITOSANA/SULFATO DE CONDROITINA
FORMADOS A PARTIR DE REDES QUIMICA E FISICAMENTE
RETICULADAS: DESENVOLVIMENTO, SINTESE E

CARACTERIZACAO

2.1. INTRODUCAO

Por possuirem interessantes propriedades fisico-quimicas os hidrogéis tém sido
aplicados em diversas areas (ZOHURIAAN-MEHR e KABIRI, 2008; SCHEXNAILDER e
SCHMIDT, 2009). A rede tridimensional que forma a matriz do hidrogel pode absorver e
reter grandes quantidades de liquido sem se dissolver ou perder sua integridade estrutural,
sendo esta sua principal caracteristica (OMIDIAN et al., 2005). Nas ultimas décadas, o
principal objetivo das pesquisas envolvendo hidrogéis tem focado na sua preparagdo e
aplicacdo. Geralmente, a preparacdo do hidrogel ¢ modulada para atender as expectativas da
sua futura aplicagdo. Um dos aspectos importantes na preparagdo do hidrogéis se refere ao
tipo de metodologia de reticulacdo aplicada na formacdo da rede tridimensional. Redes
quimicamente reticuladas, ou hidrogéis quimicos, s3o formadas geralmente por
macromoléculas covalentemente ligadas um asa outras enquanto que as redes fisicamente
reticuladas, ou hidrogéis fisicos, sdo formadas a partir da atragdo eletrostatica entre as
macromoléculas carregadas de maneira oposta. Hidrogéis quimicos sdo frequentemente
formados por polimeros sintéticos ou naturais, os quais sdo previamente modificados para
introduzir um grupo funcional reticuldvel ou entdo sdo utilizados agentes quimicos especificos
para reticulagdo (BURDICK et al., 2011; YAN et al., 2013). Por outro lado, hidrogéis fisicos
sdo formados usualmente pela simples mistura de solu¢des aquosas dos polimeros com cargas
opostas, 0s quais possuem grupos funcionais carregados ou eletricamente carregaveis

(FAJARDO et al., 2012).
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Neste Capitulo ¢ apresentado um novo tipo de hidrogel onde sua matriz tridimensional
¢ formada por ambas as possibilidades de reticulagdo - quimica e fisica. Esse novo tipo de
hidrogel que combina dois tipos de técnicas de reticulacdo ¢ denominado na lingua inglesa
como hidrogel “dual-network”, o qual pode formar materiais com propriedades superiores aos
tradicionais, além de sobrepor algumas das limitagdes inerentes a cada tipo de hidrogel
(quimico e fisico). A ideia principal apresentada aqui ¢ preparar primeiramente um hidrogel
quimico a partir de quitosana (QT) modificada e, entdo, realizar a reticulagdo fisica desta
primeira rede com sulfato de condroitina (SC). Para isto, grupos metacrilatos provenientes do
metacrilato de glicidila (GMA) foram quimicamente inseridos na estrutura da QT
possibilitando, assim, sua reticulagdo quimica com N’,N’-metilenobisacrilamida (MBA), um
agente de reticulagdo. Em sequéncia, a reticulagdo fisica foi feita imergindo o hidrogel
quimico de QT em uma solu¢do acida de SC. Diversos trabalhos descritos na literatura tém
explorado essa possibilidade de combinar SC com polieletrdlitos cationicos, como € o caso da
QT (FAJARDO et al., 2010; MUZZARELLI et al., 2012). Para testar a viabilidade ¢
reprodutibilidade dessa metodologia, outro hidrogel foi também formado. Porém, nesse caso,
o SC foi quimicamente modificado com GMA para formar entdo um hidrogel quimico, o qual
foi posteriormente imerso em uma solugao de QT para formar a rede fisicamente reticulada.

A caracterizagdo completa desse novo tipo de hidrogel bem como os resultados
obtidos sdo apresentados no decorrer deste Capitulo. Na verdade, a partir dos dados obtidos ¢
possivel constatar a formagdo de uma nova classe de hidrogéis. Além disso, o uso de
polimeros de origem natural ¢ uma ideia original no que diz respeito a esse tipo de material.
Como consequéncia direta do uso dessa metodologia para a obtengdo deste tipo de material,
h4 a possibilidade de ampliacdo da faixa de aplicabilidade do hidrogel devido sua baixa
toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade. Todas essas caracteristicas sao

desejéaveis para potenciais aplicagdes biologicas e farmacologicas, por exemplo.
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2.2. EXPERIMENTAL
2.2.1. Materiais
Quitosana (QT, CAS 90-77-7, Golden-Shell Biochemical, China) 85 % desacetilada ¢
massa molar viscosimétrica (My) igual a 87.000 g/mol; sulfato de condroitina (SC, CAS
9007-28-7, gentilmente cedida por Solabia - Brasil) com M, igual a 22.000 g/mol. Ambas as
massas molares viscosimétricas (M,) foram obtidas de acordo com a metodologia
previamente descrita por Fajardo et al. (2010). Metacrilato de glicidila (GMA, 97 %, CAS
106-91-2, Sigma-Aldrich, EUA); N’,N’-metilenobisacrilamida (MBA, CAS 110-26-9, Sigma,
EUA); Acido acético (100 %, CAS 64-19-7, Nuclear, Brasil) e persulfato de sodio (Na,S,0s,

98 %, CAS 7775-27-1, Sigma-Aldrich, EUA).

2.2.2. Métodos
2.2.2.1. Técnicas de caracteriza¢do

Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) foi realizada em um espectrometro
Shimadzu (modelo 8300, Japdo) operando na faixa de 500 a 4000 cm™ com resolugdo de 4
cm’. Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (NMR) de hidrogénio ('H) e carbono
(°C) no estado sélido foram realizadas em um espectrometro Varian (modelo Oxford 300,
Austréalia). Medidas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram executadas a
25 °C usando uma estacao de trabalho Surveyor Plus (Thermo Fisher Scientific, EUA)
equipada com uma coluna cromatografica PolySep-GFC-O 6000 (300 x 7,8 mm,
Phenomenex) e um detector de arranjos de diodos (Surveyour Plus PDS Detector), ambos
controlados pelo software ChromChest”. Solugdo aquosa de acido acético (1,5 % v/v) foi
usada como fase movel em um fluxo de 0,5 ml/min. Os eluentes contendo as amostras foram
monitorados em um comprimento de onda (A) igual a 212 nm. Termogravimetria (TG) foi
realizada em um sistema de analise térmica simultinea Netzsch (modelo STA 409/PG/4/G
Luxx, EUA) com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de Ny, (fluxo de 20
ml/min) e em uma faixa de temperatura de 22 a 400 °C. Medidas de difracdo de raios-X

(XRD) foram feitas em um difratometro DMAXB (modelo Rigaku, Japao) equipado com uma
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fonte da radiacdo de Cu-K, (A = 1,54 A). As medidas foram feitas em um angulo de varredura
(20) de 5 a 70 °, com resolugdo de 0,02 ° e velocidade de varredura de 2 °/min. Imagens de
microscopia eletronica de varredura (SEM) foram obtidas em um microscopio Shimadzu
(modelo SS550 Superscan, Japao). Para obtencdo das imagens, as amostras foram,
primeiramente, imersas em agua destilada a temperatura ambiente até que atingissem o
equilibrio de intumescimento (aproximadamente 24 h apds a imersdo). Feito isso, as amostras
foram congeladas em Ny e liofilizadas (Christ, modelo Alpha 1-2 LD Plus, Alemanha) a -55
°C por 24 h. Apos serem fraturadas, as amostras foram cobertas por uma fina camada

condutora de ouro e, entdo, as imagens foram obtidas por SEM.

2.2.2.2. Modificagdo quimica da QT e do SC com GMA

A estratégia utilizada para preparar ambos os polimeros modificados com GMA foi
adaptada da literatura (LI et al, 2003; REIS et al., 2006). QT modificada com GMA
(denominada aqui como QT-mod) foi sintetizada a partir da solubilizacdo da QT (2 g - 1 eq)
em solucdo aquosa de acido acético (1,5 % v/v, 200 ml) a temperatura ambiente por 4 h.
Apds, GMA (2,1 ml - 10 eq) foi adicionado ao sistema reacional, o qual foi posteriormente
aquecido at¢ 60 °C. A reagdo foi mantida sob agitacdo magnética por 12 h. O sistema
reacional foi resfriado e o material de interesse precipitado com a adicao de etanol (200 ml) e,
entdo, recolhido por processo de filtragdo a vacuo. O filtrado foi lavado varias vezes com
porcdes de etanol para remover qualquer material ndo reagido. A QT-mod foi liofilizada a -55
°C por 24 h e como resultado foi obtido um p6 amarelado. Rendimento: 1,75 g (74,5 %).
FTIR (cm™): 3431 (O-H e N-H); 2928 ¢ 2876 (C-H); 1728 (C=Ocsier); 1657 (C=C); 1554 (N-
H, flexdo); 1418 ¢ 1384 (C-H, flexdo); 1316 (C-N); e 1162, 1054, e 1034 (C-0). NMR 'H
(300 MHz, D,0, 298 K, &, ppm): 6,02 (d, C=CH,); 5,62 (d, C=CH>); 4,79 (m, H-19NA¢ ¢ H-
19N); 4,52 (d, O-CH,); 3,90 — 3,30 (m, CH, 5xCH,, NH ¢ OH); 3,77 (m, H-3,4,6°N*¢ ¢ H-
3,4,69MN); 3,57 (m, H-5,69N¢ e H-5,69M); 3,40 (m, O-CH); 3,03 (m, H-29N ¢ H-29N);
1,93 (s, CH3); e 1,73 (s, CH3). (Nota: GIcN = unidade D-glucosamina e GIcNAc = unidade N-

acetil-D-glucosamina).
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SC modificado com GMA (denominado SC-mod) foi sintetizado utilizando uma
metodologia similar a descrita acima. O SC (10 g - 1 eq) foi solubilizado em 4gua destilada
(100 ml) a temperatura ambiente por 4 h. O pH do meio reacional foi ajustado para 3,5 com a
adi¢do de solugdo acido acético (1,0 M). Feito isso, GMA (2,1 ml - 0,7 eq) foi adicionado ao
sistema reacional que, posteriormente, foi aquecido at¢ 60 °C e mantido sob agitacdo
magnética por 12 h. Apds, o sistema reacional foi resfriado e o SC-mod precipitado pela
adi¢do de etanol (100 ml) e, entdo, recolhido por filtracdo a vacuo. O filtrado foi lavado
diversas vezes com porgdes de etanol para remover todos os materiais que ndo reagiram. O
SC-mod foi liofilizado a -55 °C por 24 h e o resultado foi um pd fino branco. Rendimento
9,23 g (91,3 %). FTIR (cm™): 3417 (O-H e N-H); 2972 ¢ 2915 (C-H); 1719 (C=Ogsier); 1633
(C=0amiga € C=C); 1574 (N-H, flexdo); 1421 e 1378 (C-H, flexdo); 1315 (C-N); 1250 (SO,); e
1131 e 1035 (C-O). '"H NMR (300 MHz, D,0, 298 K, J, ppm): 6,11 (d, C=CH,); 5,70 (d,
C=CH,); 4,69 (d, O-CHb,); 4,48 (m, H-19Y ¢ H-19™4%): 4 30 — 3,20 (m, H-2,3,4,5,6°"* ¢
H-2,3,4,5,6N O-CH, CH, 5xCH,, NH, ¢ OH); 1,94 (s, CHs); ¢ 1,89 (s, CH3). (Nota:

GlcUa = unidade acido glicurénico e GalNAc = unidade N-acetil-D-galactosamina).

2.2.2.3. Preparagado dos hidrogéis “dual-network”

A primeira etapa da preparacao dos hidrogéis “dual-network” foi a reticulagdo quimica
do polimero modificado com GMA. Para isso, QT-mod (1,50g) foi solubilizada em solugao
aquosa de acido acético (1,5 % v/v, 50 ml) a temperatura ambiente por 4 h. MBA (45 mg) e
NayS:05 (30 mg) foram adicionados ao sistema reacional e a temperatura foi aumentada até
70 °C. O sistema foi mantido a 70 °C por 1 h para completar a reticulagdo do hidrogel. O
hidrogel quimico formado a partir da QT-mod (QT-gel) foi lavado em agua destilada para
remover algum material ndo reagido. Por fim, QT-gel foi cortado em porgdes cubicas
(dimensdes: 1 x 1 x 1 cm), as quais foram secas em estufa (50 °C) por 24 h. Rendimento:
1,32 g (peso seco).

A reticulagdo fisica dos hidrogéis quimicos de quitosana (QT-gel) foi feita pela

imersao desses em solugdes aquosas acidas de SC. A solugao aquosa de SC foi preparada pela
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adi¢do de SC (2,5 g) em solucdo aquosa de acido acético (1,5 % v/v, 50 ml). Amostras do QT-
gel foram imersas em diferentes frascos contendo a solu¢do de SC, por intervalos de tempo
distintos (6, 12 e 24 h). Apos cada intervalo de tempo, previamente determinado, as amostras
de QT-gel, agora fisicamente reticuladas com SC (denominadas de QT-gel/SC) foram
removidas dos seus respectivos frascos e, entdo, lavadas diversas vezes com agua destilada e,
por fim, secas em estufa (50 °C) por 24 h. Aliquotas das solucdes de SC de cada frasco foram
recolhidas apds a preparag@o dos hidrogéis QT-gel/SC para quantificar o SC complexado em
cada amostra nos diferentes tempos de imersao.

Utilizando uma metodologia similar, foram formados hidrogéis “dual-network” de SC
(SC-gel/QT). Primeiramente, SC-mod (7,50 g) foi solubilizado em 4gua destilada (50 ml) a
temperatura ambiente por 4 h. MBA (225 mg) e NaS,0g (225 mg) foram adicionados ao
sistema reacional, o qual foi aquecido até¢ 70 °C e mantido nessa temperatura por 1 h para
completar a reticulacdo quimica do SC-mod. O hidrogel quimicamente reticulado de SC (SC-
gel) foi lavado em dgua destilada por 24 h e cortado em porgdes ctbicas (dimensdes: 1 x 1 x 1
cm), as quais foram secas em estufa (50 °C) por 24 h. Rendimento: 5,89 g (peso seco).

Os hidrogéis SC-gel, por sua vez, foram imersos em solu¢do aquosa acida de QT para
preparacdo da rede fisicamente reticulada. A solugdo aquosa acida de QT foi formada pela
solubilizagdo de QT (0,75 g) em solucdo de acido acético (1,5 % v/v, 50 ml). As amostras de
SC-gel foram imersas em diferentes frascos, os quais continham a solucdo de QT, por
diferentes intervalos de tempo (6, 12 e 24 h). Apds, as amostras foram coletadas, lavadas em
agua destilada e, por fim, secas em estufa (50 °C, 24 h). Apos a preparagdo dos hidrogéis SC-
gel/QT, aliquotas das solucdes de QT de cada frasco foram recolhidas e estocadas para

determinar a quantidade de QT complexada em cada tempo de imersao.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Modificacao quimica da QT e do SC com GMA
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A funcionalizagdo da QT e do SC com grupos metacrilato provenientes do GMA ¢

uma estratégia bastante atraente, pois permite a polimerizagdo radicalar dos polimeros
modificados, formando, assim, redes tridimensionais quimicamente reticuladas (TIWARI et
al., 2009; MORELLI et al., 2010). A modificacdo quimica de polissacarideos com GMA tem
sido explorada e reportada com sucesso por varios estudos. De acordo com Reis ef al. (2009),
a reacdo de modificacdo quimica dos polissacarideos com GMA pode ocorrer por duas rotas.
A primeira ¢ uma reagdo de transesterificacdo responsavel por formar produtos metacrilatados
e, como subproduto, o glicidol. A segunda ¢ uma reagdo de abertura do anel epdxido do
GMA, a qual pode produzir dois produtos de acordo com o sitio de abertura do anel epdxido.
Comparando as duas rotas, a primeira, a transesterificacdo, ¢ uma reacdo rapida e reversivel
que predomina quando o solvente utilizado tem carater aprético (como, por exemplo, o
dimetilsulfoxido) (REIS et al., 2009). Ja a segunda rota, a abertura do anel epdxido, ¢ uma
reagdo lenta e irreversivel, prevalecendo quando o solvente utilizado tem carater protico
(como, no caso, a dgua) (REIS et al., 2009). Levando em conta essas consideracdes e o fato
de que as reagdes quimicas entre os polissacarideos (QT e SC) com GMA sao conduzidas em
meio aquoso, pode-se sugerir que a rota por abertura do anel epoxido predomina sobre a
transesterificagdo. A Figura 2.1 mostra um esquema geral das reagdes entre os polissacarideos

(QT e SC) e 0 GMA, das quais resultam os produtos: QT-mod e SC-mod.
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Figura 2.1. Esquema ilustrativo da reagdo de abertura do anel epéxido do GMA com os

polissacarideos QT e SC.

Os polissacarideos modificados (QT-mod e SC-mod) foram sintetizados a partir da
reacdo entre os polissacarideos(QT e SC) com GMA em meio aquoso e meio acido (pH =
3,5). Nestas condic¢des, conforme descrito na literatura, 0 GMA pode reagir com 0s grupos
hidroxilicos e carboxilicos presentes nas estruturas dos polissacarideos por meio de uma
reacdo de abertura do anel epdxido (GUILHERME et al., 2007; REIS et al., 2009). De acordo
com estudos prévios realizados em nosso laboratério, observou-se que esse tipo de reacao ¢
capaz de inserir dois compostos metacrilatados diferentes na estrutura dos polissacarideos, o
3-metacriloila-1-glicerila éster e o 3-metacriloila-2-glicerila éster (ver Figura 2.1) (REIS et
al., 2009). Isto se deve a habilidade dos grupos hidroxila e carboxila dos polissacarideos se
ligarem ao GMA em diferentes posi¢des do seu anel epdxido.

A caracterizagdo estrutural da QT-mod e do SC-mod foi feita a partir de medidas

espectroscopicas de FTIR e NMR 'H.
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Figura 2.2. Espectros de FTIR da (a) QT, (b) QT-mod e (¢) GMA.

Na Figura 2.2 podem ser visualizados os espectros de FTIR da QT, da QT-mod e do
GMA, respectivamente. Comparando os espectros de FTIR da QT e da QT-mod ¢ possivel
observar que as bandas caracteristicas dos grupos funcionais da QT estdo presentes no
espectro da QT-mod. Além disso, nota-se o aparecimento de novas bandas sinalizando a
modificacdo da QT com o0 GMA. Analisando o espectro de FTIR obtido a partir da QT-mod ¢
possivel visualizar o aparecimento de bandas em 1728 e 1633 cm™, as quais podem ser
atribuidas ao estiramento das ligagdes duplas carbono-oxigénio (C=0) dos grupos carbonila
da funcdo éster e as ligagdes duplas carbono-carbono (C=C) de sistemas conjugados
(GUILHERME et al., 2010). A presenga destas bandas evidencia a funcionalizacdo da
estrutura da QT com os compostos metacrilatos provenientes do GMA. Além disso, no
espectro da QT-mod ha uma ligeira redugio na banda alargada proxima a 3450 cm™ em
compara¢cdo a2 mesma banda observada no espectro da QT. Essa banda esta relacionada ao
estiramento da ligacdo oxigénio-hidrogénio (H-O) dos grupos hidroxila da QT. A redu¢do na
intensidade desta banda no espectro da QT-mod se deve a reagdo entre os grupos hidroxila da

QT e o GMA indicando, assim, a ocorréncia da reacdo de abertura do anel epoxido. Por fim,
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verificou-se ainda um aumento na intensidade da banda atribuida ao estiramento da ligacao
carbono-oxigénio (C-O) (préxima a 1086 cm™) no espectro da QT-mod. Tal fato ocorreu por
conta da inser¢do dos compostos metacrilatados, provenientes do GMA, na estrutura da QT.
Resultados similares foram observados a partir da analise do espectro de FTIR do SC-mod, o

qual ¢ apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Espectros de FTIR (a) SC, (b) SC-mod e (¢) GMA.

O espectro de FTIR obtido para o SC-mod (Figura 2.3b) mostra as bandas
caracteristicas do SC (Figura 2.3a) e as bandas provenientes dos compostos metacrilatados
oriundos do GMA. No espectro do SC-mod ¢ possivel visualizar uma banda atribuida ao
estriamento vibracional da ligagdo C=0 dos grupos carbonila da fungéo éster em 1719 cm™ e
outra banda em 1633 cm', atribuida ao estiramento das ligagdes C=C de sistemas conjugados.
A presenca destas bandas confirma a modicagdo quimica do SC com GMA (REIS et al.,

2009).
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Figura 2.4. Espectro de NMR 'H (a) QT, (b) GMA e (¢) QT-mod (300 MHz, solventes D,O

para QT e QT-mod e CDCl; para GMA, 298 K).

Os espectros de NMR 'H obtidos para QT, GMA e QT-mod sio mostrados na Figura
2.4. A partir destes ¢ possivel visualizar que, ap6s a inser¢do dos compostos metacrilatados
provenientes do GMA, ocorre o aparecimento de dois sinais de ressonancia em o 6,02 e 5,62
ppm (sinalizados na Figura 2.4c como 13 e 13) no espectro de NMR da QT-mod. Estes sinais
de ressonancia podem ser atribuidos aos 4&tomos de hidrogénio ligados aos carbonos vinilicos
dos compostos metacrilatados. O sinal de ressonancia atribuido aos atomos de hidrogénio
ligados aos grupos metila provenientes do GMA foi observado em 6 1,73 ppm (sinalizado na
Figura 2.4c como 14).

Outros estudos que tratam da modificagdo quimica de polissacarideos com GMA
atribuem os sinais de ressonancia que aparecem no espectro da QT-mod em 6 4,69 e 3,40 ppm

(sinalizados na Figura 2.4c como 15 e 16) aos atomos de hidrogénio do espagador glicerila
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dos compostos metacrilatados provenientes do GMA (REIS et al., 2009; GUILHERME et al.,
2010). O aparecimento destes sinais confirma a rea¢do de modificacdo da QT com o GMA
por meio da reacdo de abertura do anel epdxido. Como discutido anteriormente, a
predominancia dessa rota de reacdo se deve ao uso de um solvente protico e ao baixo pH do
meio reacional. Portanto, nessas condi¢des experimentais o GMA reage com 0s grupos

hidroxila da QT por meio de uma reagdo de abertura do anel epéxido, de modo irreversivel.
A partir do espectro de NMR 'H da QT-mod, é possivel determinar o grau de

metacrilagdo (DM) utilizando a Equag¢ao (2.1) (HEDIN et al., 2010):

2.1)

(A66.02+A65.62)/
DM = 2

A83.03/2

Esta equacdo relaciona as areas totais dos dois sinais de ressonancia atribuidos aos
atomos de hidrogénio ligados aos carbonos vinilicos (8 6,02 e 5,62 ppm) observados no
espectro da QT-mod (Figura 2.4c) com a area do sinal de ressondncia em & 3,03 ppm
verificado no espectro da QT (Figura 2.4a), o qual ¢ atribuido aos atomos de hidrogénio H-2
das unidades GlcNAc e GIcN. O sinal de ressonancia atribuido aos adtomos de hidrogénio
ligados aos carbonos o das unidades GIcN (o qual se encontra em 6 4,79 ppm) ndo foi
utilizado como referéncia pois este sinal sobrepde ao sinal de ressonincia do D,O utilizado
como solvente. Assim, a determinag¢ao do valor de DM utilizando a area deste sinal de
ressonancia como referéncia poderia ndo ser coerente. Na Equagdo (2.1), o termo 4 ¢ o valor
da area do sinal de ressonancia obtido por integracdo. As respectivas areas dos sinais de
ressonancia foram medidas apds um cuidadoso tratamento da linha base dos espectros e os
valores encontrados foram Ass 0 =~ 0,12; Assex = 0,14 € As3.03 = 1,35. Entretanto, ao substituir
estes valores na Equagdo (2.1) vemos que o valor de DM para QT-mod ¢ igual a 0,192 (cerca
de 20 %). Poon et al (2007) obtiveram um DM préximo a 13 % para O-
carboximetilquitosana, a qual foi capaz de formar, posteriormente, um interessante hidrogel

foto-reticulavel e citocompativel. Este baixo valor de DM ¢ desejavel, pois permite reduzir o
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nimero de pontos de reticulacdo formando assim, um hidrogel mais manipuldvel e com uma
capacidade de intumescimento maior, devido a flexibilidade na rede polimérica.
O espectro de NMR 'H do SC-mod apresentou sinais de ressonancia semelhantes

aqueles observados para a QT-mod, como pode ser visto na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Espectro de NMR 'H(a) SC, (b) GMA ¢ (c¢) SC-mod (300 MHz, solventes D,0

para SC e SC-mod e CDCIl; para GMA, 298 K).

Analisando o espectro de NMR 'H do SC-mod é possivel visualizar o aparecimento de
dois sinais de ressonancia em 6 6,11 e 5,70 ppm (sinalizados na Figura 2.5¢ como 12 e 12°)
atribuidos aos atomos de hidrogénio ligados aos carbonos vinilicos dos compostos
metacrilatados inseridos na estrutura do SC. O sinal de ressonancia atribuido aos atomos de
hidrogénio ligados aos grupos metila, provenientes do GMA, foram observados em o 1,89

ppm (sinalizado na Figura 2.5¢ como 13). Ja os sinais de ressonéncia atribuidos aos atomos de
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hidrogénio do espagador glicerila foram observados em 6 4,69 ppm e proximo a 6 3,45 ppm
(sinalizados na Figura 2.5 como 14 e 15) confirmando, assim, a inser¢do de compostos
metacrilatados provenientes do GMA na estrutura do SC (REIS et al., 2006; GUILHERME et
al., 2010). A determinagdo do grau de metacrilagdo (DM) foi feita utilizando a Equacgao (2.1).
A equacdo faz a relagdo entre as areas dos sinais de ressonancia atribuidos aos atomos de
hidrogénio ligados aos carbonos vinilicos (6 6,11 e 5,70 ppm) observados no espectro do SC-
mod e o sinal de ressonancia atribuido aos atomos de hidrogénio ligados aos carbonos a das
unidades GalNAc (6 4,48 ppm) do SC. Novamente, as respectivas areas dos sinais de
ressonancia foram calculadas apds um cuidadoso tratamento da linha base dos espectros e os
valores obtidos foram Agss.11 = 0,67; Ass70~ 0,65; € Asaag = 7,53. Substituindo esses valores na
Equacido (2.1), o valor de DM calculado para SC-mod foi igual a 0,08 (cerca de 8 %). Neste
caso, o DM obtido para o SC foi menor do que aquele observado para a QT, o que demonstra
que, apesar das mesmas condi¢des experimentais utilizadas na modificagdo dos dois

polissacarideos, a reatividade da QT frente a0 GMA ¢ maior.

2.3.2. Caracterizacio dos hidrogéis

Para produzir hidrogéis “dual-network”, o primeiro passo foi formar redes
quimicamente reticuladas a partir dos polissacarideos modificados com GMA. Para isso, cada
um dos polissacarideos previamente modificados foram reticulados com MBA (agente de
reticulagdo) usando persulfato de sddio (Na,S;0s) como iniciador térmico. A etapa seguinte
foi formar a rede fisicamente reticulada. Dessa forma, os hidrogéis quimicos (QT-gel e SC-
gel) foram imersos, respectivamente, em solugdes aquosas acidas de SC e de QT para que
ocorresse a complexagdo polieletrolitica entre os grupos funcionais opostamente carregados.
Geralmente, em condi¢des acidas os grupos amino presentes na QT estdo na forma protonada
(-NH;") e podem, entdo, interagir fortemente por atragio eletrostatica com o0s grupos
carboxilato e sulfato (—COO™ e —OSO;) presentes no SC (DENUZIERE et al, 1996;
BERGER et al., 2004). Tal capacidade de “complexacao” foi explorada nesse Capitulo para

formar os hidrogéis “dual-network”. Além disso, para verificar a capacidade de interagao
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entre os polissacarideos carregados, diferentes tempos de imersdo foram testados.
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Figura 2.6. Espectros de FTIR (a) QT-mod, QT-gel e MBA e (b) SC-mod, SC-gel e MBA.

Ao analisar o espectro de FTIR do MBA (Figura 2.6a,b) pode ser visualizada uma
banda intensa em 3308 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo nitrogénio-hidrogénio (N-H);
bandas em 1658 ¢ 1652 cm™ atribuidas as vibracdes das ligagdes conjugadas C=0 e C=C;
uma banda em 1545 cm™ atribuida a flexdo N-H ¢ uma banda em 1380 cm™ atribuida ao
estiramento das ligagdes carbono-nitrogénio (C-N). Para ambos os hidrogéis, QT-gel e SC-
gel, foi observado em seus espectros de FTIR bandas intensas proximo a 3000 cm™ que foram
atribuidas ao estiramento carbono-hidrogénio (C-H) de grupos alquil (~CH»—) provenientes do
MBA. Ainda, a banda atribuida ao estiramento C=0 ¢ ligeiramente deslocada para um menor
nimero de onda devido a perda da conjugacdo com os grupos carboxilicos apds a reagdo de
reticulagdo. Duas bandas, uma em 1545 e outra em 1380 cm'l, atribuidas, respectivamente, a
flexdo da ligagdo N-H e ao estiramento da ligagdo C-N dos grupos amino provenientes do
MBA e da QT, também sao observadas no espectro de FTIR dos hidrogéis QT-gel e SC-gel.

A preparagdo dos hidrogéis QT-gel e SC-gel foi investigada por espectroscopia de
NMR "C no estado sélido (CP/MAS) e os resultados sio apresentados na Figura 2.7.
Analisando os espectros ¢ possivel visualizar, em ambos, os sinais de ressonancia atribuidos

aos grupos alquil saturados (—CH,-C-) na faixa de 6 42 - 24 ppm, o que indica o consumo dos
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grupos vinilicos (C=C) presentes nos compostos metacrilatos, inseridos nas estruturas dos
polisacarrideos modificados devido a reacdo radicalar com o MBA. Além disso, a reagdo
radicalar liga as cadeias de polimero a estrutura do MBA e, por essa razdo, os sinais de
ressonancia atribuidos aos grupos alquil provenientes do MBA sdo observados no espectro
dos hidrogéis (QT-gel e SC-gel). Outro ponto importante ¢ a auséncia de sinais de ressonancia
na faixa de 6 140 - 125 ppm, os quais seriam atribuidos aos grupos vinilicos (C=C)
confirmando assim o consumo desses grupos na reacao de reticulagdo com o MBA. Os sinais
de ressonancia com baixa intensidade observados na faixa espectral de & 171 - 168 ppm sao
atribuidos aos grupos carbonilicos (>C=0) do sistema ndo conjugado, devido a reagdo de
reticulagdo. Os sinais na faixa de 6 179 - 195 ppm sao atribuidos aos grupos amida (N-C=0)
provenientes do MBA. Porém, estes sinais ndo sdo observados no espectro obtido para o SC-
gel (Figura 2.6b), devido a sobreposicdo dos mesmos pelos sinais de ressondncia atribuidos a

ligagdo C=0 dos grupos carbonilicos presentes na estrutura do SC.
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Figura 2.7. Espectros de NMR "°C no estado solido (CP/MAS) dos hidrogéis quimicos (a)

QT-gel e (b) SC-gel na faixa espectral de 250 — 0 ppm (75 MHz, 298 K).
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Os hidrogéis quimicos entdo formados foram imersos em solugdes de QT ou SC para
proceder a reticulacdo fisica por meio de complexacdo polieletrolitica. Na Figura 2.8 ¢
mostrado um esquema ilustrativo que representa a preparacao da rede polimérica do hidrogel

“dual-network”.

I. Polissacarideo-modificado Il. Hidrogel quimicamente reticulado lll. Hidrogel “dual-network”

i
| Reticulagao
fisica

1
! Reticulagao
quimica

MBA . L Interagao eletrostatica
Cadeia do . ; \ Segmentos Polieletrélito “reticulagdo fisica”
polissacarideo agente reticulante” g imicamente reticulados

Grupos funcionais
reticulaveis

Figura 2.8. Ilustracdo esquematica da rede polimérica do hidrogel “dual-network”.

Para preparacgdo das redes fisicamente reticuladas os hidrogéis quimicos (QT-gel e SC-
gel) foram imersos em solugdes aquosas acidas de SC ou QT por diferentes tempos de
imersdo (6, 12 e 24 h). Apos estes tempos de imersdo, os hidrogéis foram removidos e
aliquotas das solucdes acidas de QT ou de SC foram recolhidas e analisadas por HPLC para
determinar os percentuais de QT ou SC complexadas aos hidrogéis quimicos. A Figura 2.9
mostra os percentuais de polissacarideo complexado a rede polimérica dos hidrogéis quimicos
em fungdo do tempo de imersdo nas solugdes de estocagem. Os percentuais de QT e SC

complexados as matrizes dos hidrogéis quimicos foram calculados utilizando a Equagao (2.2):
% complexado = [(C‘)C_ﬁ] x 100 (2.2)
0

sendo Cy a concentragdo inicial das solug¢des de estocagem (solucdo de QT ou de SC) onde os
hidrogéis quimicos foram imersos e Cr a concentragao final das solugdes de estocagem apos,

os diferentes intervalos de tempo de imersao.
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Figura 2.9. Percentual de polissacarideo complexado aos hidrogéis quimicamente reticulados

em fungdo do tempo de imersdo (em horas).

A partir dos dados de HPLC e do calculo do percentual de polissacarideo complexado
foi possivel verificar que para ambos os casos o fator tempo de imersdo demonstrou pouca
influéncia para os tempos de imersdo estudados. Para o QT-gel foi verificado que o percentual
de SC complexado varia entre 65 - 69 % em um tempo de imersdo que varia de 6 a 24 h.
Esses dados significam, que entre 1,61 - 1,72 g de SC foi complexado ao hidrogel quimico
QT-gel. Em condi¢des acidas (similares aquelas utilizadas nessa metodologia) os grupos
aminos da quitosana estio em seu estado protonado (—NH;") permitindo, assim, a
complexacdo polieletrolitica desses grupos carregados com os grupos carboxilato e sulfato (—
COO" e -0S05") do SC.

Como discutido anteriormente, essa complexagdo ocorre principalmente por fortes
interagdes eletrostaticas (DENUZIERE et al, 1996). A formacdo de complexos
polieletroliticos entre QT e SC ¢ uma estratégia bem conhecida para formar redes poliméricas
fisicamente reticuladas (DENUZIERE et al., 1996; BERGER et al., 2004). Na metodologia
aqui desenvolvida, ¢ possivel modificar quimicamente a QT com GMA sem prejudicar a

capacidade de seus grupos amino de complexarem com outras macromoléculas carregadas.
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Dessa forma, de acordo com estudos prévios desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, a
estequiometria de complexacdo entre a QT e o SC estd intimamente ligada ao pH do meio.
Além disso, esses estudos mostraram que, uma vez atingida essa estequiometria de
complexacdo, o tempo de contato entre as solucdes de QT e SC ndo mais afeta a
estequiometria SC/QT (FAJARDO et al., 2011). Por essa razdo, ocorreu pouca variagdo no
percentual de SC complexado a rede polimérica do hidrogel QT-gel para um tempo de
imersao de até 24 h.

Entretanto, analisando os dados obtidos por HPLC para o outro hidrogel (SC-gel) foi
verificado que a percentagem de QT complexada foi ligeiramente menor em comparagao
aquela verificada para o SC. A percentagem de QT complexada variou de 53 - 59 % (cerca de
0,40 - 0,42 g) para um periodo de imersdo entre 6 - 24 h. Essa menor massa complexada se
deve ao fato de que na funcionaliza¢do do SC com 0 GMA (DM = 8 %) parte de seus grupos
carboxilicos reagirem e, por esta razdo, a capacidade de complexacdo desses grupos com o0s
grupos (-NH;") ¢é reduzida. O controle do grau de metacrilagio (DM) do SC ¢é muito
importante, ja que permite controlar a quantidade de grupos carboxilato consumidos na reagao
com o0 GMA. A metodologia de sintese apresentada, nesse Capitulo, permitiu obter um
material modificado com um valor de DM relativamente baixo, o que resultou em uma baixa
perda na capacidade de complexagao dos grupos carboxilicos do SC.

A partir da preparagdo dos hidrogéis “dual-network”, os mesmos passaram a ser
denominados como QT-gel/SC(6h), QT-gel/SC(12h) ou QT-gel/SC(24h) para um tipo de
hidrogel “dual-network”; e SC-gel/QT(6h), SC-gel/QT(12h) ou SC-gel/QT(24h) para o outro
tipo de hidrogel “dual-network”, onde o valor entre parénteses representa o tempo de imersao
de cada hidrogel quimico na solu¢des de SC ou de QT para proceder a reticulagdo fisica. A
investigacdo estrutural/morfolégica dos hidrogéis “dual-network” foi feita por espectroscopia
FTIR, andlises térmicas (TG), XRD e imagens de SEM.

Os espectros de FTIR obtidos para os hidrogéis “dual-network” sdao apresentados na
Figura 2.10. Notou-se que nao ocorreram grandes diferencas entre os espectros dos hidrogéis

QT-gel e SC-gel com os respectivos espectros dos hidrogéis “dual-network” [QT-gel/SC(6-
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24h) e SC-gel/QT(6-24h)]. Gracas ao aumento na taxa de complexagdo polieletrolitica entre
os grupos funcionais carregados da QT e do SC, a banda proxima a 1560 cm™, a qual é
atribuida aos grupos amino da QT, ¢ deslocada para um menor niimero de onda (PEREZ et
al., 2013). Isso se deve a interagdo eletrostatica desses grupos da QT com os grupos

negativamente carregados do SC (PIAI et al., 2009; PIAI et al., 2010).
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Figura 2.10. Espectros FTIR dos hidrogéis (a) QT-gel, QT-gel/SC(6-24h) e SC e (b) SC-gel,

SC-gel/QT(6-24h) e QT.

Ainda, ¢ possivel visualizar nos espectros dos hidrogéis QT-gel/SC(6-24h), o
aparecimento de uma banda em 1238 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo S=O presente
nos grupos sulfatos; e também o aumento da intensidade da banda em 1733 cm™, a qual é
atribuida ao estiramento da ligacdo C=0O dos grupos carboxilicos. A presenca de ambos o0s
grupos, sulfato e carboxilico, ¢ devida a presenga do SC complexado a rede do hidrogel QT-
gel. Além disso, observa-se no espectro dos hidrogéis QT-gel/SC(6-24h) o aumento de
intensidade da banda proxima a 1030 cm™ que ¢ atribuida ao estiramento da ligagdo S-O em
comparac¢do ao espectro obtido para o SC. Isso se deve a complexagdo destes grupos com o0s
grupos amino protonados da QT.

No entanto, os espectros FTIR obtidos para os hidrogéis SC-gel/QT(6-24h) mostram

diminui¢do na intensidade da banda atribuida ao estiramento das ligagdes S=O (banda em
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1238 cm™) devido a interagdes eletrostaticas entre os grupos sulfato presentes na rede dos
hidrogéis SC-gel e os grupos amino protonados da QT (FAJARDO et al., 2011). Por outro
lado, verifica-se ainda o aumento de intensidade nas bandas atribuidas ao estiramento das
ligagdes C-N e S-O (bandas em 1345 e 1040 cm™), devido a formagdo da rede fisicamente
reticulada entre QT e SC-gel. Logo, os dados obtidos a partir dos espectros FTIR confirmam a
imobilizacdo dos polissacarideos (SC e QT) por meio de complexagdo polieletrolitica aos
hidrogéis QT-gel e SC-gel (que possuem redes quimicamente reticuladas) ficando, assim,
caracterizada a formagao dos hidrogéis “dual-network”.

Difratogramas dos hidrogéis “dual-network”, bem como dos hidrogéis quimicos (QT-
gel e SC-gel) e dos polissacarideos de partida (QT e SC), foram obtidos para caracterizar
estruturalmente os novos hidrogéis “dual-network”. O difratograma da QT (Figura 2.11a),
demonstra que a mesma possui alguma cristalinidade (halos de difragdo em 20 igual a 10,7 ° e
19,9 °) devido a presenca de regides organizadas em sua estrutura. Isso resulta de interagdes
intra-macromoleculares das cadeias da QT, principalmente, pela formacao de ligagdes de
hidrogénio entre os seus grupos amino (PILLAI ez al., 2009). Apds a metacrilacdo da QT com
GMA e a reticulagdio quimica da QT-mod, tal cristalinidade deixa de existir como foi

observado pelo difratograma obtido para o QT-gel (ver Figura 2.11a).
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Figura 2.11. Difratogramas obtidos por XRD para os hidrogéis (a) QT-gel, QT-gel/SC(6-
24h) e SC e (b) SC-gel, SC-gel/QT(6-24h) e QT.
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Analisando os difratogramas obtidos para os hidrogéis QT-gel/SC(6-24h) ¢ possivel
inferir que a reticulagdo fisica do hidrogel quimico QT-gel com o SC ndo afeta/altera a
estrutura organizacional dos mesmos, a qual permanece amorfa. Dessa forma, essa mesma
andlise pode ser feita para os difratogramas obtidos para os hidrogéis SC-gel/QT(6-24h). Na
verdade, os difratogramas desses hidrogéis ndo indicaram a presenga de nenhuma regido
cristalina em suas estruturas. Mesmo a QT de partida que apresenta alguma cristalinidade,
apos a sua reticulagdo fisica com a rede o hidrogel SC-gel, essa cristalinidade desaparece
como pode ser visto na Figura 2.11b. A forte interagdo eletrostatica entre os grupos
opostamente carregados da QT e do SC rompe as intera¢des intra-macromoleculares presentes
na QT.

Termogravimetria (TG) foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica dos hidrogéis
formados em fun¢do da temperatura. Além disso, a partir das curvas TG foram obtidas curvas
de termogravimetria derivada (DTG) para melhor interpretacdo dos resultados. As curvas de
TG e DTG para os hidrogéis “dual-network”, hidrogéis quimicos (QT-gel e SC-gel) e dos

polissacarideos (QT e SC) sdo apresentadas na Figura 2.12.
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Figura 2.12. Curvas de TG (a,b) e DTG (c¢,d) obtidas para os hidrogéis QT-gel, QT-

gel/SC(6-24h), SC-gel, SC-gel/QT(6-24h) e polissacarideos QT e SC.

As partir das curvas TG obtidas é possivel observar diferentes eventos de perda de
massa. O primeiro, entre 50 - 150 °C, pode ser atribuido a perda de dgua ou de compostos
volateis presentes na estrutura dos hidrogéis e polissacarideos. Neste evento, a perda de massa
¢ em torno de 10 - 15% em relag@o a massa inicial da amostra de hidrogel ou polissacarideo.
O segundo evento ocorre entre a faixa de temperatura de 180 - 400 °C e pode ser associado a
degradacdo térmica dos materiais. A degradacdo térmica ocorre em duas etapas diferentes. A
primeira (entre 180 - 250 °C) estd associada a degradagdo térmica das duas redes, a
quimicamente reticulada e a fisicamente reticulada. De acordo com os dados de NMR 'H, o
DM, calculado para cada polissacarideo modificado com GMA foi cerca de 8 % (para SC-
mod) e cerca de 20 % (para QT-mod), o que limita o numero de pontos de reticulacdo nas
matrizes dos hidrogéis QT-gel e SC-gel. Por essa razdo, as energias necessarias para degradar
essas matrizes ndo sdo diferentes, em relagdo ao material ndo modificado. A segunda etapa
(entre 250 - 400 °C) ¢ referente a degradagdo térmica da QT. Esta inferéncia ¢ feita avaliando
os dados de DTG (Figura 2.12b,d). A partir dos dados de DTG ¢ possivel observar que o QT-
gel possui duas etapas diferentes durante sua degradacdo térmica. Por outro lado, o hidrogel
SC-gel ¢ degradado termicamente em uma unica etapa. Apds a complexagdo polieletrolitica

da rede do hidrogel quimico SC-gel com o polissacarideo QT ¢ verificado o aparecimento de
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uma etapa adicional no processo de degradagdo térmica. Isso pode ser explicado pelo fato de
que a QT ¢ degradada em uma temperatura proxima a 300 °C, conforme observado por
Fajardo et al. (2010). Os dados obtidos a partir da termogravimetria mostraram, ainda, que a
estabilidade térmica da matriz tridimensional onde ambas as reticula¢des, quimica e fisica,
estdo presentes nao difere consideravelmente da estabilidade térmica dos hidrogéis quimicos,
QT-gel e SC-gel. Nenhuma mudanga significativa foi observada na estabilidade térmica
mesmo com o aumento no tempo de imersao desses hidrogéis quimicos na solu¢ao contendo o
polissacarideo (QT ou SC), usada na preparagdo das redes fisicamente reticuladas.

Na ultima etapa de caracterizacdo dos hidrogéis formados, como descrito nesse
Capitulo, foram verificadas possiveis diferengas morfolégicas entre os hidrogéis quimicos
(QT-gel e SC-gel) e os hidrogéis “dual-network” [QT-gel/SC(24h) e SC-gel/QT(24h)] por
meio de imagens de SEM. Na Figura 2.13 sdo mostradas imagens de SEM das superficies dos

hidrogéis fraturados.
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Figura 2.13. Imagens de SEM dos hidrogéis (a) QT-gel, (b) QT-gel/SC(24h), (¢) SC-gel e (d)

SC-gel/QT(24h) (imagens de superficies fraturadas; Mag x100, barra de escala 100 pum).

Ao analisar as imagens de SEM dos hidrogéis (QT-gel e SC-gel) observou-se que os
mesmos possuem morfologia porosa e irregular, a qual corresponde a morfologia
caracteristica de hidrogéis. Apdés a complexagdo polieletrolitica da rede quimicamente
reticulada pela sua imersdo na solugdo com os polissacarideos SC ou QT, resultando nos
hidrogéis “dual-network”, verificou-se que a morfologia porosa e irregular ainda prevalece.
Contudo, ¢ possivel visualizar nas imagens de SEM obtidas para os hidrogéis QT-gel/SC(24h)
e SC-gel/QT(24h) o aparecimento de algumas estruturas peculiares. A presenca de
aglomerados ndo-ordenados, por exemplo, foi observada na superficie das fraturas dos

hidrogéis. Estes aglomerados podem ser associados aos polissacarideos (SC e QT)
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fisicamente reticulados a rede dos hidrogéis QT-gel e SC-gel. Como pode ser visto na por¢ao
ampliada, inserida nas imagens de SEM apresentadas na Figura 2.13b,d, em certas regides os
polissacarideos complexados s3o projetados para a superficie dos hidrogéis. Estas
observagdes permitem inferir que a complexagdo dos polissacarideos SC e QT com a rede
quimicamente reticulada dos hidrogéis QT-gel e SC-gel ¢ restrita a superficie externa e

paredes internas dos poros.

2.4. CONCLUSAO

Neste Capitulo ¢ descrita uma metodologia original capaz de formar hidrogel com um
novo tipo de rede polimérica, na qual ambos os tipos de reticulagdo (quimica e fisica) estdo
presentes. Soma-se a isso, o fato de que todas as sinteses necessarias foram realizadas em
condi¢des brandas, sempre em meio aquoso. O hidrogel formado por redes quimica e
fisicamente reticuladas foi denominado hidrogel “dual-network”. A viabilidade da
metodologia empregada foi testada alterando os polissacarideos utilizados nas etapas de
reticulagdo quimica e fisica. Quitosana (QT) e sulfato de condroitina (SC) foram
quimicamente modificados com GMA para possibilitar sua reticulagio quimica. Os
polissacarideos metacrilatados (QT-mod e SC-mod) foram -caracterizados por técnicas
espectroscopicas de FTIR e NMR 'H, essa ultima permitiu calcular o grau de metacrilagio
(DM) da QT-mod (20 %) e do SC-mod (8 %). A partir dos polissacarideos modificados foram
formados hidrogéis pela reticulagdo quimica por meio da reagdo com MBA. Andlises de FTIR
e NMR "C no estado sélido confirmaram a formagdo dos hidrogéis quimicos, denominados
QT-gel e SC-gel. Os hidrogéis “dual-network” foram formados pela subsequente
complexagdo polieletrolitica com os polissacarideos QT e SC. Para isso, os hidrogéis QT-mod
e SC-mod foram imersos nas solugdes acidas de QT e SC por diferentes intervalos de tempo
(6, 12 e 24 h). A percentagem de polissacarideo complexado em cada hidrogel quimico foi

determinada por analises de HPLC, as quais mostraram que o hidrogel QT-gel complexa com
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maior quantidade (em massa) de SC do que o hidrogel SC-gel complexa com QT. Isso ocorre
devido a diminui¢do de grupos funcionais no SC-mod passiveis de complexacdo. Os
diferentes hidrogéis “dual-network” [denominados aqui como QT-gel/SC(6-24h) e SC-
gel/QT(6-24h)] foram caracterizados por espectroscopia FTIR, andlises térmicas e por XRD.
Os dados obtidos a partir dessas técnicas confirmam a complexacao entre os polissacarideos e
as redes quimicamente reticuladas. Contudo, a formac¢do dessa nova rede ndo afeta de forma
consideravel a estabilidade térmica e estrutura dos hidrogéis quimicos. Quanto a morfologia,
imagens de SEM mostraram que ambos os tipos de hidrogel (quimico e “dual-network”)
apresentam morfologia tipica dos hidrogéis. Entretanto, as imagens de SEM dos hidrogéis
“dual-network” indicaram a formacao de aglomerados ndo-ordenados.

Levando em consideracdo os dados obtidos a partir das técnicas de caracterizagdo
descritas nessa se¢do, verifica-se que ¢ possivel obter hidrogel quimicamente reticulado capaz
de manter sua caracteristica polieletrolitica. A metodologia empregada permite que,
posteriormente, seja feita a reticulacdo fisica do hidrogel quimico com alguma outra espécie
carregada (por exemplo, polieletrolitos, farmacos, marcadores de células cancerigenas, etc.).
E importante ressaltar que a reticulagio fisica pode ser desfeita com a mudanca de algum
parametro do meio externo (pH, forca idnica, temperatura, etc.) (BAJPAI et al., 2006;
REINICKE et al., 2009). Essa propriedade ¢ interessante do ponto de vista técnico-
operacional, pois algumas substincias ativas podem ser complexadas fisicamente com a rede
quimicamente reticulada do hidrogel e serem liberadas posteriormente com maior
especificidade de acordo com mudangas no meio (MASTROPIETRO et al., 2012; VULIC et
al., 2012). Além disso, a rede quimicamente reticulada pode atuar como uma barreira de
protecdo dessas substancias, por exemplo, evitando a degradacdo das mesmas em condi¢des
extremamente dcidas como a encontrada na regido estomacal. Por fim, essa nova metodologia
de obten¢do de hidrogéis pode ser também utilizada para melhorar alguma propriedade do

hidrogel quimicamente reticulado (no caso, propriedade mecanica, biodegradabilidade,
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biocompatibilidade) ou ainda, modela-lo para ser utilizado em alguma aplicacdo especifica
(por exemplo, viabilizar seu uso como substrato para cultivo celular e na regeneraciao de

tecido celular e 0sseo).
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CAPITULO 3

SUBSTRATOS PARA CULTIVO CELULAR FORMADOS POR
COMPLEXOS POLIELETROLITICOS DE QUITOSANA E SULFATO

DE CONDROITINA

3.1. INTRODUCAO

Como ja mencionado nos capitulos anteriores desta Tese, nos Ultimos anos um niimero
consideravel de publicagdes t€ém dado énfase ao estudo e a aplicacio dos chamados
biomateriais, especialmente, no campo da biotecnologia, devido as diversas vantagens que
esses apresentam sobre os materiais convencionais (ZAVAN et al., 2005; VASITA et al.,
2006; BALDWIN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Dentre os polimeros naturais com
grande frequéncia neste tipo de aplicagdo, encontra-se a quitosana (QT), a qual apresenta
excelentes propriedades fisicas e biologicas (PETER, 1995; DENUZIERE et al., 1996; PARK
et al., 1996; KUMAR et al., 2004). A QT possui uma natureza catidonica ¢ uma alta densidade
de cargas quando em contato com solucdes aquosas acidas podendo, assim, formar redes
poliméricas de complexos polieletroliticos (PEC) na presenca de espécies polianidnicas
soluveis neste meio (PARK et al., 1996). A interagdo eletrostatica ¢ a principal forga
interativa responsavel pela formacdo dos PECs, sendo que a mesma se sobrepde as interagdes
secunddrias, como as ligacdes de hidrogénio e as ligagdes do tipo dipolo-dipolo (RICHY et
al., 2003; VASILIU et al., 2005). A Tabela 3.1 apresenta as energias envolvidas em diferentes

tipos de ligagdes descritos em MORRISON et al. (1987).
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Tabela 3.1. Energias envolvidas em diferentes tipos de ligagdo [MORRISON et al., (1987)].

Tipo de ligacao Energia envolvida (kJ/mol)

Ligacdes covalentes >210
Ligacdes ndo-covalentes

Interacdes eletrostaticas (ligagdes i0nicas) 4-80

Ligacdes de hidrogénio 12-30

Dipolo permanente 5-25

Interacdes hidrofobicas 3—-12

Dipolo-Dipolo® 2-10

Dispersdo de London® 0,3-10

*Forgas de Van der Waals

Neste Capitulo, a espécie polianionica usada para formar os complexos
polieletroliticos com a QT foi o sulfato de condroitina (SC), um biopolimero da classe dos
glicosaminoglicanos (GAGs) presente na matriz cartilaginosa (GANDHI et al., 2008).0s
PECs formados pela complexagdo polieletrolitica da QT e do SC tém sido alvo dos estudos
realizados por nosso grupo de pesquisa (PIAI et. al., 2009; FAJARDO et al., 2010;
FAJARDO et al., 2011). Fazendo uso do conhecimento prévio adquirido na formacao desse
tipo de material, neste Capitulo ¢ descrita a preparacdo de um complexo de QT/SC com a
finalidade de sustentar a cultura e o crescimento de células e tecidos. Esta aplicacdo ¢
encorajada pelas interessantes propriedades fisico-quimicas e biologicas apresentadas por
ambos  biopolimeros, QT e SC (por exemplo, balango adequado entre
hidrofilicidade/hidrofobicidade, disposicdo de cargas elétricas, dureza, elasticidade e
resisténcia mais proximas possivel as dos tecidos humanos, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, ndo toxicidade, etc.) propriedades essas requeridas na preparacdo de
biomateriais aplicados nesta finalidade (SANTOS JUNIOR et al., 1997). Logo apos a
formag¢do do complexo, varios ensaios bioldgicos foram realizados fim de avaliar o potencial

do mesmo para atuar eficientemente como substrato para cultura de células e tecidos.
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3.2. EXPERIMENTAL
3.2.1. Materiais
Os reagentes utilizados neste trabalho possuem grau analitico e foram usados sem
purificacdo prévia. Quitosana (QT, CAS 90-77-7, Golden-Shell Biochemical - China) 85 %
desacetilada e massa molar viscosimétrica (My) igual a 87.000 g/mol; sulfato de condroitina
(SC, CAS 9007-28-7) com M, igual a 22.000 g/mol, o qual foi gentilmente fornecido pela
empresa Solabia (Brasil). As M, foram determinadas de acordo com a metodologia
previamente descrita por Fajardo et al. (2010). Acido cloridrico (HCI, 36,5 - 38,0 %, CAS
7647-01-0, Nuclear - Brasil) e hidroxido de sodio (NaOH, 95 %, CAS 1310-73-2, Nuclear -

Brasil).

3.2.2. Métodos
3.2.2.1. Técnicas de caracteriza¢do

Medidas de angulo de contato foram realizadas pelo método da gota séssil em um
sistema de angulo de contato utilizando agua bidestilada como liquido de prova. O sistema
estava equipado com um equipamento de video (OCA20 Dataphysics, Italia). O angulo de
contato medido foi obtido a partir da média simples de 10 repeticdes (n = 10). Todas as
medidas foram realizadas em tempo zero para evitar a perfusdo da dgua através da membrana.
Além disso, a tensdo de adesdo da agua (T,) foi calculada pela relacdo matematica T, = ycos6,
onde 0 ¢ a medida do angulo de contato e y = 72,8 dina/cm para agua bidestilada (XU et al.
2007).

Imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM) equipado com uma fonte de
elétrons por emissdo de campo (SEM-FEG) (QuantaFEG 200, FEI, Holanda), operando a uma
aceleragdo de voltagem de 20 kV. Para obten¢do das imagens, as amostras foram
primeiramente desidratadas em etanol, seccionadas e, entdo, recobertas com uma
monocamada de Pd-Au, utilizando um equipamento de “sputter coater” (Emitech K550,

Italia) (SALERNO et al., 2007; SALERNO et al., 2008).
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3.2.2.2. Preparagdo do PEC QT/SC
O PEC QT/SC foi formado a partir de uma solu¢do aquosa, resultante da mistura de
duas outras solu¢des aquosas individuais de QT e SC. A solucdo de QT foi obtida por meio da
solubilizacdo de QT (6,4 g) em solucdo aquosa de HCI (400 ml, 0,57 mol/l), produzindo uma
solugdo com concentragdo de 1,6 % massa por volume (m/v). Essa solucao foi aquecida até a
temperatura de 65 °C e agitada magneticamente por 4 h até a completa solubilizacdo da QT.
A solucdo de SC foi preparada a partir da solubilizagcdo de SC (25,0 g) em agua destilada (100
ml) resultando em uma solu¢do com concentracdo igual a 25,0 % m/v. Feito isso, as duas
solugdes produzidas foram misturadas lentamente, sob agitacdo vigorosa e a temperatura
ambiente. A suspensdo resultante do inicio da complexacao polieletrolitica entre a QT e o SC
foi entdo estocada por 24 h para a sedimentacdo do material (ou seja, compactagdo do PEC
QT/SC). Decorrido esse periodo, o material formado foi separado do sobrenadante e
purificado em agua destilada por mais 24 h. Durante o processo de purificagdo, o pH do meio
foi ajustado a neutralidade (pH 7,0) com o gotejamento de uma solugdo aquosa de NaOH 0,2

mol/l. Por fim, o material purificado foi seco a temperatura ambiente por 48 h.

3.2.2.3. Avaliagdo das propriedades reologicas

O comportamento reoldgico dos complexos foi investigado por ensaios de
cisalhamento oscilatério de pequenas amplitudes em um redmetro do tipo rotacional (Gemini,
Bohlin Reologi, Italia). Para os ensaios, amostras do complexo foram primeiramente
intumescidas até o equilibrio em solu¢do tampao pH 6,0, 7,4 ou 8,0 ¢ em meio de cultura
celular (DMEM, Gibco, USA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gebo, USA) e
50 pg/ml gentamicina). Os ensaios foram realizados a uma temperatura controlada de 37 °C e
as frequéncias de oscilagdo aplicadas foram de 0,01 a 10 Hz. Em um experimento dindmico, o

material € sujeito a uma tensao de cisalhamento senoidal, dada pela Equagao (3.1):

¥y = yosen (wt) (3.1)



Capitulo 3 |54

Tese de Doutorado - AR Fajardo
onde y, refere-se a amplitude da tensdo de cisalhamento, ® ¢ a frequéncia de oscilacdo (a qual
pode ser expressa como 27nf onde /¢ a frequéncia em Hz) e 7 € o tempo. A resposta mecanica,
expressa como tensdo de cisalhamento (7) de materiais viscoeldsticos, ¢ intermediaria entre
um solido ideal puro (lei de Hooke) e um fluido viscoso puro (lei de Newton), e pode ser

expressa pela Equacdo (3.2):

T = G'(w)y, sen(wt) + G"(w)y,ycos (wt) (3.2)

onde G’(w) ¢ o modulo de cisalhamento de estocagem e G ”’(w) ¢ o modo de cisalhamento de
perda. G’ fornece informagdo sobre a elasticidade ou a energia estocada em um material
durante o processo de deformacdo, enquanto que G~ descreve o carater viscoso de um

material ou a energia dissipada.

3.2.2.4. Andlise morfologica e determina¢cdo do tamanho de poro dos complexos
polieletroliticos apos intumescimento em diferentes pHs

As modificagdes na morfologia do complexo polieletrolitico QT/SC causadas pelo
intumescimento prévio em diferentes condigdes de pH foram verificadas por imagens de
microscopia eletronica de varredura (SEM). Amostras do complexo foram intumescidas até o
equilibrio em solugdes tampao pH 2,0 6,0 7,4 e 8,0 e no meio de cultura (pH 7,0 - 7,4). Apos
isso, foram congeladas em Ny e fraturadas. As amostras foram, entdo, recobertas com uma
fina camada de ouro e examinadas em um microscopio Leica, modelo s420. Para a obtengao
das imagens foi aplicada uma aceleracdao de voltagem de 20 kV. A andlise das imagens foi
feita utilizando o software computacional NIH Image® versdo 1.60, o que permitiu a avaliagdo
do tamanho dos poros, sua média e sua distribuicdo. Essas analises foram feitas por meio de
uma operagdo algoritmica, a qual faz uso da segmentacdo de imagens conhecida como
“thresholding”. As analises, em cada imagem, foram feitas em uma area de 5 mm’ para
determinar as caracteristicas geométricas de cada poro. As areas dos poros (expressas em

um?), o perimetro (um) e o maior e menor didmetro da elipse com o mesmo centro de
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gravidade foram calculados e usados para estimar o indice de circularidade (/.C.) e o fator de
polaridade. O I.C. foi calculado utilizando a equagio I.C. = 47A4/P°, onde A ¢ a area do poro e

P ¢ o perimetro do poro (BORZACCHIELLO et al., 2007).

3.2.2.5. Ensaios biologicos
3.2.2.5.1. Cultura celular

Células originarias de fibroblastos de camundongos (denominadas NIH3T3) foram
cultivadas em meio de cultura celular (DMEM, Gibco, USA) contendo 10 % de soro fetal
bovino (suplementador nutricional), 100 mg/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina
(agentes bactericida). As células foram mantidas em um incubador umidificado com
temperatura controlada em 37 °C e atmosfera com 5 % de CO,. As células foram lavadas com
solug¢do de tripsina (0,25 % m/v) em solu¢do tampdo salina Hanks (essa solucdo tampao
impede que as células se tornem muito acidas ou basicas e fornece sais essenciais as mesmas)
durante 2 min e, entdo, ressuspendidas em meio de cultura celular. Amostras do complexo
QT/SC no formato de discos (raio = 10 mm e espessura = 5 mm) foram lavadas em etanol (70
% v/v) por 1 h e, posteriormente, em tampao salino pH 7,4 contendo 1 % (m/v) de agentes
antibioticos e antimicoticos por 24 h. As amostras lavadas foram depositadas em placas de
cultura celular com 24-pogos, lavados com meio de cultura e entdo, uma quantidade igual a

1,7 x 10* células foi semeada sobre a amostra em cada pogo.

3.2.2.5.2. Ensaios de interacdo celular

A morfologia e a colonizagdo celular nas amostras do complexo QT/SC foram
observadas por SEM 21 dias ap6s a semeadura das células. Feita a remoc¢do do meio de
cultura (pH 7,0 - 7,4) as amostras, juntamente com as células, foram fixadas utilizando
glutaraldeido (2,5 % v/v) solubilizado em solu¢do tampao de cacodilato de sodio
[NaOAsO(CHs),] 0,1 M por 1 h a temperatura ambiente. Logo, as amostras foram

desidratadas utilizando etanol e, em seguida, cobertas com uma fina camada de ouro-paladio



Capitulo 3 | 56
Tese de Doutorado - AR Fajardo
para analise em SEM. As imagens de SEM foram obtidas usando uma aceleragdo de elétrons
de 20 kV.

Ap6s 21 dias de cultura, as células foram fixadas em uma solucao tampao salina (PBS)
contendo p-formaldeido (4 % v/v) a 37 °C por 15 min. As amostras foram, portanto, lavadas
com PBS e permeabilizadas com uma solu¢do de Triton X-100 (surfactante ndo i6nico) (0,1
% m/v) em solugdo tampao contendo albumina do soro bovino (BSA) (1 % m/v). Anticorpos
primarios e secunddrios foram adicionados as amostras para permitir a analise por imagens
(coramento). Estas foram entdo incubadas com anticorpos primarios Qdot (1:100 em 1 %
BSA/PBS) durante 30 min e lavadas abundantemente com PBS. Esta etapa foi seguida da
adi¢do dos anticorpos secundarios. A detec¢do da tubulina (proteina ndo globular) foi
realizada com o anticorpo secundario CY5 (1:200 em 1 % BSA/PBS). J4 o coramento do
nicleo celular e dos microfilamentos de actina foi realizado com Sytox Green® (5 uM,
Invitrogen, EUA) durante 15 min. Feita a introdu¢do dos anticorpos, as amostras foram
lavadas com PBS e imunomarcadores foram observados utilizando um microscopio confocal

de varredura a laser (Carl Zeiss, modelo LSM510, Alemanha).

3.2.2.5.3. Ensaio de viabilidade celular

As amostras semeadas com as células NIH3T3 foram removidas dos pogos de cultura
em diferentes intervalos de tempo (1, 4, 7, 14 e 21 dias), lavadas com PBS e, por fim,
depositadas em uma placa de cultura celular 24-pocos. Para cada amostra foram adicionados 1
ml de DMEM nao corado (HyClone, Reino Unido) juntamente com o corante Alamar Blue
(10 % v/v, Serotec, Reino Unido). As amostras foram entdo encubadas por 4 h a 37 °C em
uma atmosfera com 5 % de CO,. Decorrido esse periodo, uma aliquota de 200 pl de cada
pogo foi coletada e transferida para uma placa com 96-pogos. A densidade Optica foi
imediatamente medida utilizando um espectrofotometro (Sunrise, modelo TECAN, Suica) nos
comprimentos de onda de 540 e 600 nm. O numero de células viaveis ¢ correlacionado com a
magnitude da reducdo do corante e ¢ expressa como porcentagem de reducdo do Alamar Blue,

de acordo com o protocolo do fabricante. Foram investigados os pogos semeados com as
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células, porém, sem as amostras do complexo, usados como controle. Cada ensaio foi

realizado em triplicata (n = 3).

3.2.2.5.4. Quantificagdo de DNA

DNA foi quantificado utilizando o kit PicoGreen” dsDNA (Molecular Probes, EUA)
segundo protocolos de quantificagio de DNA. Brevemente, 100 pl do reagente Picogreen®
dsDNA [diluido previamente, 200 vezes] foi adicionado a 100 ml de um agente de lise celular
(produz o rompimento da célula) e incubado em ambiente protegido de luz, a temperatura
ambiente por 5 mim. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de
excitacdo/emissao de 585 - 520 nm utilizando um leitor de placa (Perkin-Elmer, modelo multi
label conter 1420 Victor, Italia). dsSDNA (DNA com fita dupla) foi quantificado a partir de
uma curva de calibragdo padrio de 1-dsDNA em 10 mM de solugdo tampao Tris-HCI (pH
7,5) e 1 mM de etilenodiaminotetracético (EDTA). O ntmero de células viaveis (ou
viabilidade celular) ¢ determinado pela comparagdo entre os valores da absorbancia medidos
para os diferentes tempos de cultura e os valores da curva de calibracdo, obtidos a partir da
correlacdo entre o numero conhecido de células nos 24-pocos da placa de cultura celular, com
os correspondentes valores de absorbancia. Cada experimento foi realizado em triplicata (n =

3).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizacao do complexo QT/SC

Uma das principais e desejadas caracteristicas de um substrato para uso em cultivo de
células e tecidos € possuir propriedades de superficie que permitam a adesdo de células e
tecidos. A adesdo ¢ definida como um conjunto de forgas que fazem com que duas ou mais
superficies, de compostos ou composicao diferentes, se unam quando colocadas em intimo
contato (KASEMO, 1998; MORRA et al., 2006). No caso dos biomateriais, a adesao com os

sistemas bioldgicos ocorre completamente quando ha molhabilidade da superficie solida do
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biomaterial por um liquido apropriado para o desenvolvimento celular, no caso, os liquidos
aquosos bioldgicos ou que simulem ambientes biologicos (KASEMO, 1998; MORRA et
al.,2006). A molhabilidade ¢ a medida do &angulo de contato critico formado pelo
espalhamento de uma gota de liquido em uma superficie solida. Em se tratando dos
biomateriais, esse liquido, na maioria das vezes, ¢ a dgua. A capacidade de molhamento da
superficie do biomaterial tem o potencial de restringir certas populagdes celulares e de até
mesmo alterar suas fungdes biologicas (KASEMO, 1998; MORRA et al., 2006). Se a
molhabilidade da superficie do substrato ndo for compativel com as células, estas irdo preferir
aderir umas as outras ou a matriz extracelular ao invés de aderirem a superficie do biomaterial
(MORRA et al., 2006). Um parametro importante na avaliacdo da molhabilidade entre duas
superficies ¢ o angulo de contato, o qual ¢ definido como o angulo formado entre a superficie
s/l e a tangente a superficie do liquido no ponto inicial de contato s/l. Esse angulo pode variar
de 0° a 180°. Na Figura 3.1 é mostrada uma imagem fotografica tomada em um dos ensaios de
medida de angulo de contato realizado com o complexo polieletrolitico de QT/SC. A média
das medidas de angulo de contato, as quais foram realizadas com 4gua bidestilada, apresentou
valor de 6 = 64,0 & 3,8°. Esse resultado se assemelha a outros ja descritos na literatura para
sistemas similares. Por exemplo, Yan et col. (2013) determinaram para substratos baseados
em poli(acido L-glutdmico) ¢ QT um angulo de contato menor que 75,0°. Ja Liu ef al. (2005)
observaram que o recobrimento da superficie de poli(etileno tereftalato) com camadas
automontadas de QT/SC possui 6 = 67,1 + 2,0°. O valor obtido indica que a superficie do
complexo polieletrolitico QT/SC formado apresenta alta molhabilidade, fato atribuido
principalmente ao carater hidrofilico da QT e do SC, o qual gera grande afinidade entre a 4gua
e complexo. Esse resultado permite inferir que o material formado pode apresentar potencial
para uma boa adesdo célula-material para células com carater hidrofilico. O valor de tensdo de
adesdo (1) calculado a partir do valor do angulo de contato verificado para o complexo QT/SC
¢ igual a 31,9 = 3.4 dina/cm. O dado encontrado sugere que o material formado possui uma

boa for¢a de adesdo, a qual pode ser uma vantagem interessante para aplicagdes bioldgicas.
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Figura 3.1. Imagem fotografica tomada em um dos ensaios realizados para determinacdo do

angulo de contato.

Outro parametro fundamental que deve ser avaliado, apds a preparagdo de um material
para aplicacdes biomédicas, ¢ o comportamento reologico. O estudo reoldgico desse tipo de
material tem auxiliado tanto na compreensdo da estrutura tridimensional que o forma, mas
também entender como a conformagdo estrutural afeta o comportamento reologico. Além
disso, ¢ possivel investigar como os fatores externos (temperatura, pressdao, umidade, pH, etc.)
afetam as propriedades reologicas. Dependendo do comportamento reologico do substrato
frente a essas variagdes, podem ocorrer (ou ndo) beneficios a cultura celular. Levando isso em
considera¢do, o modulo de cisalhamento mecanico, ou seja, o mddulo elastico viscoso de
amostras de complexo de QT/SC, os quais foram previamente intumescidos em solugdes
tampao com diferentes pHs e em meio de cultura, foram determinados a fim de avaliar a
influéncia do pH do meio de intumescimento sob as propriedades reologicas dos complexos.
O modulo de cisalhamento foi determinado em fungdo da frequéncia de oscilacdo registrada
no equipamento. Alids, as medidas reoldgicas foram feitas a temperatura constante de 37 °C
que ¢ equivalente a temperatura corporal humana em condi¢des normais. Apds analise dos
resultados, foi possivel inferir que o comportamento mecanico de todas as amostras avaliadas
¢ caracteristico de materiais tipo gel, com G” sendo menor que G’ em todas as faixas de

frequéncia investigadas. No entanto, o mddulo viscoelastico (G”) demonstrou ser
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independente da frequéncia. Na Tabela 3.2, abaixo, sdo apresentados os valores obtidos de G’

e G’ para as amostras de complexo intumescidas em diferentes condigdes:

Tabela 3.2. Valores de G’ e G”, a 1 Hz, para as amostras de complexos intumescidos até o

equilibrio em soluc¢des tampao com diferentes pHs e no meio de cultura (MC) a 37 °C.

Meio de intumescimento

pH 2,0 pH 6,0 pH 7.4 MC pH 8,0
G’ (Pa) 5,0x 10° 3,8x 10° 3,2x 10° 2,4x 10° 3,6 x 10
G” (Pa) 3.4x10° 2,6 x 10° 2,1x10° 1,1 x 10° 1,7x 10°

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3.2 ¢ possivel observar um
decaimento tanto no valor de G’ quanto no de G” quando as amostras sdo previamente
intumescidas em solugdes tampao com maiores valores de pH. Isso se deve ao fato de que o
aumento no valor do pH do meio externo ao gel proporciona um aumento no indice de
intumescimento do complexo. Dessa forma, o complexo perde rigidez e o seu mddulo de
elasticidade diminui. Soma-se a isso o fato de que com o aumento na taxa de intumescimento,
parte das cadeias do SC ¢ liberada (PIAI et al., 2009; PIAI et al., 2010; FAJARDO et al.,
2011). Assim, a quantidade de pontos de interagdo dentro da matriz polimérica diminui e
resulta em diminui¢do das propriedades viscoeldsticas do material, como foi de fato
observado. Entretanto, vale ressaltar que a amostra previamente intumescida em meio de
cultura (MC) apresentou os menores valores de G’ ¢ G”. O liquido utilizado como meio de
cultura ¢ uma mistura de sais enriquecidos com aminoacido e outros componentes essenciais
para o crescimento celular e apresenta pH entre 7,0 - 7,4. A grande quantidade de sais
presentes no MC pode ter afetado a capacidade de complexacdo entre a QT e o SC reduzindo,
desse modo, o modulo de elasticidade da amostra.

A possivel influéncia do pH sobre as caracteristicas morfologicas do complexo
também foi avaliada. A variacdo na densidade de cargas no interior da matriz polimérica afeta
significantemente a capacidade de complexacdo das espécies polieletroliticas. Como

resultado, tem-se a variacdo na distribuicdo e no tamanho médio dos poros presentes na
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estrutura do material (FAJARDO et al., 2010). A Figura 3.2 apresenta imagens obtidas por
SEM do complexo polieletrolitico QT/SC seco, apods ter sido intumescido previamente em
solugdo tampao pH 2,0, 6,0, 7,4 e no meio de cultura celular (pH 7,0 - 7,4). De acordo com o
meio de intumescimento, verifica-se que a matriz polimérica do PEC apresenta diferentes
morfologias. Tais mudangas sdo resultantes do maior ou menor grau intumescimento,
conforme relatado por Fajardo et al. (2010, 2011). O pH do meio de intumescimento afeta a
eficiéncia de complexacdo entre a QT e o SC (FAJARDO et al., 2011). No entanto, em meios
acidos tem-se elevada taxa de complexagdo entre os dois polissacarideos, pois os grupos
amino da QT estdo totalmente protonados nesta condicdo, o que permite que os mesmos
interajam fortemente com os grupos negativamente carregados do SC. Essa interacdo faz com
que a matriz polimérica restrinja o influxo e efluxo de liquido, o que consequentemente
diminui o tamanho dos poros (Figura 3.2a). Ja, quando a matriz polimérica ¢ intumescida em
uma condic¢do de pH maior que o pKa dos grupos amino da QT, a ionizacdo dos grupos amino
ndo mais ocorre. Vale ressaltar, que os grupos amino da QT apresentam pKa = 6,20. Por outro
lado, nestas condi¢des de pH os grupos sulfonicos (pKa = 2,60)e carboxilicos (pKa = 4,57)
(LARSSON et al., 1981) do SC sao convertidos nas suas respectivas formas ionizadas. Com
isso, hd um aumento na densidade de cargas negativas no interior da rede polimérica e as
cargas negativas promovem a repulsdo eletrostatica do tipo anion-anion entre as cadeias de
SC. Tal repulsdo, somada a diminui¢@o das interagdes eletrostaticas entre as cadeias de ambos
os polieletrolitos, desestabiliza a rede possibilitando que as cadeias de SC anteriormente
aprisionadas, adquiram maior mobilidade. A desestabilizagdo da rede promove a sua
expansdo, ocasionando o aumento na difusdo de liquidos para o interior da matriz. Durante a
difusdo de liquidos as cadeias menores de SC sdo capturadas e arrastadas, sendo, portanto,
liberadas por difusdo durante o efluxo de liquido (HOLLISTER, 2005; CANCEDDA et al.,
2007). Por isso, ¢ verificado um aumento no tamanho e na distribuicdo dos poros para as
amostras de PEC intumescidas em solugdes tampao pH 6,0 7,4 e 8,0 e no meio de cultura

celular, o qual pode apresentar pH 7,0 - 7,4 (ver Figura 3.2b-e).
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Mag x2000

Figura 3.2. Imagens de SEM do complexo polieletrolitico QT/SC seco, apds ter sido
intumescido previamente em (a) solugdo tampao pH 2,0; (b) pH 6,0; (¢) pH 7.,4;(d) MC e (e)
solugdo tampao pH 8,0 (imagens das superficies fraturadas; Mag x2000, barra de escala 50

pum).

A partir das imagens obtidas por SEM dos complexos previamente intumescidos em
diferentes condi¢des de pH foram estimadas a distribui¢do dos poros em fungdo do tamanho e
a porcentagem de poros em cada amostra. Essa andlise foi feita utilizando o software

computacional NIH Image”™. Os resultados sdo apresentados na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Distribuicao do tamanho de poros e porosidade do complexo polieletrolitico

QT/SC seco, ap0s ter sido intumescido previamente nas solugdes tampao pH 2,0, 6,0, 7,4 e

8,0 ¢ em meio de cultura celular (MC).
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Foi verificado para todas as amostras que a maioria dos poros apresenta tamanho entre

0 - 15 um. Além disso, nota-se que para as amostras intumescidas em um meio com pH > 6 o
percentual de poros com tamanhos entre 15 - 30 um apresenta uma ligeira diminui¢do
enquanto que o percentual dos poros com tamanhos maiores que 30 um aumentou. Outro
dado relevante se relaciona a questdo do percentual de poros, o qual aumenta de acordo com o
pH do meio de intumescimento. Em condig¢des fisiologicas (pH =~ 7,4) a porosidade aumenta,
0 que torna o material um interessante substrato para cultura e crescimento de células e
tecidos. Alguns trabalhos difundem o consenso de que materiais porosos quando implantados
in vivo apresentam melhor integracdo com o tecido receptor. A estrutura e o tamanho dos
poros dos substratos utilizados para cultura e crescimento de células tém papéis criticos na
engenharia de tecidos, uma vez que fornecem uma estrutura tridimensional vital para as

células neles depositadas (YARLAGADDA et al., 2005).

3.3.2. Ensaios bioldgicos

A interacdo entre as células NIH3T3 e o complexo QT/SC foi investigada por meio de
imagens de SEM (Figuras 3.4 e 3.5), obtidas apds a realizacdo dos ensaios biologicos. Nas
imagens de SEM, ¢ possivel visualizar claramente que a superficie porosa das amostras
previamente intumescidas em meio de cultura celular promovem a adesdo e o espalhamento
celular. Apdés 21 dias do inicio do cultivo celular foi verificado que as células NIH3T3
apresentam boa espalhabilidade sobre a superficie do complexo QT/SC. Além disso, ocorreu
o espalhamento das células nas regides periféricas dos poros assim como nas paredes internas
dos mesmos. As células aderidas ao substrato apresentaram uma morfologia condizente com
um relevo achatado e liso. Os materiais aglomerados possuem formato poligonal e alongado
conforme pode ser observado nas imagens de SEM. As imagens de SEM apresentadas na
Figura 3.4 permitem visualizar as células NIH3T3 espalhadas sob a superficie do complexo e

no interior dos poros do complexo QT/SC.
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Mag x2000 Mag x5000

Mag x5000 Mag x5000

Figura 3.4. Imagens de SEM do complexo polieletrolitico de QT/SC semeado com células

NIH3T3 apos 21 dias de cultura (Mag x2000 e x5000, barras de escala 50 ¢ 20 um).

A adesdo das células a superficie e aos poros do complexo ocorre via filopddia,
prolongamentos citoplasmaticos longos e delgados que permitem a movimentacdo e adesdo
das células ao substrato. O aparecimento desses prolongamentos indicam que as células
semeadas sobre o complexo, além de aderirem ao PEC, foram capazes de estenderem sua
morfologia e proliferar. Pelas imagens de SEM, ¢ possivel visualizar, ainda, que as células
localizadas ao redor das regido periférica dos poros permanecam conectadas as células
vizinhas por micro zonas de contato tipo ponte. Essa ponte entre duas células vizinhas ¢

formada por filamentos intermediarios que possuem grande forca tensora e que sdo compostos
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por varias proteinas intra e extracelulares. Na Figura 3.5 sdo apresentadas imagens de SEM
com maiores ampliagdes onde ¢ possivel visualizar o aparecimento de estrutura tubulares

entre as células, o que evidéncia a formacgdo de uma nova matriz extracelular (ECM).

Mag x10000 _— Mag x10000 10um

— e
Mag x10000 Mag x10000

Figura 3.5. Imagens de SEM do complexo polieletrolitico de QT/SC semeado com células

NIH3T3 apos 21 dias de cultura (Mag x10000; barra de escala de 10 um).

A ECM corresponde aos complexos macromoleculares relativamente estaveis,
formados por moléculas de diferentes naturezas que sdo produzidas, exportadas e
complexadas pelas células, modulando a estrutura, fisiologia e biomecanica dos tecidos. Nas

imagens de SEM apresentadas na Figura 3.5 a ECM pode ser observada nos espagos entre os
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aglomerados celulares. Os resultados obtidos durante o ensaio sugerem que o complexo
polieletrolitico de QT/SC apresenta boa biocompatibilidade em termos da cultura celular de
fibroblastos (os quais sdo formados pelas células NIH3T3). Esses resultados podem ser
associados a presenca do SC na composi¢ao do complexo. Por ser um componente ativo da
ECM, o SC permite que as células tenham maior poder de adesdo com o complexo e estimula
a proliferacdo celular. Alguns trabalhos relatam que o SC auxilia no crescimento celular e na
formacgdo de tecidos (THISSEN et al., 2006; CHUNG et al., 2008). Soma-se a essas
vantagens, o fato da QT também apresentar bom potencial para essa aplicagcdo. Zhu et al.
(2011) mostraram que a ligagdo das células de fibroblastos aumenta significantemente em
substratos formados por quitosana e quitosana/heparina. Assim, pode se inferir que o material
formado pela complexacdo polieletrolitica da QT e do SC apresenta potencial para ser
utilizado como biomaterial no revestimento de ferimentos e/ou como suporte para
crescimento e regeneragao de tecidos.
Imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) (ver Figura
3.6) corroboram com as imagens de SEM. As imagens de CLSM permitem visualizar a
distribuicdo das células NIH3T3 na estrutura tridimensional do complexo de QT/SC, apds o
21° dia de incubagdo. De acordo com a técnica de coloragdo empregada, tem-se a partir das
fluorescéncia dos corantes que a regido verde corresponde ao nucleo celular, a regido
vermelha corresponde aos filamentos de actina (citoplasma) e a regido azul € correspondente a

tubulina (citoesqueleto) (ver Figura 3.6a).

Figura 3.6. Imagens de CLSM (a) de uma célula NIH3T3 e do (b-c¢) complexo

polieletrolitico QT/SC semeado com células NIH3T3 (barra de escala 10 um).
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Analisando as imagens obtidas por CLSM, ¢ possivel verificar que as células sdo
induzidas a aderir ao longo da regido porosa do substrato e estdo arranjadas em aglomerados
de células como demonstrado na Figura 3.6(b,c). Avaliando a arquitetura do citoesqueleto das
células, nota-se que o corpo celular ¢ caractizado por longos feixes estirados de actina e por
finos filamentos de tubulina, que sdo projetados na dire¢cdo exterior do corpo celular. A regido
periférica do lamelipodio (uma extensdo da membrana celular que ¢ sustentada por uma rede
ramificada e densa de F-actina com crescimento rapido que atua na protusdo e migragdo da
célula) ¢ representada por uma base constituida por microtubulos e filépodes, fundamentais
para a mobilidade celular. Entre os filamentos ramificados de actina, a maior parte se estende
em direcdo aos pontos de contato com outras células, enquanto que os filamentos restantes
estdo orientados em direcdo & membrana plasmatica. O nucleo exibe caracteristicas tipicas
para tal estrutura, onde a aglomera¢do da cromatina pode ser observada. As técnicas de
images utilizadas para carterizar o potencial bioldgico do complexo QT/SC permite inferir
que o mesmo atua eficientemente no suporte celular garantindo, assim, a adesdo, a migragado e
a proliferacao de células NIH3T3. Isso se deve, principalmente, a estrutura porosa do material
formado a partir das interessantes caracteristicas fornecidas pela QT e pelo SC.

Ensaios de viabilidade celular foram realizados utilizando o teste com o corante
Alamar Blue, o qual consiste em um método utilizado para avaliar a proliferagdo celular. Esse
método tem na simplicidade de uso sua principal vantagem, pois o corante ¢ adicionado
diretamente no meio de cultivo de células e ndo hé a necessidade de reagentes especificos ou
manipulagdes adicionais. Além disso, o corante utilizado ndo ¢é citotoxico sendo, portanto,
desnecessaria a morte das células para se obter o resultado pretendido. Esse teste consiste na
adi¢do de um indicador redox fluorogénico no meio de crescimento celular, no caso, o Alamar
Blue. Na forma oxidada, o corante Alamar Blue possui colorag@o na tonalidade azul escura e
apresenta pouca fluorescéncia intrinseca. Quando entra nas células, o Alamar Blue reduz e
muda sua cor para a tonalidade vermelha, a qual passa a exibir grande fluorescéncia. O grau
de conversdo da forma oxidada para a forma reduzida estd, portanto, intimamente ligado com

o aumento no numero de células no meio de cultura, ou seja, com a viabilidade celular. A
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porcentagem de redugdo do corante, quantificada por densidade optica, permite avaliar a
extensdo da proliferacdo celular. Neste Capitulo, o ensaio com Alamar Blue foi realizado,
afim de verificar a viabilidade das células NIH3T3 semeadas sob o complexo de QT/SC. A
viabilidade celular foi avaliada, apos diferentes intervalos de incubacao (1, 4,7, 14 e 21 dias).

Os resultados sdo apresentados na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Ensaios de viabilidade das células NIH3T3 semeadas sob o complexo de QT/SC e

incubadas por diferentes periodos.

Os dados apresentados na Figura 3.7 permitem ressaltar que as células NIH3T3 sdo
viaveis e aderiram a superficie do substrato mantendo sua atividade metabdlica. De acordo
com os dados obtidos, ¢ possivel verificar que a porcentagem de reducdo do corante
demonstrou um aumento no intervalo de 1 a 14 dias de incubacdo. Apos 14 dias de incubacao,
observou-se um maximo no percentual de reducdo (cerca de 48 %) e, apds esse periodo
ocorreu uma ligeira diminui¢do desse valor. Ou seja, a viabilidade celular apresentou um
aumento consideravel até o 14° dia de incubagdo e a seguir apresentou uma certa diminui¢ao
conforme observado no dado registrado para o 21° dia de incubacgdo. Ainda, os resultados

obtidos por esse teste mostraram que, além de propiciarem a profileracao das células NIH3T3,
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o material utilizado como substrato ndo apresenta efeito negativo sobre a proliferacdo celular,
uma vez que os resultados alcancados para o mesmo foram superiores aqueles do controle.
Esses resultados se devem, principalmente, a habilidade da estrutura tridimensional formada
pela complexacdo da QT e do SC em promover a migracao e adesdo celular possibilitando,
assim, a sua proliferacdo além de corroborar com os resultados obtidos a partir da
quantificagdo do DNA das células semeadas sobre o complexo QT/SC. A quantificagdo do
DNA das células permite avaliar com maior precisdo a dimensdo da prolifera¢ao celular. Os
dados alcancados por essa técnica mostraram que durante a cultura celular in vitro a
densidade de células viaveis aumentou de 1,7 x 10* para 8,8 x 10° células/pogo comparando o
1° e o 14° dia de incubagdo. O grande aumento na densidade de células possibilita,
consequentemente, o aumento na atividade de proliferagdo celular, devido a colonizagao
celular do substrato, confirmando assim, a potencialidade do complexo de QT/SC para atuar

como substrato para cultivo de células e tecidos.

3.4 CONCLUSOES

Complexos polieletroliticos baseados em QT e SC foram formados e avaliados para
atuar como substrato para cultura e crescimento de células e tecidos. Medidas de dngulo de
contato, utilizando d4gua bidestilada, mostraram que o complexo formado tem alta
molhabilidade, o que se deve a presenca de polissacarideos hidrofilicos em sua preparacao. O
moédulo de cisalhamento mecanico calculado para as amostras de complexo intumescidos em
solugdes tampao com diferentes pHs mostrou que o material formado apresenta caracteristicas
tipo gel. Foi possivel observar, ainda, que os valores de G’ ¢ G” diminuem quando as
amostras sdo intumescidas previamente em solu¢des tampao com maiores valores de pH. Isso
¢ devido as variagdes no grau de intumescimento e a perda de parte do SC quando as amostras
sdo intumescidas em um meio com pH > 6. Imagens de SEM mostraram que as amostras
intumescidas previamente em solugdes tampao pH 6,0, 7,4 e 8,0 e em meio de cultura (MC)

apresentaram alta porosidade, os quais sdo distribuidos de modo mais heterogéneo na matriz
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polimérica. Além disso, pela avaliagdo das imagens foi possivel verificar que o aumento do
pH do meio de intumescimento a valores proximos ou maiores que o pKa dos grupos amino
da QT e dos grupos carboxilico e sulfato do SC, proporciona o aumento do tamanho médio
dos poros. Desta forma, a estrutura porosa apresentada pelo complexo mostrou-se um
ambiente interessante para o cultura e crescimento de células e tecidos. Ensaios de interagao
entre células NIH3T3 e o complexo QT/SC revelaram, por meio de imagens de SEM, que as
células apresentaram boa adesdo e dispersdo. Alids, as células proliferaram significantemente
como observado pelas imagens de SEM e CLSM. Ensaios de citotoxicidade revelaram que o
complexo de QT/SC possui baixo grau de toxicidade para as células testadas e a quantificagao
do DNA das células, apds 14 dias de incubagdo confirmou a proliferagdo celular e, cerca de
20 vezes. Os resultados apresentados e discutidos nesse Capitulo permitem, portanto, inferir
que o complexo polieletrolitico QT/SC apresenta boa biocompatibilidade em termos da
cultura celular de fibroblastos. A utilizacdo do SC e da QT na preparacdo desse material faz
com que 0 mesmo apresente vantagens Unicas e potencial para ser utilizado como biomaterial

no revestimento de ferimentos ou como suporte para crescimento e regeneracao de tecidos.
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CAPITULO 4

PREPARACAO DE FILMES A PARTIR DE COMPLEXOS
POLIELETROLITICOS DE QUITOSANA E SULFATO DE
CONDROITINA COM POTENCIAL APLICACAO NO

REVESTIMENTO DE FERIMENTOS

4.1. INTRODUCAO

A pele humana ¢ a primeira e a principal barreira contra a invasao de agentes externos
nocivos ao nosso corpo. Porém, as vitimas de queimaduras podem ter sua pele danificada ou
mesmo destruida, dependendo da severidade do ferimento. Quando a pele ¢ acometida por
essa injuria, as proteinas que a constituem sdo degradadas reduzindo, assim, a quantidade de
oxigénio no local lesionado. Esse local passa, entdo, a ser um excelente meio para o
desenvolvimento e proliferacdo de microrganismos patogénicos (KEEN et al., 2010; MATT
et al., 2010; DAI et al., 2010; RAFLA et al., 2011). Além disso, a obstrucdo vascular
resultante da queimadura impede o transporte de antibidticos e fluidos do sistema
imunoldgico para a regido afetada. Um dos tratamentos para ferimentos decorrentes de
queimaduras ¢ remover uma fina camada de pele saudavel do corpo do paciente e enxerta-la
na regido danificada. Para proteger essa regido de possiveis infec¢des e desidratacdo, um
revestimento temporario ¢ utilizado para cobri-la durante o periodo entre a internagao
hospitalar e o procedimento de enxertia. Esse tipo de procedimento tem sido utilizado ha pelo
menos duas décadas (MINUTH er al.,, 1998; JONES et al., 2002; MI et al., 2002;
ANDREADIS, 2007) e, para esse propésito, muitos filmes poliméricos tém sido
desenvolvidos a partir de outros de origem sintética e/ou natural (PHAN et al., 2005; FU et
al., 2009; ADLY et al., 2010). Dentre as varias metodologias e técnicas aplicadas na
preparacdo de filmes poliméricos, a complexagdo polieletrolitica tem tido destaque por

produzir filmes com boas propriedades mecanicas e desempenhos satisfatorios (WANG et al.,
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2002; YU et al., 2005; ZHANG et al., 2009). Como discutido nos Capitulos anteriores desta
Tese, a interagdo eletrostatica entre macromoléculas com cargas elétricas opostas ocorre,
geralmente, em condigdes brandas e ¢ capaz de formar materiais com carater hidrofilico e
sensiveis a mudangas do meio (como por exemplo, mudanga de pH, for¢a idnica, etc.) (FUJIL
etal.,2009; BHATTARAI et al., 2010).

Por  possuir interessantes  propriedades  fisico-quimicas e  biologicas
(biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, potencial hemostatico, atividade
anti-infecciosa) a quitosana (QT) ¢ uma excelente candidata para preparagao dos filmes com
potencial aplicagdo no revestimento de ferimentos decorrentes de queimaduras (RINAUDO,
2006; RAAFAT et al., 2009; JAYAKUMAR et al., 2010). Além disso, QT possui
interessantes propriedades, particularmente atraentes, para essa aplicagcdo. Alguns trabalhos
descritos na literatura mostram que a QT possui a¢do contra tumores e acdo anticoagulante
(MENG et al., 2010; MUZZARELLI, 2010). A associagdo da QT com o sulfato de
condroitina (SC) permite a preparacdo de filmes devido a complexacdo eletrostatica desses
dois polissacarideos quando em meio acido (FAJARDO et al., 2010). Por ser um dos
componentes da matriz extracelular (ECM), o SC tem sido aplicado na preparagdo desse tipo
de biomaterial e alguns estudos reportam resultados promissores. Tendo em vista essas
consideragdes, neste Capitulo ¢ reportada a preparacdo de filmes por meio de reacdo de
complexacdo polieletrolitica entre a QT e o SC, utilizando a metodologia “casting”. As razdes
de massa entre a QT e o SC foram variadas afim de verificar mudangas nas propriedades
finais dos filmes. Além disso, para aumentar a aplicabilidade dos mesmos como dispositivo
para o revestimento de ferimentos, a droga sulfadiazina de prata (AgSD), estrutura mostrada

na Figura 4.1, foi incorporada nas formulag¢des dos filmes.

SOZN /

Figura 4.1. Estrutura quimica da sulfadiazina de prata (AgSD).
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AgSD ¢ um antibidtico amplamente utilizado no tratamento de ferimentos decorrentes
de queimaduras. Contudo, o uso tépico do AgSD ndo oferece protecdo durante longos
periodos, o que limita sua aplicacdo (JAIN et al., 2009; SHANMUGASUNDARAM et al.,
2009). Dessa forma, este estudo tem por finalidade formar filmes de QT/SC tendo AgSD
incorporada, investigar a a¢do bactericida do material QT/SC-AgSD e, também, estudar a

liberagdo sustentada do fArmaco.

4.2. EXPERIMENTAL
4.2.1. Materiais

Os reagentes utilizados nesse Capitulo possuem grau analitico e foram usados sem
purificacdo prévia. Quitosana (QT, CAS 90-77-7, Golden-Shell Biochemical, China) 85 %
desacetilada e massa molar viscosimétrica (M,) igual a 87.000 g/mol; Sulfato de condroitina
(SC, CAS 9007-28-7, gentilmente cedida por Solabia - Brasil) com M, igual a 22.000 g/mol.
Ambas as M, foram obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita por Fajardo et
al. (2010). Sulfadiazina de prata (AgSD, CAS 22199-08-2, Siddharth International, india).
Acido acético (100 %, CAS 64-19-7, Nuclear, Brasil) e hidroxido de sédio (NaOH, 95 %,

CAS 1310-73-2, Nuclear, Brasil).

4.2.2. Métodos
4.2.2.1 Técnicas de caracteriza¢do

Espectros da regido do infravermelho (FTIR) foram obtidos em um espectrometro
Perkin-Elmer (modelo RXI, Japao) operando na faixa de 500 a 4000 cm™ com resolugdo de 4
cm™. As propriedades mecénicas dos filmes foram determinadas utilizando-se a metodologia
ASTM D882, em um equipamento TexturOmetro (Stable Microsystems, modelo TA.XT2,
Inglaterra). A partir dos filmes foram produzidos corpos de prova com formato retangular (50

mm x 15 mm), os quais foram submetidos, posteriormente, aos ensaios de tragdo. Os



Capitulo 4| 78

Tese de Doutorado - AR Fajardo
parametros avaliados por meio dos ensaios de tragdo foram: tensdo de ruptura (7,), percentual
de elongagdo maxima no momento da ruptura (E) e modulo de Young (E =
tensdo/deformacao). Para cada filme foram realizados 10 ensaios de tracao (n = 10), logo os

dados obtidos sdo referentes a média desses ensaios.

4.2.2.2. Preparagdo dos filmes de QT/SC

Os filmes de QT/SC foram formados por meio da metodologia “casting”.
Primeiramente, foram preparadas duas solucdes; uma de QT (2 % m/v) em solucdo de acido
de acido acético (1 % m/v) e outra de SC (8 % m/v) em dgua destilada. Posteriormente,
quantidades necessarias das solu¢des de QT e de SC foram misturadas para formar filmes
com diferentes razdes de massa entre a QT e o SC. Para cada amostra, as solu¢des resultantes
da mistura das solu¢des de QT e SC foram homogeneizadas por meio de agitacdo magnética
e, entdo, transferidas para placas de Petri (placas de poliestireno, didmetro 85 mm e altura 10
mm). Em sequéncia, os filmes foram estocados em estufa a 40 °C durante 24 h para
evaporagdo do solvente. Assim que formados, os filmes foram removidos das placas de Petri
e, imediatamente, lavados em solucdo de NaOH 0,2 M; purificados por imersdo em agua
destilada durante 12 h e entdo secos a temperatura ambiente. Os procedimentos experimentais
para formar os filmes carregados com AgSD foram semelhantes aos aqui descritos. Contudo,
durante a etapa de preparo da solu¢do de QT em 4cido acético (1 % m/v) uma certa
quantidade previamente estabelecida de AgSD foi adicionada. Na Tabela 4.1 sdo mostradas as

quantidades de QT, SC e AgSD utilizadas e a composic¢ao de cada filme formado.
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Tabela 4.1. Composicao dos filmes de QT/SC (carregados e ndo carregados com AgSD).

Solu¢io QT Solugio SC* Razio Massa AgSD Massa
Filme Volume Massa Volume Massa QT/SC QT+SC Massa %° total
(ml) (mg) (ml) (mg) (% m/m) (mg) (mg) (mg)
MCS1 44 880 16 1.280 40/60 2.160 - - 2.160
MCS2 48 960 12 960 50/50 1.920 - - 1.920
MCS3 51 1.020 9 720 60/40 1.740 - - 1.740
MCSI1-1 44 880 16 1.280 40/60 2.160 15 0,70  2.175
MCS2-2 48 960 12 960 50/50 1.920 15 0,77 1.935
MCS3-3 51 1.020 9 720 60/40 1.740 15 0,85 1.755

*Concentragdo igual a 2 % m/v; ® Concentragdo igual 4 8 % m/v; © % em relagdo a massa total dos filmes.

4.2.2.3. Ensaios de intumescimento
A capacidade de absor¢ao de liquidos aquosos de cada filme foi verificada por meio da
determinagdo do grau de intumescimento (S) dos mesmos em diferentes condi¢des de pH a

temperatura ambiente. O calculo de S foi realizado utilizando a Equacdo (4.1):

§=—L= 4.1)

onde W;, ¢ a massa dos filmes intumescidos em um determinado tempo ¢ ¢ W) ¢ a massa dos
filmes secos. Para determinagdo de S, uma amostra de cada filme, previamente pesada, foi
recolhida (amostra retangular 40 mm x 20 mm) e imersa em solu¢des tampao com pH 2,0, 7,0
ou 10. As solucdes tampao, com forca idnica constante (/ = 0,1 mol/l), foram produzidas de
acordo com a metodologia descrita na “National Book of Formulas - United States
Pharmacopoeia” (USP 30-NF25) (2007). Apés a imersdao das amostras dos filmes nas
solugdes tampdo, cada uma foi removida e pesada, em determinados intervalos de tempo, a
fim de se determinar o valor de S. Para cada condicdo de pH, trés amostras de cada filme
foram utilizadas e, assim, o valor de S determinado ¢ referente a uma média de triplicatas (n =

3).
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4.2.2.4. Ensaios de liberac¢do de AgSD in vitro

Os ensaios de liberacdo in vitro de AgSD a partir dos filmes de QT/SC carregados
foram realizadas com amostras (0,1 g) dos filmes MCS1-1, MCS2-2 e MCS3-3. Cada amostra
foi depositada em um recipiente contendo 50 ml de solugdo tampdo fosfato(pH 7,4) e a
temperatura do sistema foi fixada em 37 °C. Apds determinados intervalos de tempo,
aliquotas da solu¢do foram coletadas para se determinar a quantidade de AgSD liberada no
meio de imersdo. As aliquotas foram analisadas pela técnica de espectroscopia na regido do
ultravioleta - visivel (UV-Vis) (equipamento marca Femto, modelo 800Xi, Brasil). A
absorbancia para cada aliquota foi medida em um comprimento de onda de 430 nm (KONG et
al., 2008). Feito isso, as medidas de absorbancia e as aliquotas retiradas de cada solucao
foram devolvidas aos respectivos recipientes com o intuito de manter o volume constante
durante o ensaio de liberagdo. A quantidade de AgSD liberada em diferentes intervalos de
tempo foi obtida utilizando uma curva analitica previamente construida. A curva analitica foi
feita utilizando uma solugio padrio de AgSD variando a concentragio de 5,00 x 10” a 3,12 x
10° mg/l e usando uma solug¢io tampdo pH 7,4 como solvente. O valor do coeficiente de
determinagdo para o modelo linear (R”), determinado para a curva analitica foi maior que

0,999. Todos os experimentos foram feitos em triplicatas (n = 3).

4.2.2.5. Estudo da atividade bactericida

A atividade bactericida dos filmes carregados com AgSD foi testada por meio da
determinagdo do halo de inibi¢do das mesmas em placas inoculadas com cepas de bactérias
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e Staphylococcus aureus (S. aureus). Para esses
testes, discos com diametro de 5 mm dos filmes ndo carregados (controle) e carregados com
AgSD foram depositados no meio de inoculacdo, a fim de avaliar a inibicdo ao crescimento de
uma determinada cepa bacteriana. As placas contendo as cepas com os discos extraidos a
partir dos filmes (carregados e ndo carregados) foram mantidos em temperatura controlada

(37 °C) por 24 h. Depois desse periodo, os halos de inibi¢do, os quais sdo o didmetro dos
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circulos inibitorios ao redor dos filmes carregados, foram comparados com os dos filmes

controle.

4.2.2.6. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular para os filmes de QT/SC (carregados ou ndo
carregados) foi realizado por meio de teste de citotoxicidade indireta, utilizando
sulforodamina B (SRB) (Sigma, EUA). O efeito de citotoxicidade dos filmes foi avaliado
utilizando células do tipo Vero, que sdo células de linhagem continua isoladas do epitélio
renal de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops). Todos os filmes testados foram
previamente esterilizados em autoclave (condi¢des: 121 °C por 15 min.). As células Vero
foram cultivadas em DMEM (Gibco, EUA) suplementado com soro fetal bovino (10 %,
Gibco, EUA) e gentamicina (50 pg/ml), o qual atua como agente bactericida (condi¢des de
cultivo: encubagdo em estufa a 37 °C em atmosfera controlada com 5 % de CO,). Para os
testes de citotoxicidade, as células Vero foram distribuidas em micropratos de cultura (24-
pogos) em uma densidade de 2,0 x 10° células/pogo (condigdes: encubagio em estufa tmida a
37 °C por 24 h). Triplicatas de cada amostra de filme foram retiradas e esterilizadas e, em
seguida, cada uma foi incubada em um meio contendo o soro fetal bovino por 24 h a 37 °C.
Aliquotas de 1000 pl de cada meio contendo as amostras dos filmes foram retiradas e
transferidas para cada pogo. O controle (poco sem filme) foi incluido nesse ensaio. Apos a
introducdo das amostras de filme, o microprato foi estocado por 72 h. Feito isso, as amostras e
os meios de cultura foram removidos dos pogos, € os mesmos foram lavados com tampao
fosfato (pH 7,4) e fixados com 4cido tricloroacético (10 % v/v) por 1 h. Por fim, em cada
pogo foi adicionado solugdo de SRB (500 pl, 4 % v/v) e o microprato foi estocado por 30 min
sob-refrigeragdo. O microprato foi lavado varias vezes com solugdo de acido acético (1 % v/v)
para remover o SRB. O SRB ligado as células residentes nos pogos foi solubilizado em
solugdo de tris-(hidroximetil)-aminometano (tris-base, 150 ul, 10 mM). A densidade Optica
foi medida em 530 nm por meio de um espectrofotometro (Bio-Tek, modelo PowerWave XS,

EUA).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Analises de FTIR
Como discutido anteriormente, quando uma solugdo de QT em meio 4cido ¢ misturada
com uma solucdo de SC ¢ observada a formacao de complexos polieletroliticos por meio de
interagdes entre os grupos funcionais desses polimeros que possuem cargas elétricas opostas.
Diferentes formulacdes foram testadas, a fim de se conhecer as diferentes caracteristicas
apresentadas pelos filmes quando a razdo de massa entre a QT e o SC ¢ variada. Além disso,
visando a aplicacdo desses filmes como possiveis revestimentos de ferimentos, sobretudo,
daqueles decorrentes de queimaduras, o farmaco AgSD foi incorporado nas formulagdes
testadas. Os filmes formados com base na metodologia “casting”, a qual consiste na
desidratacdo de uma solucdo coloidal denominada solugdo filmogénica, foram caracterizados
por FTIR e os espectros obtidos sdo apresentados na Figura 4.2. Foram obtidos, também,
espectros FTIR da QT, do SC ndo complexados e da AgSD de partida. Os espectros FTIR da
QT e do SC podem ser visualizados na Figura 4.2(a). Uma vez que os espectros FTIR da QT e
do SC foram apresentados e discutidos no Capitulo 2 desta Tese, uma explicacao detalhada de

ambos ndo sera necessaria neste Capitulo.
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Figura 4.2. Espectros FTIR (a) dos filmes QT/SC nao carregados e (b-d) dos filmes QT/SC

carregados com AgSD.

O espectro FTIR do filme MCSI1 [Figura 4.2(a)], o qual possui o maior percentual de
SC (razio QT/SC igual a 40/60), exibe bandas caracteristicas do SC em 1634 cm’
(estiramento da ligagio C=0 do grupo amida), 1562 e 1414 cm' (estiramentos simétricos e
assimétricos do grupo COO") e 1238 cm™ (ligagdo S=O do grupo OSO3) (XI et al., 2012).
Além destas bandas, ¢ possivel observar uma banda de maior intensidade proxima a 1565 cm’
! a qual pode ser atribuida a flexdo (“bend”) da ligagio N-H dos grupos amino da QT.
Comparado com o espectro FTIR da QT, onde essa mesma banda é observada em 1595 cm’,
pode se inferir que esse descolamento para um menor nimero de onda se deve a interagdes

dos grupos amino da QT com os grupos sulfato do SC. Nessa formulagdo, o excesso de SC

pode fornecer uma grande quantidade de grupamentos sulfato, os quais complexam com a
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maior parte dos grupos amino da QT que em meio acido estdo na sua forma protonada
(-NH3") (FAJARDO et al., 2011). Por essa razdo, a banda referente aos grupos amino da QT
aparece no espectro FTIR do MCSI1 deslocada para um menor numero de onda e com
intensidade diferente da banda observada em 1595 cm™ no espectro da QT, caracteristica dos
grupos amino “livres”. Esta mesma banda também é observada em 1565 cm™ nos espectros
FTIR dos filmes MCS2 e MCS3 [Figura 4.2(a)]. Ainda, avaliando o espectro FTIR do filme
MCSI ¢ possivel verificar um aumento na intensidade da banda em 1030 cm™, a qual pode ser
atribuida ao estiramento da ligacdo S-O dos grupos sulfato do SC (FAJARDO et al., 2011).
Isto ¢ devido a interagdo destes grupos com os grupos amino protonados da QT. Comparando
os espectros FTIR dos trés filmes formados (MCS1, MCS2 e MCS3), é possivel notar uma
ligeira diferenca de intensidade das bandas atribuidas aos grupos amino da QT (banda em
1565 cm™); das bandas atribuidas aos estiramentos vibracionais da ligagdo S=O (banda em
1238 cm™) e da ligagdo S-O (banda em 1030 cm™). Estas diferencas se devem a variagdo na
razdo molar entre a QT e o SC utilizada na formulagdo dos filmes (Tabela 4.2). A capacidade
de complexacdo também ¢ afetada pelo excesso de grupos positivamente carregados
provenientes da QT (—NH;"), o que faz com que a repulsdo entre essas cargas aumente

consideravelmente desestabilizando, assim, o sistema até entdo complexado.
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Tabela 4.2. Razdo molar entre os componentes dos filmes de QT/SC carregados e nao

carregados com AgSD.
Razao QT/SC Razao molar Razao molar Razao molar
Filme (% m/m) [QT] / [SC] [QT] / [AgSD] [SC] / [AgSD]
MCSI 40/60 2:1 - -
MCS2 50/50 3:1 - -
MCS3 60/40 4:1 - -
MCSI-1 40/60 2:1 129:1 66:1
MCS2-2 50/50 3:1 141:1 48:1
MCS3-3 60/40 4:1 150:1 37:1

*As razdes molares foram calculadas ap6s a mistura das solugdes de QT ¢ SC com ou sem AgSD. Os calculos
foram feitos considerando a massa molar das respectivas unidades repetitivas (UR) da QT (= 161,156 g/UR), do
SC (= 458,89 g/UR) e da massa molar da AgSD (= 357,14 g/mol).

Na Figura 4.2(b-d) sdo mostrados os espectros de FTIR dos filmes de QT/SC
carregados e ndo carregados. No espectro FTIR da AgSD pode ser visualizada uma banda em
1652 cm™ atribuida as deformagdes axial e angular da ligagdo nitrogénio-hidrogénio (N-H) da
sulfonamida; uma banda em 1597 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo dupla carbono-
carbono (C=C) do anel pirimidinico; e, por fim, uma banda em 1230 cm™, atribuida ao
estiramento assimétrico do grupo SO, (PRIETO et al., 2006). Comparando os espectros FTIR
dos filmes carregados com os espectros dos filmes ndo carregados ¢ possivel verificar uma
ligeira reducdo na intensidade das bandas atribuidas aos grupos amino da QT (banda em 1565
cm™). Outra mudanga ¢ verificada quando se comparam os espectros FTIR dos filmes
carregados com os espectros dos filmes ndo carregados em relagdo a diminuicdo na
intensidade das bandas atribuidas aos estiramentos vibracionais (simétrico e assimétrico) dos
grupos COQO" e ao estiramento assimétrico da ligacdo S=0O do grupo OSO;” (bandas em 1414 e
1238 cm™). Estas diferengas permitem inferir que a incorporagdo do farmaco na formulagio
dos filmes afeta a capacidade de complexagdo entre a QT e o SC. Por possuir diversos grupos
funcionais, entre eles os 4tomos de nitrogénio que podem apresentar cargas positivas de
acordo com o pH do meio de preparagdo do filme, a AgSD pode interagir com os grupos

funcionais de ambos os polimeros formadores do filme por meio de interagdes eletrostaticas.
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Se ndo carregados, os grupos funcionais da AgSD podem ainda formar ligagdes de
hidrogénio. A presenca de 4atomos fortemente eletronegativos (ex. O, N e S) favorece a

formagao desse tipo de ligagao.

4.3.2. Determinacio do grau de intumescimento (5)

Assim como os hidrogéis quimicamente reticulados, as redes poliméricas formadas
por complexos polieletroliticos (fisicamente reticulados) possuem como principal
caracteristica a capacidade de absorver e reter uma quantidade consideravel de liquidos
aquosos. Esta habilidade vai além de apenas absorver uma grande quantidade de liquidos; a
matriz tridimensional do complexo polieletrolitico se mantém mesmo no estado intumescido.
O processo de absorcdo de liquidos por este tipo de material ¢ conhecido como
intumescimento e depende da interacdo entre a matriz polimérica e o solvente e também do
grau de reticulagdo do polimero. No caso de complexos polieletroliticos, o intumescimento ¢
dependente do grau de reticulagdo fisica (complexagdo e entrelacamento de cadeias) entre as
macromoléculas com cargas elétricas opostas.

Nesse trabalho, a capacidade de absorcdo de liquidos pelos filmes em meios com
diferentes pHs foi estimada pela determinacdo do pardmetro grau de intumescimento (S) € os
resultados sdo apresentados na Figura 4.3. Em relagdo ao filme MCS1, destaca-se o fato de
que quando o mesmo ¢ imerso em tampao pH 7,0 o grau de intumescimento atinge um valor
maximo apos 3 h de imersdo e, entdo, o valor diminui até atingir o equilibrio préximo a 10 h
de estudo. Esse comportamento ¢ contrastante com o apresentado por esse mesmo filme
quando intumescido em solug¢des tampao com pHs 2,0 e 10,0. Quando a matriz polimérica
QT/SC ¢ imersa em um tampdo 4cido, a interacdo eletrostatica entre os polieletrolitos ¢
grande o suficiente para evitar que uma grande quantidade de liquido seja absorvida ou que
ocorra perda de massa. Isso ocorre, pois em meio acido os grupos aminos da QT estdo
completamente protonados enquanto que os grupos sulfato do SC, por apresentarem pKa
proximo a 2,6 (LARSSON et al., 1981), estdo também em sua forma ionizada (-OSOsH — —

0S0s” + H"). Isto permite maior interagdo entre esses grupamentos funcionais (FAJARDO et



Capitulo 4 | 87
Tese de Doutorado - AR Fajardo

al., 2011). Em tampao pH 7,0, a condi¢do de maior pH faz com que os grupos amino da QT
(pKa = 6,5) (FAJARDO et al., 2011) permanecam parcialmente protonados reduzindo assim a
interacdo fisica destes com os grupos funcionais ionizados do SC. Ainda, em pH 7,0 os
grupos funcionais do SC uma vez ndo protonados (—OSO3” e =COQ") causam um aumento na
repulsdo do tipo anion-anion entre as cadeias de SC. Isto possibilita que parte das cadeias de
SC adquira certa mobilidade o que contribui para a expansdo da matriz polimérica. Assim, o
influxo de liquido para o interior na matriz polimérica aumenta, como observado, ¢ o grau de
intumescimento atinja um valor maximo nas condi¢des estudadas. Parte das cadeias de SC sao
arrastadas para fora da matriz durante o efluxo de liquido. Estudos realizados em nosso
laboratorio mostram que sistemas formados por complexos polieletroliticos de QT/SC liberam
parte do SC complexado quando em meio neutro (PIAI et al., 2009; PIAI et al., 2010). Esse
fato explica a perda de massa inicial e a consequente diminui¢do no valor do grau de
intumescimento do filme (cerca de 300 %) quando o mesmo ¢ imerso em tampao pH 7,0. O
SC ¢ um biopolimero altamente hidrofilico e sua saida acarreta perda da capacidade de
absorcao e retengdo de liquido aquoso. Os grupos amino (—NH,) passam a interagir com 0s
grupos carboxilato e sulfato das cadeias do SC através de ligagdes de hidrogénio. Isso reduz a
repulsdo eletrostatica causada pelos grupos negativamente carregados do SC e, entdo, a matriz
polimérica adquire estabilidade novamente. Por essa razao, foi observado que quando imersa
em tampao pH 10,0 o filme MCSI apresenta uma capacidade de absor¢ao de liquido menor

do que quando imerso em tampao pH 7,0.
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Figura 4.3. Grau de intumescimento (S) dos filmes MCS(1-3), MCS1-1, MCS2-2 e MCS3-3

quando imersos em diferentes pHs em fun¢ao do tempo de imersdo em horas.

Entretanto, os filmes obtidos usando formulagdo com menor quantidade de SC (filmes

MCS2 e MCS3) e, consequentemente, com maior razdo molar QT/SC, demonstraram perfis

de intumescimento diferentes quando comparados com o filme MCS1. Quando MCS2 e

MCS3 sdo imersas em solugdes acidas a protonagdo dos grupos amino da QT ¢ favorecida
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enquanto que a disponibilidade de grupos sulfato provenientes do SC diminui. Isso faz com
que as cargas positivas ndo sejam totalmente estabilizadas, o que cria uma repulsdo do tipo
cation-cation no interior da matriz polimérica. Dessa forma, ocorre a desestabilizagdo do
sistema e sua consequente expansdo, a qual permite que uma grande quantidade de liquido
possa difundir para dentro da mesma. Esse comportamento ¢ verificado quando se analisa o
perfil de intumescimento dos filmes MCS2 e MCS3 imersos em tampao pH 2. Nesta condicao
de pH ambos os filmes apresentaram seus maiores valores para o parametro S. Em relagdo as
outras condi¢gdes de pH testadas, os dois filmes MCS2 e MCS3 apresentaram capacidades
similares de absor¢do do meio aquoso. Verifica-se que, quando intumescidas em tampdes pH
7,0 ou 10,0 o grau de intumescimento obtido ¢ bem menor em relacdo aos obtidos para esses
filmes quando imersos em tampao pH 2,0.
Ao se comparar os valores de S obtidos para os filmes carregados com o farmaco
AgSD com respectivos valores para os filmes ndo carregados, verificou-se que a incorporacao
de AgSD na matriz polimérica exerce clara influéncia sobre a capacidade de absor¢do dos
filmes. Além disso, notou-se também que a variacdo do pH do meio de intumescimento
exerce igualmente influéncia nessa propriedade. Em condi¢des acidas (tampao pH 2) o filme
MCS1-1 exibiu o maior valor de S (cerca de 2.000 %) enquanto que os filmes MCS2-2 e
MCS3-3 atingiram um valor maximo de S proximo a 250 %. Esses resultados podem ser
atribuidos & presenca dos ions de prata (Ag"), provenientes da AgSD, os quais uma vez dentro
da matriz polimérica competem com os cations da QT pela a interagdo com o SC. Uma vez
afetada a complexacdo polieletrolitica entre QT e do SC, a matriz polimérica tem também
alteradas sua configuracdo e sua capacidade de absor¢ao de liquidos. Esses dados corroboram
com os resultados obtidos das andlises dos espectros FTIR dos filmes carregados ou ndo com
AgSD. Observou-se, também, que quando o filme MCS2-2 ¢ intumescido em condigdes
neutras e basicas (pH > 7) o mesmo apresenta diminui¢do no perfil de intumescimento apos
atingir um valor maximo de S. Ja o filme MCS3-3 apresenta esse tipo de comportamento em
todas as condi¢des de pH testadas. Tal diminui¢do na capacidade de intumescimento pode ser

atribuida a liberacdo de algum dos componentes presentes na formulacdo do filme. Além



Capitulo 4 | 90
Tese de Doutorado - AR Fajardo

disso, os resultados mostrados na Figura 2.2 permitem inferir que os filmes MCS2-2 e MCS3-
3 s3o mais afetados pela incorporacdo de AgSD do que o filme MCS1-1. Na formulagao
usada para obter esses dois filmes, uma maior quantidade de QT foi utilizada para produzir os
filmes MCS2-2 e MCS3-3 sugerindo, assim, que a interacdo do firmaco com as cadeias de
QT prevalece sobre a interacao entre o fArmaco e as cadeias de SC. Sendo assim, o SC passa a
competir com o AgSD e parte das cadeias que ndo interagem para a formagao dos complexos

polieletroliticos com a QT sdo passiveis de liberagao.

4.3.3. Propriedades mecanicas

A determinagdo das propriedades mecanicas dos filmes formados neste Capitulo 4 ¢
um ponto importante, especialmente, pelo fato de que o objetivo €, posteriormente, aplica-los
como revestimento de ferimentos. Dentre as varias propriedades mecanicas passiveis de
andlise, foram determinadas aqui a tensdo de ruptura (7}), o percentual de elongacdo méaxima
no momento da ruptura (E) e o mdédulo de Young ou médulo elastico. A 7, € a tensdo maxima
da curva de tensdo nominal (ou tensdo aplicada, em MPa) em fun¢do da deformacdo. Se
ocorrer no corpo de prova um decréscimo na area da sec¢do reta, o posterior aumento da
deformagdo provoca uma diminui¢do da tensdo nominal até ocorrer a fratura, ja que a tensao
nominal ¢ determinada em relacdo a area inicial da seccdo reta do corpo de prova. O mddulo
de Young ¢ a taxa de variacdo da tensdo aplicada em func¢do da deformagdo. Ele ¢ obtido a
partir da determinacdo da inclinacdo da por¢do linear do grafico de tensdo em fun¢do da
deformacdo. A Figura 4.4 apresenta a curva média de tensdo em funcdo da deformacao obtida
para o filme MCSI e ¢ referente 4 média dos 10 ensaios de tragdo realizados com amostras do

filme MCSI.
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Figura 4.4. Curva média de tensdo em funcdo da deformagdo obtida para o filme MCSI.
As propriedades mecanicas dos filmes QT/SC (carregados e ndo carregados com
AgSD) foram avaliadas por meio de testes de tracdo e os parametros calculados sdo

apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Propriedades mecanicas dos filmes determinados a partir de ensaios de tragao.

Area *(10™ Fnax T, E (%) Mod. Young
Filmes m’) (N) (MPa) (MPa)
MCS1 7,50 73+0,3 9,7+ 0,4 279+ 1,9 44,4 +42
MCS2 7,50 6,2+0,2 8,2+0,3 21,9422 45,9 + 4,8
MCS3 7,50 6,1+0,2 8,2+0.,4 359+2,6 30,8 + 3,3
“MCS1-1 750 48+03 64+04 242+1,5 329+3,0
MCS2-2 7,50 3,9+0,5 52+0,6 18,3+ 1,7 33,7 +4,7
MCS3-3 7,50 3,5+0,3 4,6+0,5 32,5+3,1 18,9 +2,3

® Area do corpo de prova

Analisando os dados apresentados na Tabela 4.3, verifica-se que a tensdo de ruptura

(T,) apresentada pelos filmes estd diretamente relacionada com a quantidade de SC utilizada
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na formulacdo utilizada na preparacao dos filmes e com a incorporacdo ou ndo do farmaco.
Por exemplo, o filme MCS1 exibiu o maior valor de 7,, o que pode ser explicado pelo fato da
maior quantidade de SC utilizada em sua formulacdo aumentar a disponibilidade de grupos
funcionais aptos a interagirem com os grupos funcionais da QT. Vale ressaltar que para essa
formulagdo a razdo entre a quantidade de grupos amino provenientes da QT e os grupos
sulfato do SC ¢ na ordem de 2:1. Sendo assim, a matriz polimérica formada, nesse caso,
possui um numero maior pontos de interacdo e a 7, medida para o filme MCSI1 ¢
consequentemente maior. Verifica-se que a diminui¢do na quantidade de SC utilizada na
formulagdo dos filmes também diminui o valor de 7, ou seja, a matriz polimérica torna-se
mais fragil. Essa afirmacdo fica facilmente visualizada quando sdo comparadas as Fpax
necessarias para fraturar os filmes MCS1, MCS2 e MCS3.

Ap0s a incorporacdo do AgSD, os valores medidos de 7 foram ainda menores quando
comparados com os valores médios medidos para os filmes ndo carregados. Esse
comportamento demonstra, novamente, que a incorporagdo da AgSD afeta a estabilidade da
matriz polimérica, uma vez que a complexacdo dos grupos funcionais provenientes da QT e
do SC ¢ prejudicada. A influéncia do farmaco sobre a capacidade de complexacao da QT e do
SC corrobora com as medidas de FTIR e os dados de intumescimento ja apresentados e
discutidos. Os valores calculados para o médulo de Young variaram de acordo com razao de
massa QT/SC utilizada na formulacdo dos filmes e com a incorporagdo da AgSD. Vale
lembrar, ainda, que levando em consideracdo o desvio padrdo das medidas realizadas, os
filmes de razdes massicas QT/SC iguais a 40/60 e 50/50 (filmes MCS1 e MCS2) possuem
valores similares de modulo de Young. Esta observacao também se aplica aos filmes MCS1-1
e MCS2-2. Porém, os filmes que apresentam em sua formulagdo menor quantidade de SC
(filmes MCS3 e MCS3-3) possuem os menores valores para o0 modulo de Young. Nestes, a
razdo molar entre a QT e o SC ¢ da ordem de 4:1, o que implica em uma reducao consideravel
na quantidade de pontos de complexacao polieletrolitica entre os grupos amino da QT e os
grupos sulfato do SC. Sendo assim, o material formado torna-se menos rigido € com menor

moédulo de Young. Somando-se a isso, a QT possui grande afinidade pela dgua e no estado
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solido as suas macromoléculas podem apresentar estruturas distorcidas, as quais sao
facilmente hidratadas, tornando assim, o material menos rigido (RINAUDO et al., 2001).

A incorporagdo do farmaco nas formulagdes usadas para obter os filmes MCS1-1,
MCS2-2 e MCS3-3 conduziu a materiais com menores valores de médulo de Young quando
comparados com os valores obtidos para os filmes MCS1, MCS2 e MCS3. Fica, portanto,
evidente que a adi¢do do farmaco afeta drasticamente a interagdo eletrostatica entre os grupos
com cargas elétricas opostas. Essa diminuicdo se traduz na formagao de filmes menos rigidos

conforme observado pela analise dos dados da Tabela 4.3.

4.3.4 Ensaios de liberacao in vitro da AgSD
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Figure 4.5. (a) Quantidade (em mg) e (b) fracao (em %) de AgSD liberada em tampao fosfato

(pH 7,4) em fun¢ao do tempo de imersdo (em h).

As quantidades e as fracdes de AgSD liberadas a partir dos filmes QT/SC-AgSD
foram investigadas para avaliar o perfil de liberacdo do farmaco, bem como para avaliar o
potencial de aplicag@o dos filmes como dispositivos no tratamento de ferimentos. Os ensaios
de liberag¢do foram realizados em tampao fosfato (pH 7,4), para simular o plasma sanguineo, o
qual pode apresentar valor de pH na faixa de 7,34 a 7,45, e temperatura controlada (37 °C).

Os resultados sdo apresentados na Figura 4.5. Alguns trabalhos reportam que a AgSD
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dissocia-se em ions prata (Ag') e sulfadiazina e que sua liberagdo depende do equilibrio das
interagdes i0nicas entre esses dois componentes e da estrutura do filme. Essa inconsisténcia
entre a liberacio do Ag' e da sulfadiazina, incorporada na matriz do filme QT/SC, pode ser
atribuida ao fato de que, os ions prata interagem com os grupos amino da QT e sua liberagao
¢, portanto, mais lenta. Por outro lado, a sulfadiazina ndo interage eletrostaticamente com
nenhum grupo funcional presente na matriz polimérica e, nessa condicdo de pH (7,4), ela
pode difundir espontaneamente para fora da matriz. Esse comportamento ¢ vantajoso, pois
alguns estudos reportam que apoés a liberagdo os ions prata permanecem na forma de
precipitado (AgCl) ou, entdo, se ligam a superficie do ferimento enquanto que ao ser liberada
a sulfadiazina entra em contato direto com a corrente sanguinea (KUMAR et al., 2010). Os
ensaios de liberagdo de AgSD in vitro mostraram que a razdo massica QT/SC durante a
preparacdo dos filmes exerce influéncia na taxa de liberacdo do agente antibiotico (AgSD). Os
filmes MCS1-1 e MCS3-3, preparados em razdes massicas extremas QT/SC (40/60 ou 60/40),
as quantidades de AgSD liberadas foram as maiores (cerca de 13 mg ~ 82 % do total
encapsulado), enquanto que o filme MCS2-2 (razdo QT/SC 50/50) liberou uma quantidade
menor de AgSD (cerca de 10 mg ~ 70 % do total encapsulado). Apesar dessa diferenca, pode
se inferir que todas os filmes preparados no decorrer desse trabalho mostraram-se adequados
para sustentar a liberacdo de AgSD por um periodo de até 20 h. Assim, assegura-se que a
droga ndo perde a sua efetividade, evita a manipulagdo da sutura (diminui o desconforto e o
risco de infec¢cdo) e contribui para que um excesso de ions prata ndo sejam inseridos no
ferimento mas liberados de forma gradativa. Para avaliar o perfil de liberacdo da AgSD ¢
importante verificar e entender o mecanismo pelo qual a mesma ¢ liberada. Nesse estudo, a
liberagdo da AgSD a partir dos filmes de QT/SC foi tratada como um fendomeno de parti¢do e
a sua cinética de liberacdo foi estudada com base em um modelo matematico desenvolvido
por Reis et al. (2007). O fendmeno de particdo pressupde que o soluto se distribui entre as
fases matriz polimérica e solvente e, que a afinidade fisico-quimica entre as espécies
soluto/matriz polimérica e soluto/solvente esta intimamente relacionada com a velocidade de

liberagdo do soluto. Utilizando o modelo de Reis et al. (2007), é possivel predizer o perfil
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completo de liberacdo de um soluto a partir de uma matriz polimérica. O modelo foi aplicado
aos dados coletados e os resultados obtidos da aplicagdo sdo apresentados na Figura 4.5(b).
De acordo com o modelo citado, o parametro que quantifica a atividade de particdo () pode

ser calculado por meio da Equacao 4.4:

— _Frmax (4.4)

1-Frmax

onde a expressa as afinidades fisico-quimicas entre farmaco/matriz polimérica e
farmaco/solvente. Ou seja, o parametro o descreve a existéncia, ou ndo, de difusdo do soluto
entre as fases. A natureza quimica do solvente no qual a matriz polimérica estd inserida pode
afetar tanto a taxa de liberagdo quanto a atividade de parti¢do (o). Quando o valor calculado
para a ¢ nulo (a = 0), pode-se inferir que ndo havera liberagdo do soluto a partir da matriz
polimérica para fase solvente. Assim, ndo existird particdo do soluto entre as fases matriz
polimérica e solvente, isto €, ndo existira difusdo de soluto de uma fase para outra (REIS et
al., 2007; LOPES et al., 2013). Porém, se a > 0, ocorrera tal difusdo (LOPES et al., 2013).
Com base nas fragdes maximas (Fru.) de AgSD liberadas dos filmes MCS1-1, MCS2-2 e
MCS3-3, em tampao fosfato (pH 7,4), os valores de o foram calculados e sdo apresentados na
Tabela 4.4. Os valores de Fru., € a foram tratados utilizando as equagdes (4.5) e (4.6), as
quais descrevem a liberagdo da AgSD em termos de uma cinética de 1 e 2° ordem, com

carater reversivel.

Fro.. In (M) = kgt 4.5)

Frijax— Fry

= In

a [Frl—(ZFrlFrmax)+Frmax
2

] = k;t (4.6)

Friax—FTy
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onde Fr; corresponde a fracdo de AgSD liberada em um tempo ¢ (#= 0) e k; ¢ a constante de
liberagdo. k; ¢ obtida a partir da inclinacdo da reta do grafico entre o termo esquerdo da
equacdo (4.5) ou (4.6) em fungdo do tempo (¢). Os valores de k; alcangados para todos os
filmes em tampao fosfato (pH 7,4) sdo apresentados na Tabela 4.4. Fazendo uso de outra
estrutura matematica, que relaciona Fr,,, a € k; [equagdes (4.7a e 4.7b)] € possivel calcular o
tempo necessario para que a concentracdo do soluto no solvente atinja 50 % do valor da
Frmax(t12). Os valores de (z;,) calculados para os modelos cinéticos de 1° € 2° ordem sdo

apresentados na Tabela 4.4.

0,693FTmax
ty, = ST 4.7)
a
t1 /) = (z_k,) In(3 — 2F1,,,) (4.8)

Tabela 4.4. Valores de Fryu.., @, ki e t;> para AgSD liberado a partir das filmes de QT/SC. Os

valores de k; ¢ ¢;,, foram obtidos a partir de modelos cinéticos reversiveis de 1° € 2* ordem.

Cinética 1° ordem Cinética 2° ordem
Filme Fr,.. a Kk@A0°h") R* ¢#,(h) kA0*n" R' 1)
MCS1-1 0,86 6,14 33,56 0,99 1,78 90,34 0,99 0,84
MCS2-2 0,71 2,67 19,49 0,94 2,52 33,85 0,99 1,72
MCS3-3 0,84 5,15 21,18 0,88 2,75 46,20 0,96 1,57

O modelo cinético reversivel de 1* ordem pressupde que a liberagdo da AgSD a partir
dos filmes de QT/SC ¢ descrito apenas como um fendmeno de particdo entre a matriz
polimérica do filme e 0 meio em que ele se encontra. Esse modelo descreve que a velocidade
de liberagdo do soluto em um dado instante ¢ diretamente proporcional a diferenga entre a
concentragdo do soluto liberado e absorvido pela matriz polimérica. J4 o modelo cinético
reversivel de 2° ordem, pressupde que a velocidade de liberagdo do soluto em um dado

instante ¢ diretamente proporcional a diferenca entre a concentragdo do soluto liberado e
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absorvido elevada ao quadrado. Analisando os dados cinéticos apresentados na Tabela 4.4, ¢
possivel perceber que para todos os casos (independente da formulagdo) o valor de o foi
maior que 1, o que indica que o soluto tem mais afinidade pelo solvente que pela matriz
polimérica nas condigdes testadas. Além disso, percebe-se que a liberacdo da AgSD ¢ mais
bem descrita segundo o modelo cinético reversivel de 2 ordem, visto que os valores dos
coeficientes de determinago (R?) para esse modelo sdo maiores do que aqueles observados
para a cinética de 1* ordem. Os valores de R* foram obtidos a partir das anélises de regressdo
linear dos modelos cinéticos reversiveis de 1° e 2° ordem. Os valores de k; alcangados a partir
de ambos modelos cinéticos mostram que o filme MCS3-3 possui a maior velocidade de
liberagdo dentre os filmes estudados. Como resultado, tem-se que o tempo de meia vida de
liberagdo (¢;,) para esse filme ¢ o menor, cerca de 0,84 h (~ 50 min). Esse resultado
demonstra, aparentemente, que 0 MCS3-3 pode ndo ser interessante para ser utilizado como
dispositivo de liberagao controlada de Ag’, o qual deve sustentar a liberagdo por um periodo
de tempo consideravel. Porém, deve ser ressaltado que os valores da Fr; e t;, dependem dos
valores que os termos k; € apodem assumir, os quais, por sua vez, dependem das condi¢des de
temperatura, pressdo, pH, forca ionica, geometria do dispositivo, solvente, etc.(REIS et al.,

2007).

4.3.5. Estudo da atividade bactericida

As atividades bactericidas dos filmes de MCSI1-1, MCS2-2 e MCS3-3 foram
estimadas por meio da determinagdo dos halos de inibicdo das mesmas utilizando as cepas de
bactérias P. aeruginosa e S. aureus, respectivamente. Os filmes de MCS(1-3), os quais nao
foram carregados com AgSD, foram utilizados como controle. A bactéria do tipo P.
aeruginosa ¢ do tipo gram-negativa e ¢ responsavel por explorar algumas fraquezas no corpo
humano para estabelecer um quadro infeccioso devido a sua resisténcia contra alguns
antibidticos e agentes antissépticos. Geralmente, esta bactéria ¢ responsavel pela causa de
infeccdes em ferimentos decorrentes de queimaduras, especialmente, aquelas severas tratadas

em ambientes hospitalares. Ja a bactéria do tipo S. aureus ¢ uma bactéria gram-positiva, sendo
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uma das espécies patogénicas mais comuns e responsaveis por infectar regides da pele que
apresentam cortes abertos ou ferimentos que tém tracos de sangue.
A Figura 4.6 mostra imagens fotograficas das placas inoculadas com as cepas de P.
aeruginosa ¢ S. aureus. Os halos de inibicdo medidos para os filmes carregados e nao

carregados com AgSD sdo apresentadas na Tabela 4.5.

S. aureus

Figura 4.6. Imagens fotograficas das placas inoculadas com as bactérias do tipo P.

aeruginosa e S. aureus. A - MCS1 (controle), A’~-MCS1-1; B - MCS2 (controle), B’ - MCS2-
2; C - MCS3 (controle), C’- MCS3-3 (linha continua delimita a area do controle e a linha

pontilhada delimita a drea entre o controle e o halo de inibi¢o).
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Tabela 4.5. Determinacdo da atividade bactericida dos filmes de QT/SC,carregados com
AgSD contra as bactérias do tipo P. aeruginosa e S. aureus por meio da determinacao do halo

de inibi¢do.

Halos de inibicao (didmetro - mm®¥)

Bactéria testada MCS1  MCS1-1 MCS2 MCS2-2 MCS3 MCS3-3
P. aeruginosa 0 4 0 4 0 4
S. aureus 0 3 0 3 0 2

*Halo de inibigdo corrigida (diametro do halo inibi¢do-diametro dos discos)

Os resultados encontrados mostram que todas os trés filmes de QT/SC carregados com
AgSD apresentam atividade antibacteriana quando comparados com seus respectivos
controles. Foi verificado que a atividade antibacteriana se mostrou mais efetiva contra a
proliferacdo das bactérias do tipo P. aeruginosa e, independentemente da composicdo do
filme, os resultados foram os mesmos, o que indica que a a¢do bactericida ¢ somente devido a
presenca da AgSD nos filmes. Para as bactérias do tipo S. aureus, os halos de inibicao
observados foram menores e para o filme MCS3-3, o didmetro do halo de inibi¢ao foi de 2
mm. A diferenca entre os resultados obtidos para os dois tipos de bactérias testadas pode ser
explicada pelo fato de que as bactérias do tipo P. aeruginosa apresentam uma fina parede
celular com varias camadas, o que permite que os ions Ag' penetrem facilmente na sua parede
celular e interfiram em sua rota metabolica. Os dados obtidos neste trabalho s3o coerentes
com aqueles apresentados e discutidos em outros trabalhos que também testaram a atividade

bacteriana da AgSD (RINAUDO et al., 2001; JAIN et al., 2009).

4.3.6. Ensaio de viabilidade celular

Dispositivos para uso em seres humanos, principalmente, aqueles de aplicagao clinica,
como, por exemplo, os biomateriais, ndo devem causar reagdes adversas e nem lesar o
organismo do paciente em tratamento. Por esta razdo, ¢ necessario, primeiramente, detectar
alguma possivel toxicidade do material por meio de ensaios in vitro utilizando sistemas

biologicos. A Figura 4.7 demonstra os resultados do ensaio de viabilidade celular dos filmes
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de QT/SC (carregados e nao carregados com AgSD). Testes de citotoxicidade indireta,
realizados com células Vero, mostraram que os filmes (carregados ou ndo com AgSD) nao
apresentam toxicidade. Além disso, para todos os filmes testados verificou-se que a densidade
Optica foi maior que o controle positivo. Isso indica que todos os filmes, além de serem
atoxicos, também favorecem a proliferacdo celular. Estes resultados permitem inferir que
ambos os tipos de filmes formados, mesmo com a incorporacao da AgSD, sdo biocompativeis
e ndo partilham de nenhum nivel de toxicidade, o que potencializa a aplicacdo dos filmes

desenvolvidos, nesse Capitulo, no tratamento e recobrimento de ferimentos.

o
2
=

(7]
o
Q

Densidade o6ptica

Negative

Controle Filmes

Figura 4.7. Ensaio de viabilidade celular com os filmes MCS(1-3), MCS1-1, MCS2-2 e

MCS3-3.

4.4. CONCLUSOES

Filmes de QT/SC, com diferentes formulacdes, foram preparados por meio da
complexacgdo polieletrolitica da QT com o SC. Para potencializar o uso dos filmes como
possiveis revestimentos de ferimentos, os filmes formados foram carregados com AgSD, um

farmaco com atividade antibidtica. Todos os filmes (carregados com AgSD ou ndo) foram
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caracterizados por FTIR e as suas capacidades de absorc¢ao de liquido em diferentes condi¢des
de pH foram estimadas por meio do pardmetro grau de intumescimento (S). Ambos os tipos
de filmes (carregados ou ndo com AgSD), exibiram um perfil de intumescimento dependente
do pH. A avaliacdo das propriedades mecanicas mostrou que a variacdo de massa entre
QT/SC e a incorporacao da AgSD afeta diretamente a 7, ¢ 0 mddulo de Young dos filmes. O
ensaio de liberacdo da AgSD in vitro revelou novamente que a variagdo da razao massica
QT/SC influencia a taxa de liberagdo do fAirmaco. Verificou-se, também, que todos os filmes
MCS1-1, MCS2-2 e MCS3-3 sdo hébeis para sustentar a liberacdo da AgSD por um periodo
de 96 h, com uma fracdo maxima liberada de cerca de 82 % da quantidade total de fA&rmaco
incorporada. Os ensaios para avaliar as atividades bactericidas dos filmes frente as bactérias
do tipo P. aeruginosa e S. aureus mostraram que todos os trés filmes carregados com AgSD
apresentam atividade bactericida e que essa atividade ¢ maior contras bactérias do tipo P.
aeruginosa. Por fim, o ensaio de viabilidade celular, realizado com células Vero, mostrou que
tanto os filmes ndo carregados como os carregados sdo atoxicos. Em adi¢do, o ensaio
realizado revelou que os filmes também favorecem a proliferagdo celular. Os resultados
apresentados e discutidos nesse Capitulo indicam fortemente que os filmes de QT/SC
carregados com AgSD possuem potencial para serem utilizados como materiais para

revestimento de ferimentos.
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CAPITULO 5

COPOLIMEROS EM BLOCO DE SULFATO DE CONDROITINA-b-
POLI(ACIDO LATICO): SINTESE VIA “CLICK CHEMISTRY’ E

PREPARACAO DE MICELAS AUTOMONTADAS

5.1. INTRODUCAO

No Capitulo 1 desta Tese foram descritos os varios aspectos positivos apresentados
pelo sulfato de condroitina (SC), aspectos esses que tornam o SC um potencial candidato na
obtencdo de novos biomateriais. Contudo, por possuir uma alta solubilidade em 4gua a
aplicacdo do SC para essa finalidade fica limitada. Uma das maneiras de sobrepor esta
limitacdo ¢ associar o SC a outros polimeros menos soluveis formando, assim, sistemas
estaveis para serem manipulados em sistemas aquosos evitando a alta solubilidade do SC
(LEE et al., 2006; HUANG et al., 2009). Neste caso, a preparacdo de um copolimero em
bloco entre o SC e algum polimero que apresente caracteristica hidrofobica ¢ uma ferramenta
interessante e promissora. A preparagdo de um copolimero em bloco, onde um dos blocos ¢ o
SC, permite preservar as propriedades quimicas, fisicas e biologicas deste biopolimero. Além
disso, esse tipo de copolimero pode apresentar propriedades fisico-quimicas unicas de acordo
com a maneira que o bloco ¢ formado ou pela adi¢do de novos blocos (NARDIN et al., 2001;
ADAMS et al., 2003). Levando em conta estas consideracdes, neste Capitulo sdo descritos,
pela primeira vez, a sintese e o desenvolvimento de um copolimero em bloco entre o SC
(bloco hidrofilico) e o poli(acido latico) (bloco hidrofébico), por meio de uma reagdo do tipo
“click chemistry” (HVILSTED, 2012). Poli(acido latico) (PLA) ¢ um polimero sintético que,
além de apresentar caracteristica hidrofobica, apresenta também interessantes caracteristicas
para ser aplicado no desenvolvimento de dispositivos com aplicagdo bioldgica (como, por

exemplo, biocompatibilidade e boas propriedades mecanicas) (KLOK, 2005). O uso do PLA
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na formulagdo de sistemas para liberagdo controlada de farmacos e na obtengdo de materiais
de reparo cirurgico tem sido frequentemente reportado na literatura (FRANCO et al., 2011;
LASPRILLA et al., 2012). Apesar de apresentar propriedades interessantes, o PLA pode
possuir uma alta cristalinidade (PLLA e PDLA) e um carater hidrofoébico, o que fazem com
que a difusdo de agua no interior de sua matriz seja lenta. Como resultado, o tempo de
degradagdo do PLA aumenta e a sua compatibilidade com os tecidos humanos diminui
limitando a sua aplicagdio como biomaterial. A associagdo do PLA com um polimero
hidrofilico, como ¢ o caso do SC, ¢ uma estratégia que deve ser considerada para resolver essa
limitagdo. Assim, por possuir caracteristica anfifilica devido a presenga de blocos hidrofilicos
e blocos hidrofébicos o copolimero SC-b-PLA pode formar estruturas automontadas (por
exemplo, micelas, cilindros, vesiculas, etc.) em solventes seletivos. Essas estruturas
automontadas podem ser utilizadas em diferentes aplicagdes de acordo com sua morfologia.
As estruturas micelares, no caso, apresentam um grande potencial para serem aplicadas como
veiculos para liberacdo controlada de farmacos com caracteristicas hidrofobicas e/ou
anfifilicas (MENG et al., 2009). A morfologia final obtida nos sistemas automontados ¢
governada por diferentes parametros como, por exemplo, temperatura, pH, concentracdo na
solu¢do, razdo entre as por¢des hidrofobicas e hidrofilicas, etc. (BORSALI et al., 2001;
BOUGARD et al., 2008). Foram sintetizados dois copolimeros em bloco de SC-b-PLA, os
quais possuem diferentes comprimentos do bloco hidrofobico. Além disso, foram investigadas
as caracteristicas de automontagem desses dois copolimeros em agua a partir de diferentes

técnicas.

5.2. EXPERIMENTAL
5.2.1 Materiais

Sulfato de condroitina (SC, CAS 9007-28-7, gentilmente cedida por Solabia - Brasil);
Poli(acido latico) hidroxilado na posi¢ao terminal com massas molares diferentes (My, 1.700 e

6.500 g/mol) (PLA, CAS 33135-50-1, PolymerSource, Canadd). Enzima hialuronidase (tipo
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II, = 300 unidades/mg) (CAS 37326-33-3, Sigma-Aldrich, EUA); 4-nitrofenol (CAS 100-02-
7, Sigma-Aldrich, EUA); cloreto de 4-toluenossulfonila (TsCl, CAS 98-59-9, Sigma-Aldrich,
EUA); 4-(dimetilamino) piridina (DMAP, CAS 1122-58-3, Sigma-Aldrich, EUA); brometo
de tetrabutilamoénio (CAS 1643-19-2, Sigma-Aldrich, EUA); cloreto de estanho(Il) (CAS
10025-69-1, Sigma-Aldrich, EUA); trietilamina (Et;N, CAS 121-44-8, Sigma-Aldrich, EUA);
cianoborohidreto de so6dio (NaBH3CN, CAS 25895-60-7,Sigma-Aldrich, EUA)e azida de
sodio (NaNs3;, CAS 26628-22-8, Sigma-Aldrich, EUA). Todos os reagentes possuiam grau

analitico e foram utilizados sem purificagdo prévia.

5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Técnicas de caracteriza¢do

Espectros da regido do infravermelho (FTIR) foram obtidos em um espectrometro
Perkin-Elmer (modelo RXI, Japio) operando na faixa de 500 a 4.000 cm™, com resolugdo de
4 em™. Espectros de ressonancia magnética nuclear (NMR) de hidrogénio (‘H), de carbono
(PC) e de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ordenada por difusio (DOSY)
foram obtidos em um espectrometro Bruker (modelo Avance DRX 400, country). Espectros
de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro Perkin-Elmer (modelo LS-50B,
country), equipado com uma célula termostatizada. Medidas de cromatografia de permeagao
em gel (GPC) foram feitas a 60 °C em um sistema Agilent (modelo 390-MDS, EUA)
equipado com uma bomba injetora 290-LC; detector de indice de refracdo 390-MS; detector
UV (Knauer Smartline, modelo 2500) e duas colunas Agilent PolyPore (modelo PL1113-
6500; lineares 7,5 x 300 mm; tamanho de particula 5 um; limite de exclusdao 200 — 2.000.000)
utilizando N,N-dimetilformamida contendo cloreto de litio (0,01 M) como fase movel (fluxo
de 1,0 ml/min) e em um outro equipamento de GPC (Water 150C system) equipado com um
detector multi-angulo (Wyatt, modelo DAWN DSP-F) e duas colunas em série (Shodex,
modelos OHPack 802 e 803). Neste as medidas foram feitas a 25 °C utilizando dgua destilada
como fase moével (fluxo de 0,5 ml/min). Medidas de espalhamento dindmico da luz (DLS)

foram feitas em um equipamento ALV-CGS (modelo 8F-S/N 069, Alemanha) em diferentes
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angulos de espalhamento (de 50° a 140°) e em intervalos 10° durante 300 s, a 25 °C. Imagens
de microscopia foram obtidas em um microscopio eletronico de varredura, equipado com uma
fonte de emissdo de campo (SEM-FEG, Zeiss - modelo Ultra 55 FEG) e em um microscopio

eletronico de transmissdo (TEM, JEOL - modelo 2010 FEF).

5.2.2.2 Sintese do SC funcionalizado com grupos alcinos na posi¢cdo terminal (SC-alcino)

Anteriormente a funcionalizacdo do SC com grupos alcinos, o SC teve sua massa
molar reduzida por despolimerizagdo enzimatica (FU et al., 2009). O sulfato de condroitina
com menor massa molar (SC-MM) foi obtido a partir da digestdio do SC puro com
Hialuronidase, uma enzima nao-especifica. Para isso, SC (1 g) foi solubilizado em solugao
tampao fosfato (pH 6, 50 mM, 10 ml) juntamente com NaCl (150 mM) e a enzima
hialuronidase (24 mg - 300 unidades/mg) a 37 °C por 48 h. Apds este periodo, a solucao foi
aquecida até o ponto de fervura, o qual foi mantido por 20 min a fim de cessar o processo de
despolimerizagdo. A fracdo de interesse foi recolhida apds diferentes etapas de filtragdo em
uma unidade de ultrafiltragdo (Millipore, modelo Minaton, EUA) utilizando membranas de
ultrafiltragdo com corte de peso molecular (Mwco) de 10.000 e 5.000. O SC-MM seco, um pod
branco, foi obtido por liofiliza¢do (-55 °C por 48 h). Rendimento: 0,595 g (60 %).

Apds a obtencdo do SC-MM, o mesmo foi funcionalizado com grupos alcino. Para
tanto, SC-MM (300 mg - 53 umol) foi solubilizado em solucdo tampao de acetato de amonio
(NH40Ac5 mM, pH 5,20 ml) a temperatura ambiente e agitagdo magnética. Uma massa de 30
mg (204 pmol) de 4-propargiloxianilina (GUERRY et al., 2013)foi, primeiramente,
solubilizada em uma quantidade necessaria de metanol e, entdo, a solucdo foi gotejada a
solucdo de SC-MM. Feito isso, NaBH3CN (10 mg - 159 pumol) foi adicionado a mistura
reacional, o qual foi aquecido até 50 °C e mantido sob agitacdo magnética por 5 dias. Apods, o
sistema foi resfriado a temperatura ambiente e agua destilada (50 ml) foi adicionada. Para
recuperar o material de interesse foi realizada uma extragdo do tipo liquido-liquido com
diclorometano (DCM, 2 x 25 ml).A fase aquosa recolhida deste processo foi entdo filtrada por

ultrafiltragdo utilizando uma membrana com Mwco igual a 5.000 e, por fim, concentrada até
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um volume final de 40 ml. Finalmente, o produto (SC-alcino) foi seco por liofilizag¢do (-55 °C
por 24 h). Rendimento: 290 mg (94 %). FTIR (cm™): 3422 (O-H e N-H); 2912 (C-H); 2121
(C=0); 1632 (C=0, amida); 1565 (N-H, flexao); 1514 (C=C, aromatico); 1420 ¢ 1382 (C-H,
flexdo); 1345 (C-N); 1238 (SO,); 1054 (C-O) e 885 (C-H, flexdo fora do plano). NMR 'H
(400 MHz, D,0, 353 K, 6, ppm): 6,99 e 6,88 (padrdo bb’ e aa’, d, C¢Ha); 4,79 (m, H-49"4
sulfato C4 ); 4’74 (1’1’1, H_lGalNAc); 4,61 (1’1’1, H_6GalNAc, sulfatado C6), 4’49 (1’1’1, H-IGICUA), 4,16 _ 3’34
(m, H-2,3,4,5,69"V* ¢ H-2,3,4,5,6°™° NH e CH,); 2,98 (s, C=CH) ¢ 2,03(s, CH;). NMR"*C
(400 MHz, D,0, 353 K, 6, ppm): 1754 (O-C=0%"Y"); 1744 (NH-C=0"™*%); 117.8
(>CCHCH); 116,9 (CHCHC<); 104,6 (C-19™%). 101,5 (C-19""); 80,7 - 51,3 (C-
2,3,4,5,691VA ¢ GalNAc ", C=CH e C=CH) e 23,2 (CH;%™*%). (Nota: GIcUA = unidade

acido glicurénico e GalNAc = unidade N-acetil-D-galactosamina).

5.2.2.3. Sintese do PLA, funcionalizado com grupos azida na posi¢cao terminal (PLA,-N3)

A funcionalizagdo dos PLAs (de diferentes massas molares ¢ denotados como PLA,)
com grupos azida na posi¢do terminal foi feita em duas etapas: na primeira etapa foi
sintetizado um composto intermedidrio pela rea¢do de tosilagdo dos PLA, e na segunda foi
realizada a azidacdo desse composto intermediario com NaNj. A reacdo de tosilagdo dos dois
tipos de PLA (PLA,) foi realizada de maneira similar. PLA(1 equivalente = 1 eq) foi
solubilizado em DCM (2,5 ml) juntamente com Et;N (10 eq) e DMAP (0,01 eq) a temperatura
ambiente; agitacdo magnética e atmosfera de argonio (Ar). Posteriormente, TsCl (12 eq), em
DCM (500 ul), foi adicionado a mistura reacional por gotejamento (10 pl/min). A reacdo se
processou por 24 h a temperatura ambiente, sob agitagdo magnética e atmosfera de Ar. Apds a
reacdo, o excesso de Et;N foi neutralizado com acido acético e o produto, PLA-tosilado, foi
precipitado pela adi¢do de metanol frio e, entdo, recuperado por centrifugagdo (8.000 rpm, 15
min, 4 °C). Esse processo foi realizado trés vezes. O produto centrifugado foi seco a pressao
reduzida. Rendimento: 64 % (PLA,7-tosilado) e 78 % (PLAgseo-tosilado). FTIR (cm™):
3069, 2991, 2950, 2885 e 2827 (C-H); 1754 (C=0, éster); 1598 (C=C, anel benzénico); 1326

e 1200 (SO,); 1085 (C-0) e 819 (C-H, aromatico, flexdo). NMR "H (400 MHz, CDCls, 298
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K, J, ppm): 7,82 e 7,34 (padrao aa’ e bb’, d, CcHy); 5,15 (m, CH); 4,26 (m, CH>); 3,57 (m,
CHb); 3,55 (s, CHs); 2,43 (s, CHs) e 1,55 (d, CH3). NMR "“°C (75 MHz, CDCls, 298 K, 4,
ppm): 170,04 e 169,36 (O-C=0); 145,50 (SO,C<); 133,82 (>CCHj3); 130,22 (>CCHCH);
128,48 (CHCHC<); 73,78 (OCHSO;); 70,56 (OCH,CH); 69,10 (OOCCHO); 64,77
(CH>CH,0); 59,34 (CH30); 22,10 (*CCH3); 18,91 (CH3CHSO,) e 17,09 (CH3CHO).
Apo6s a sintese dos PLA-tosilados, foi realizada a reagdo de azidagdo dos mesmos.
Para isso, PLA-tosilado (1 eq) foi solubilizado em N,N-dimetilformamida (DMF) anidro (1
ml) a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética e a atmosfera de Ar. NaNs (10 eq) foi
adicionado ao sistema reacional, o qual foi aquecido a 50 °C e mantido sob agita¢do por 24 h.
Apos, a mistura reacional foi diluida em DCM (15 ml) e lavada com solugdo saturada de NaCl
(1 x 10 ml) e agua destilada (3 x 10 ml). A fase organica foi recuperada depois de uma
extracdo do tipo liquido-liquido e seca com Na,SOs4. Posteriormente, a fase organica foi
concentrada para poucos mililitros em rotaevaporador. Por fim, o PLA-Nj3 foi precipitado pela
adi¢do de metanol frio e recuperado por centrifugacao (8.000 rpm, 15 min, 4 °C). O material
centrifugado foi seco a pressdo reduzida. Rendimento:61 % (PLA;700-N3) € 80 % (PLAss00-
N3). FTIR (cm™): 2991, 2950 ¢ 2851 (C-H); 2118 (N3); 1754 (C=0, éster); 1085 (C-O). NMR
'H (400 MHz, CDCls, 298 K, 6, ppm): 5,15 (m, CH); 4,26 (t, CH,); 4,01 (m, CH); 3,57 (m,
CH,); 3,55 (s, CH3) e 1,55 (d, CH3). NMR °C (75 MHz, CDCls, 298 K 6, ppm): 170,04 ¢
169,36 (O-C=0); 70,56 (OCH,CH,); 69,10 (OOCCHO); 64,77 (CH,CH»0); 59,34 (CH;0);
62,13 (CHN3) e 16,45 (CH3CHO).

5.2.2.4. Sintese dos copolimeros em bloco SC-b-PLA

Os copolimeros em bloco SC-b-PLA 790 € SC-b-PLAgso0 foram sintetizados utilizando
uma reacao do tipo “click chemistry”. Para sintese do copolimero SC-b-PLA 700, PLA 700~
N3(110 mg -1 eq) e SC-alcino (540 mg -1.,5 eq) foram solubilizados, simultaneamente, em
uma mistura DMF/agua destilada (3:1 v/v, 10 ml). Posteriormente, ascorbato de sodio (2 eq
em relacdo ao PLA700-N3) e CuSO4 (2 eq em relagdo ao PLA700-N3) foram adicionados ao

sistema reacional, o qual foi aquecido a 60 °C e permaneceu sob agitacdo por 48 h.
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Similarmente, o copolimero SC-b-PLAgsop foi sintetizado a partir da reacdo do PLAgsg0-
N3(130 mg - 1 eq) com SC-alcino (170 mg - 1,5 eq). Essa tltima rea¢do foi realizada também,
em uma mistura DMF/agua destilada (3:1 v/v, 10 ml) contendo ascorbato de sodio (2 eq em
relacdo ao PLAgs00-N3) e CuSOs (2 eq em relagdo ao PLAgse-N3). As condigdes
experimentais foram semelhantes as utilizadas na sintese do copolimero SC-b-PLA 709. Ap0Os
48 horas, separadamente, cada mistura reacional foi diluida em agua destilada (50 ml) e
centrifugada (8.000 rpm, 15 min, 4 °C) para eliminar o PLA,-N3 que nao reagiu. Para eliminar
o SC-alcino que ndo reagiu, duas técnicas diferentes foram usadas de acordo com o
copolimero bloco. Para o copolimero SC-b-PLA 70, a fase aquosa foi dialisada contra dgua
destilada por 48 h por meio de uma membrana de didlise (Spectra/Por) com Mwco de 3.500.
Para o copolimero SC-b-PLAgso a fase aquosa foi filtrada por 24 h em uma unidade de
ultrafiltragdo (Millipore, modelo Minaton, EUA), a partir de uma membrana com Mwco de
5.000. As solugdes resultantes dos processos de didlise e de filtragdo foram secas por
liofilizagdo (-55 °C por 24 h) para que os copolimeros sintetizados fossem recuperados.
Rendimento: 168 mg (SC-b-PLA709) € 200 mg (SC-b-PLAgs00). FTIR (cm'l): 3422 (O-H e
N-H); 2991 e 2950 (C-H); 1754 (C=0, éster); 1632 (C=0, amida); 1565 (N-H, flexdo); 1514
(C=C, aromatico); 1420 e 1382 (C-H, flexdo); 1381 (C-N); 1238 (SO;); 1085 ¢ 1054 (C-O) e
885 (C-H, flexdo fora do plano). NMR'H (400 MHz, DMSO-d¢/D,0 (6:1), 353 K, J, ppm):
8,20 ¢ 8,10 (2x s, H™); 6,77 ¢ 6,59 (padrdo bb’ e aa’, CsH4"° 5¢); 5,62 (s, 2H, CH, "
5C). 5,13 (m, CH ™ PLAY). 4 89 3 14 (m, H-1, 2, 3, 4, 5, 6C1UA ¢ GalNAcdobloco SC 5 oy O,

CH3 do bloco PLAn); 1 ,82 (m’ 3H, CH3 do bloco PLAn) e 1’44 (S, CH3GalNAC do bloco SC).

5.2.2.5. Determinagdo do valor da concentrag¢do micelar critica (CMC) dos copolimeros em
bloco por fluorescéncia

O valor da CMC para os copolimeros em bloco SC-b-PLA 7990 € SC-b-PLAgs00 em
agua foi determinado a partir da variagcdo do espectro de fluorescéncia do pireno (MODOLON
et al., 2012). Para isso, uma solu¢do de pireno foi preparada a partir da solubiliza¢do do

mesmo (3 mg) em acetona (30 ml). Essa solucdo foi agitada por 12 h a temperatura ambiente.
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Apo6s, um volume conhecido da solucao de pireno foi transferido para diferentes frascos. A
acetona foi evaporada e, entdo, a solugdo contendo um dos copolimeros (SC-b-PLA 799 ou
SC-b-PLAgso0) foi adicionada aos frascos. A concentracdo final de pireno em cada frasco,
apos a adigdo da solugdo do copolimero, foi de 3 x 10™* mg/ml. A solugdo de copolimero foi
obtida a partir da adi¢do de uma quantidade conhecida de SC-b-PLA 709 ou SC-b-PLAgs00 em
uma mistura DMF/agua destilada (4:1 v/v). As solu¢des dos copolimeros adicionadas aos
diferentes frascos foram diluidas com quantidades necessarias de solucao tampao fosfato (pH
7,4) para produzir, concentragdes de copolimero na faixa de 0,001 a 5 mg/ml. Todos os
frascos contendo as solug¢des de copolimero foram mantidos sob agitagdo magnética por 24 h
a temperatura ambiente. Os espectros de fluorescéncia foram registrados na faixa de 350 a
500 nm, apds excitacdo em 339 nm, e com as fendas do monocromador ajustadas em 5 nm
para ambas excitacdo e emissdo. A partir dos espectros de emissdo registrados para as
solugdes com diferentes concentragcdes de copolimero, foram calculadas as razdes entre as
intensidades dos picos observados em 372 nm (denominado /;) e 383 nm (denominado 73). Os
valores calculados foram plotados em fun¢do da concentragdo do copolimero em bloco na
solucdo. Para ambos os copolimeros sintetizados nesse Capitulo, o valor da CMC foi

determinado a partir da intersec¢ao das retas obtidas por regressao linear.

5.2.2.6. Caracterizagdo da automontagem dos copolimeros em bloco SC-b-PLA

Medidas do didmetro e da intensidade de luz espalhada, para as suspensdes de
nanoparticulas formadas a partir da automontagem dos copolimeros SC-b-PLA 799 ¢ SC-b-
PLAgs00, foram realizadas por meio de técnicas de espalhamento dindmico da luz (DLS). As
medidas foram feitas utilizando um Gonidmetro ALV, o qual ¢ equipado com um laser 35
mW HeNe, operando no comprimento de onda de 632,8 nm, com correlador digital ¢ um
controlador de temperatura. Todas as amostras foram sistematicamente estudadas nos angulos
de 60°, 90° e 120° e outras estudadas em diferentes angulos de espalhamento (de 50° a 140°
em intervalos 10°). Todas as medidas foram realizadas durante 300 s, a 25 °C. Para a

automontagem das nanoparticulas, agua destilada (um ndo solvente, neste caso) foi
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lentamente gotejada sobre as solucdes dos copolimeros sintetizados como ja descrito neste
Capitulo. A metodologia utilizada para preparagdo das nanoparticulas foi a mesma para
ambos os copolimeros SC-b-PLA 790 € SC-b-PLAgsp0. Sendo assim, um copolimero SC-b-
PLA, (30 mg) foi solubilizado em uma mistura DMF/4dgua destilada (3:2 v/v, 500 pl) a
temperatura ambiente, sob agitacdo magnética por 24 h. Feito isso, a solu¢do do copolimero
foi transferida para um frasco com tampa, o qual foi acoplado a um sistema formado por uma
bomba de seringa e uma outra contendo agua destilada (4,5 ml) (ver Figura 5.1). A dgua da
seringa foi lentamente gotejada sob a solucdo contendo o copolimero (1,02 ml/h). A solugdo
resultante (com volume final de 5,0 ml e concentragdo de copolimero igual a 3,0 mg/ml) foi
mantida sob agitagdo magnética, por 2 h, para estabilizagdo das nanoparticulas formadas.
Antes das medidas de DLS, as solucdes contendo as nanoparticulas foram dialisadas contra
agua por 48 h em uma membrana (Spectra/Por), com Mwco de 3.500 para eliminar o DMF e,
entdo, filtradas em filtros de seringa hidrofilicos, com poros de 0,20 um (Millipore, modelo

Millex PES, EUA).

Figura 5.1. Imagem fotografica do sistema utilizado na preparacgao das particulas

automontadas.
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Ap6s as medidas de DLS, os dados foram coletados usando o software ALV
Correlator Control. As distribui¢cdes dos tempos de relaxacdo A4(?) foram obtidas a partir da
analise CONTIN, das fun¢des de auto-correlacdo C(q,¢) (DAL BOet al., 2012). Os tempos de
relaxacdo, os quais sdo denotados por . e correspondem ao valor maximo das distribui¢des
A(t). Ja as frequéncias de relaxagdo (/) sdo dadas pela relacao 1/¢, (DAL BO et al., 2012). O
coeficiente de difusdo aparente (D,,,) das nanoparticulas, para uma dada concentracdo do

copolimero, ¢ calculado por meio da seguinte equacao:

— =D (5.1)

onde g ¢ o modulo do vetor espalhamento e ¢ definido como

q = 4L/1nsen (g) (5.2)

onde A ¢ o comprimento de onda do feixe de laser incidente, n ¢ o indice de refracdo do
solvente puro (n = 1,33 para 4gua) e 0 angulo de espalhamento. D,,, ¢ determinado a partir da
inclinagdo da reta obtida por regressdo linear dos pontos do grafico I” em fungdo de ¢°. O raio
hidrodinamico (Rpy) (sendo, portanto, o didmetro igual a 2Ry) foi calculado com base na

relacdo de Stokes-Einstein:

_ kBTq2 ~ kBT

=~ (5.3)
6nmnl’ q 61D gpp

-0

onde kp ¢ a constante de Boltzmann, 7 ¢ a temperatura da amostra e 1 ¢ a viscosidade do
solvente puro (agua, nesse caso) (DAL BO et al., 2012).
A caracterizacdo morfolédgica dos sistemas automontados foi realizada pela analise de

imagens obtidas por SEM-FEG e TEM. Imagens de microscopia eletronica de varredura
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(SEM) foram obtidas em um microscopio equipado com uma fonte de elétrons por emissdo de
campo (SEM-FEG) (Zeiss, modelo ultra 55 FEG), operando a 3 kV usando um detector “in-
lens”. Para obtengdo das imagens, uma pequena aliquota da solucdo contendo a amostra
(solugdo aquosa do copolimero SC-b-PLA 7¢p ou do copolimero SC-b-PLAgso0— concentragao
0,1 mg/ml) foi depositada sobre uma lamina de silica (1 x 1 cm), a qual foi seca a temperatura
ambiente. Posteriormente, a placa de silica contendo a amostra foi recoberta com uma fina
camada de carbono. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foram obtidas
em um microscopio JEOL (modelo JEM 2010 FEF), operando a 120 kV. Para as analises por
TEM, as amostras foram preparadas pelo gotejamento de 4 pl da solugdo aquosa contendo as
particulas sobre um porta amostras (“grid”’) de cobre, recobertos com filme formvar. A
concentragdo das solugdes dos copolimeros foi de 0,1 mg/ml. Antes da secagem completa, 4
ul de uma solucao de acetato de uranila (2 % m/v) foram gotejados sobre o porta amostra. O
acetato de uranila, um corante negativo, foi utilizado como agente de contraste. O excesso de
liquido foi removido utilizando um papel filtro e o porta amostra foi seco a temperatura
ambiente por 30 min. Apos a obtencdo das imagens de SEM e de TEM, o didmetro médio das
nanoparticulas foi determinado utilizando o software Size Meter®. O limiar (“threshold”) do
software foi calibrado de acordo com a barra de escala das imagens e o didmetro médio foi
obtido a partir da distribuicdo dos diametros registrados para 150 nanoparticulas (n = 150)

escolhidas aleatoriamente.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Obtencao do SC-MM

A justificativa de se preparar copolimeros bloco SC-b-PLA se baseia nas vantagens do
SC na preparagdo dos biomateriais, como ja descrito nos Capitulos anteriores desta Tese.
Alguns estudos mostram que o SC com baixa massa molar, comparado aqueles com massa
molar > 20.000 g/mol, podem apresentar maior taxa de absor¢do e maior efeito terapéutico no

tratamento de certos tipos de osteoartrite (ADEBOWALE et al., 2000; CHO et al., 2004).
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Dados os desafios inerentes a despolimeriza¢do dos glicosaminoglicanos, neste Capitulo ¢
descrita uma metodologia eficiente que permite realizar a despolimerizagdo do SC em
condi¢des suaves e que ainda permite o recolhimento da fragdo de massa molar de interesse,
de uma maneira acessivel e rapida. O SC foi despolimerizado por meio de digestao enzimatica
utilizando uma enzima ndo especifica; a hialuronidase. Essa enzima possui a habilidade de
clivar as ligacdes do tipo B-1,4-glicosidica entre as unidades de acido glucurdnico e N-acetil-
D-galactosamina, as quais formam a estrutura do SC (TAKAGAKI et al., 1994). Apds a
digestdo enzimadtica, a fragdo de massa molar desejavel da SC-MM foi recolhida por
ultrafiltragdo; liofilizada e caracterizada por GPC. Além disso, aliquotas da solugdo de
digestao foram coletadas no inicio e no final do processo afim de se conhecer os valores das
viscosidades intrinsecas ([n]) e posterior avaliagdo das massas molares viscosimétrica (My) do
SC e do SC-MM. As medidas viscosimétricas foram feitas a 25 °C utilizando um
viscosimetro capilar Schott (didmetro 0,63 mm, modelo 531-10), equipado com uma bomba
para diluicdo automatica (Schott, modelo AVS360). A concentragdo das solugdes foi ajustada
com base na viscosidade inicial das amostras. A M, foi calculada pela equagdo de Mark-
Houwink-Sakurada (WASTESON, 1971) e os valores das constantes K e a foram 3,26 x 10”
(dl/g) e 0,96, respectivamente. A distribuicdo das massas molares determinadas por GPC e

por viscosimetria para o SC e o SC-MM ¢ apresentada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Distribui¢do das massas molares do SC e do SC-MM, determinadas por GPC e

por viscosimetria.

M,, M, M, M, My/M,  [n]
Amostra  (10°g/mol)® (10 g/mol)* (10’ g/mol)® (10° g/mol)® (dVg)
SC 19,28 14,11 27,65 18,7 1,37 0,44
SC-MM 5,66 3,89 8,23 5,1 1,46 0,12

“Dados obtidos por GPC; ® Dados obtidos por viscosimetria; ¢ Calculado por dados viscosimétricos.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.1 ¢ possivel inferir que a

despolimerizagdo enzimatica foi capaz de reduzir cerca de 3,5 vezes a massa molar do SC-
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MM em relag@o a do SC original o que, consequentemente, diminui o grau de polimerizagao.
O SC possui um grau de polimerizagao igual a 41 enquanto que o respectivo valor para o SC-
MM cai para 12. Além disso, o processo de despolimerizagdo enzimatica reduziu o valor de
[n] da solugdo de SC-MM, porém a polidispersividade aumentou ligeiramente quando

comparada com aquela apresentada pelo SC.

5.3.2. Caracterizacao da sintese e da estrutura do SC-alcino

Nos ultimos anos, o uso das reagdes do tipo “click chemistry” tém sido aparentemente
a melhor escolha quando se tem por objetivo obter produtos com rendimentos virtualmente
quantitativos sem que haja formagao de reacdes paralelas, fazendo com que o seu processo de
purificagdo seja relativamente mais simples (GORUR et al., 2011). Dentre as possiveis
reacdes do tipo “click chemistry”, a reagdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre grupos alcinos e
azidas, primeiramente realizada por Huisgen, se destaca. Essa rea¢do permanece como um dos
métodos classicos mais escolhidos para sintese de 1,2,3-triazois e, geralmente, tem encontrado
grande aplicabilidade na preparacdo de novos materiais e biomateriais (ARIGELA et al.,
2012). Levando em consideragdo esses argumentos, neste Capitulo ¢ demonstrada uma
metodologia eficiente que faz uso de uma reacao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar entre o SC-alcino
e o PLA,-Nj3 para preparacao de um copolimero em bloco SC-b-PLA. A estratégia de sintese

utilizada no decorrer da pesquisa ¢ demonstrada na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Estratégia de sintese dos copolimeros em bloco SC-b-PLA (Y =H' ¢ X = SO; ou

Y =S05eX=H".

O SC-alcino foi preparado por meio de uma reacdo de aminacdo redutiva do SC-MM

com 4-propargiloxianilina, um derivado de propargila sintetizado pela equipe “Chimie et

Biotechnologie des Oligosaccharides’

>, do “Centre de Recherches sur les Macromolécules

Vegétales” (CERMAV-Grenoble/Franga) (GUERRYet al., 2013). A caracterizagdo estrutural

do SC-alcino foi feita a partir de medidas espectroscopicas FTIR e NMR (‘H e °C).
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Figura 5.3. Espectros FTIR (a) do SC-MM e (b) do SC-alcino.

Apo6s a reacdo de aminagdo redutiva, € possivel visualizar no espectro FTIR obtido
para o SC-alcino (Figura 5.3b), a presen¢a das bandas caracteristicas do SC-MM, uma banda
alargada em 2121 cm’™" atribuida ao estiramento da ligagdo tripla carbono-carbono (C=C) dos
grupos alcino. Ainda, sdo visualizadas bandas em 1514, 1345 ¢ 885 cm™ atribuidas aos
estiramentos vibracionais da ligacdo dupla carbono-carbono (C=C) do anel benzénico e da
ligagdo C-N e a flexdo fora do plano de simetria da ligacdo C-H presente no anel benzénico.
Por fim, pode-se visualizar um ligeiro aumento na intensidade da banda na regido entre 1200 -
1000 cm™ devido ao estiramento da ligagdo carbono-oxigénio (C-O). O aparecimento destas

bandas ¢ um indicio significante da funcionalizagdo do SC-MM com o grupo alcino.
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Figura 5.4. Espectros de NMR 'H(a) do SC-MM e (b) do SC-alcino (400 MHz, D,0, 353 K).

O espectro de NMR 'H obtido para o SC-alcino (Figura 5.4b), diferentemente daquele
alcangado para o SC-MM, apresentou dois sinais de ressonancia em 6 6,99 e 6,88 ppm (Hyy €
Haa’), 0s quais sdo atribuidos aos hidrogénios ligados ao anel benzénico proveniente do 4-
propargiloxianilina. Além disso, ocorreu também o aparecimento de um sinal em 6 3,39 ppm
(H¢) atribuido aos atomos de hidrogénio ligados aos grupos alcino inseridos na posi¢ao
terminal do SC-MM. A partir desses dados, € possivel inferir que reacdo de aminagao redutiva
teve éxito e o SC-alcino foi efetivamente formado. O grau de funcionalizagdo do SC-MM foi
calculado a partir da razdo entre as areas dos sinais de ressonancia atribuidos aos atomos de
hidrogénio do anel benzénico (Hpy € Har), aos atomos de hidrogénio da ligagdo tripla
carbono-carbono (H.) e a area do sinal de ressonancia atribuido aos atomos de hidrogénio H-
GleUA

(0 3,34 ppm). Essas areas foram calculadas com base na integragdo dos referidos sinais

apos, um cuidadoso tratamento de linha base. Os valores calculados para razdes das areas
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foram 0,158 (Hyy/ H-29Y%), 0,151 (Haa/ H-29Y*) ¢ 0,081 (Ho/ H-29Y%), respectivamente.
Comparando esses valores experimentais com os valores teoricos (0,167; 0,167 e 0,083) ¢
possivel inferir que o grau de funcionalizagdo obtido utilizando essa estratégia de sintese foi
proximo a 94 %. Resultados similares foram observados por NMR "“C (dados ndo
apresentados aqui). Os dados de FTIR ¢ NMR ('H e "’C) confirmam que o SC-MM foi
efetivamente funcionalizado com os grupos alcino e que a metodologia empregada produz um
alto grau de funcionalizacdo. Vale ressaltar que a sintese de derivados de SC, tendo como
principio a inser¢do de grupos na posi¢ao redutiva do SC, ja foi explorada (SAITOH et al.,
1995; YAMAGUCHI et al., 2006). Contudo, estes derivados nao foram isolados,

quantificados e caracterizados como descrito neste Capitulo.

5.3.3. Caracterizacao da sintese e da estrutura do PLA,-N;

Na sintese do copolimero em bloco SC-b-PLA, utilizando uma reacdo do tipo “click
chemistry”, na qual um grupo alcino reage com um grupo azida formando um 1,2,3-triazol
exige, nesse caso, que o PLA, seja funcionalizado com um grupo azida, uma vez que o outro
bloco foi previamente funcionalizado com o grupo alcino. Com esse propoésito, procurou-se
desenvolver uma metodologia versatil que permite inserir o grupo azida no lugar do grupo
hidroxila que se encontra na posi¢do terminal do PLA,. Esta metodologia necessita de duas
etapas. Na primeira ¢ formado um composto intermediario a partir da reacao tosilacdo entre o
PLA e o cloreto de 4-toluenosulfonila (TsCI). A etapa subsequente ¢ a reacdo de azidagdo
desse composto intermedidrio com o sal NaNs. A caracterizagdo estrutural do PLA apds cada

etapa da reagdo foi feita pelas técnicas espectroscopicas FTIR e NMR ('H e "°C).
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Figura 5.5. Espectros de FTIR do (a) PLA1700, (b) PLA1700-tOSﬂadO (& (C) PLA1700-N3.

Comparando os espectros FTIR obtidos para o PLA;790 € para o PLA;7g0-tosilado ¢
possivel visualizar que a banda alargada proximo a 3500 cm™ torna-se mais estreita no
espectro FTIR obtido para o PLA 7go-tosilado devido ao consumo dos grupos hidroxila (~-OH)
do PLA700 na reagao de tosilagdo (JEONG et al., 2003; PIERRE-ANTOINE et al., 2012).
Vale ressaltar, no entanto, que no espectro FTIR do PLA 79-tosilado ¢ observada ainda uma
banda estreita proxima a 3500 cm’ que pode ser atribuida a uma banda de sobretom
(“overtone”). Além disso, no espectro FTIR do PLA 7g-tosilado é possivel verificar que as
bandas entre 3100 - 2800 cm’, atribuidas ao estiramento da ligagdo C-H, e bandas entre 1300
- 1100 cm™, atribuidas ao estiramento das ligagdes S=O e C-O, apresentam aumento
significante em suas intensidades devido a inser¢do dos grupos tosila na estrutura do PLA 790
(JEONG et al., 2003; PIERRE-ANTOINE et al., 2012). Ainda, analisando o espectro FTIR
obtido para o PLA7g-tosilado € possivel visualizar o aparecimento de duas novas bandas em
1598 e 819 cm™', as quais sdo atribuidas as vibragdes das ligagdes C=C do anel benzénico ¢ a
flexdo fora do plano da ligacdo C-H também presente no anel benzénico. O aparecimento
dessas bandas confirma, portanto, a inser¢cdo do grupo tosila e a preparagdo do composto
intermediario (JEONG et al., 2003; PIERRE-ANTOINE et al., 2012). A reagdo de azidagao

foi realizada a partir do composto intermediario, PLA 7o-tosilado. A Figura 5.5¢ mostra o



Capitulo 5| 124
Tese de Doutorado - AR Fajardo

espectro FTIR obtido para o PLA700-N3, 0 qual ndo mais apresenta as bandas caracteristicas
do grupo tosila indicando sua substituicdo pelo grupo azida. Isso ¢ confirmado pelo
aparecimento de uma banda intensa em 2118 cm™ atribuida ao estiramento N3, o que confirma
a funcionalizacdo do PLA;700. Apesar de ndo apresentados aqui, os dados de FTIR obtidos
para o PLAgso0, PLAgsoo-tosilado e PLAgsoo-Nsforam semelhantes a esses, o que confirma que
a metodologia apresentada nesse Capitulo, visando a funcionalizacdo do PLA com grupos

azida, tem éxito para PLAs de diferentes massas molares.
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Figura 5.6. Espectros de NMR de 'H do (a) PLA 70, (b) PLA 700-tosilado e (¢) PLA 1700-N:.

1 . . .

O espectro de NMR 'H obtido para o PLA 7p-tosilado apresentou novos sinais de
ressonancia, os quais sdo atribuidos aos protons aromaticos provenientes dos grupos tosila
inseridos na estrutura do PLA700. Esses novos sinais sdo observados em o 7,82 e 7,34 ppm

(denominados como Hy ' € Hij» na Figura 5.6b). O sinal conferido aos 4&tomos de hidrogénio
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ligados aos grupos metila adjacentes aos anéis benzénicos dos grupos tosila ¢ observado em &
2,43 ppm (Hj) (GACAL et al., 2009). Além disso, comparando os espectros NMR obtidos
para o PLA 799 e para o PLA7p-tosilado ¢ possivel verificar o deslocamento do sinal de
ressonancia dos atomos de hidrogénio adjacentes aos grupos hidroxila ligados na terminagao
da estrutura do PLA;700. O deslocamento desse sinal de ressondncia, de 6 4,28 ppm (Hma
Figura 5.6a) para o 5,15 ppm (Figura 5.6b), caracteriza a reagao de tosilagdo. Aqui, o grau de
funcionalizacdo foi calculado a partir da razdo entre as areas dos sinais atribuidos aos atomos
de hidrogénio ligados ao anel benzénico (Hnn € Hij), aos atomos de hidrogénio ligados aos
grupos metila adjacentes ao anel benzénico (Hj) e a area do sinal atribuido aos hidrogénios
ligados ao grupo metila terminal do PLA 700 (6 3,55 ppm, denotado como H,). As areas dos
sinais de ressondncia foram calculadas a partir das suas integracdes apdés um cuidadoso
tratamento de linha base dos espectros obtidos. Os valores encontrados para as razdes entre as
areas foram 0,65 (Hun/Ha), 0,67 (Hii/Ha) e 1,00 (Hj/H,), respectivamente. A comparagio
desses valores com os valores tedricos (0,65, 0,67 e 1,00) confirma que o grau de
funcionalizacdo do PLA 790 com os grupos tosila foi de 100 %.

A reagio de azidagdo ¢ confirmada pela analise do espectro de NMR 'H obtido para o
PLA700-N3. O desaparecimento dos sinais de ressonancia em & 7,82, 7,34 e¢ 2,43 ppm
confirma a substituicdo dos grupos tosila pelos grupos azida. Ainda, é possivel visualizar o
deslocamento dos atomos de hidrogénio anteriormente ligados aos carbonos adjacentes aos
grupos tosila, de 8 5,15 ppm (ver Figura 5.6b) para 6 4,01 ppm (ver Figura 5.6¢) apds a reagao
de azidacdo. O grau de funcionalizacdo foi calculado a partir da razdo entre a area do sinal de
ressonancia H (6 4.01 ppm) e a area do sinal H, (8 3.55 ppm). O valor encontrado para essa
razdo foi igual a 0,31, sendo que o valor tedrico ¢ 0,33, o que permite inferir que o grau de
funcionalizacdo do PLA/;g-tosilado com o grupo azida foi de 100 %. Os dados aqui
apresentados e discutidos corroboram com os dados obtidos por NMR *C. Os espectros de
NMR 'H e "°C obtidos para o PLAgso0, PLAgs0o-tosilado € 0 PLAgs00-N3 também confirmam a

formag¢do dos compostos intermedidrios e funcionalizados com grupo azida, sendo a analise
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deste feita de forma similar a procedida para o PLA de menor massa molar. Vale ainda

ressaltar que o mesmo grau de funcionalizagao foi obtido em cada uma das etapas da sintese.

5.3.4. Caracterizacio da sintese e da estrutura dos copolimeros em bloco SC-b-PLA

Para a preparagdo dos copolimeros em bloco SC-b-PLA, os precursores SC e PLA
previamente funcionalizados com os grupos alcino e azida foram covalentemente ligados por
meio de uma reagdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por cobre [Cu(l)]; uma reagdo do
tipo “click chemistry”. Como mencionado anteriormente, essa reagao ¢ atraente, pois a mesma
ndo demanda que grupos funcionais presentes nos precursores sejam protegidos; geralmente
apresenta altas taxas de rendimento e evita a ocorréncia de reagdes paralelas. Neste caso, o
sistema Cu(I)/ascorbato de sddio foi utilizado como catalisador e a reacdo se processou a
60 °C em uma mistura de DMF/4gua destilada. Ap6s a reagdo de “click”, os copolimeros em
bloco SC-b-PLA foram purificados, utilizando uma metodologia simples a qual se mostrou

eficiente e, entdo, caracterizados por espectroscopias FTIR e NMR 'H.

Transmitancia (u.a.)
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Figura 5.7. Espectros FTIR do (a) SC-alcino, (b) PLA700-N3 e (¢) copolimero SC-b-PLA 7¢o.

Analisando o espectro FTIR obtido para o copolimero SC-b-PLA;700 € possivel

visualizar a presenga de todas as bandas caracteristicas dos polimeros constituintes de cada
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bloco (SC e PLA), o que indica que a estrutura do copolimero ¢ formada por esses dois
polimeros. A eficiéncia da reagdo “click” ¢ confirmada pelo desaparecimento da banda
atribuida ao grupo azida, a qual ¢ observada no espectro de FTIR do PLA700-N3 préximo a
2100 cm (GACAL et al., 2009; DAL BOet al., 2012). Na caracterizagio por NMR'H dos
copolimeros SC-b-PLA, (Figura 5.8), foi utilizada uma mistura de solventes deuterados
[dimetil sulfoxido (DMSO-d;) e agua (D,0)] para garantir a boa solubilizacdo de ambos os
blocos. Contudo, vale ressaltar que a mistura de solventes deuterados pode alterar os valores

dos deslocamentos quimicos para adtomos de hidrogénio especificos (GOTTLIEB et al.,

1997).

T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 7.5 7.0 65 6.0 55 5.0 4.5;: )4.0 35 30 25 20 15 1.0 0.5 0.0
ppm

Figure 5.8. Espectros de NMR 'H do (a) SC-5-PLA 700 € (b) SC-b-PLAgs00(400 MHz,

DMSO0-ds/D>0, 353 K).
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Ambos os espectros de NMR'H obtidos para os dois copolimeros SC-b-PLA
sintetizados apresentam os sinais de ressonancia caracteristicos dos polimeros formadores de
cada bloco. Além disso, ¢ possivel visualizar o aparecimento de novos sinais entre 6 8,20 e
8,10 ppm em ambos os espectros. Esses sinais caracterizam a formagao do anel triazdlico, o
qual liga os blocos SC e PLA confirmando, portanto, a preparagdo dos copolimeros em bloco
SC-b-PLA por meio de uma reagdo de “click chemistry” (GACAL et al., 2009; DAL BO et
al., 2012). A preparacao/purificacdo dos copolimeros SC-b-PLA foi caracterizada também por
meio da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ordenada por difusdao
(NMR/DOSY). DOSY ¢ um experimento de NMR que permite separar diferentes compostos
em uma mistura pela diferenciagdo dos coeficientes de translacdo difusional de cada espécie
quimica em solu¢do (MORRIS et al., 1992). Esse experimento permite, também, separar os

sinais de ressonancia de cada espécie na mistura.
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Figura 5.9. Espectro NMR/DOSY para SC-b-PLA 79 solubilizado em uma mistura DMSO-

ds/D>0 (400 MHz, 353 K).
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Os dados obtidos a partir do experimento DOSY sdo mostrados na Figura 5.9. E
mostrado no topo da representagdo grafica um espectro de NMR 'H em uma dimensdo (1D)
do copolimero SC-b-PLA;700 € no eixo lateral sdo indicados os diferentes coeficientes de
difusdo. Analisando o grafico em questdo, ¢ possivel verificar que a mistura analisada ¢
formada por pelo menos trés espécies quimicas com coeficientes de difusdo diferentes. As
duas primeiras espécies, as quais apresentam um maior coeficiente de difusao sdo os solventes
deuterados usados para solubilizar o copolimero, nesse caso DMSO-ds e D,O. No espectro
atribuido ao DMSO-ds observa-se o aparecimento de dois sinais de ressonancia, ao invés de
um unico sinal, geralmente, observado em 6 2,50 ppm. Isso ocorre devido a forte interacao
entre 0 DMSO-ds/D,0O, a qual faz com que ocorra troca intermolecular dos atomos de
hidrogénio (GOTTLIEB et al., 1997). A terceira espécie quimica verificada ¢ o copolimero
SC-b-PLA 700, a qual possui o menor coeficiente de difusdo. Além disso, nota-se que os sinais
de ressonancia de ambos os blocos sdo perfeitamente alinhados no espectro de NMR 'H do
copolimero. Este padrio sugere que todos os sinais de ressonancia observados pertencem a
mesma macromolécula confirmando assim, a preparacdo do copolimero na reagdo de “click
chemistry”. Os dados do experimento DOSY demonstram também que ndo ocorreu a
formacdo de subprodutos durante a reacdo de “click” e que a metodologia empregada na
purificagdo do copolimero permite recuperar o material de interesse e eliminar algum possivel
contaminante. Resultados similares do experimento DOSY foram obtidos para o copolimero

SC-b-PLAésoo_

5.3.5. Automontagem dos copolimeros em bloco SC-b-PLA em agua

Uma das propriedades mais interessantes observadas em sistemas anfifilicos ¢ a sua
capacidade de automontagem em meio aquoso. A for¢a que governa esta automontagem ¢ o
chamado efeito hidrofobico, o qual explica a tendéncia de moléculas ndo polares formarem
agregados em meio aquoso (CLARKE, 1981). Devido ao efeito hidrofobico, quando um
sistema anfifilico entra em contato com o ambiente aquoso, ele apresenta a capacidade de

formar uma variedade de estruturas (por exemplo, micelas, vesiculas, bicamadas, etc.). Essa
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capacidade de formar diferentes estruturas nada mais ¢ do que uma acdo realizada pela
molécula anfifilica no intuito de minimizar o contato entre a parte hidrofobica e as moléculas
de agua (CLARKE, 1981; BORSALI et al., 2001). Soma-se a isso o fato de que as estruturas
formadas pelas moléculas anfifilicas aperfeicoam, por outro lado, a repulsdo entre as partes
hidrofilicas (CLARKE, 1981; BORSALI et al., 2001). O tipo de estrutura formada pela
automontagem ira depender da estrutura da molécula anfifilica, de sua concentrag¢do, da
temperatura e pressao do sistema (ISRALELACHVIH, 1992). Levando isso em consideragao,
nesse Capitulo, foram determinados os valores das concentracdes micelares criticas (CMC)
para os copolimeros SC-b-PLA 709 € SC-b-PLAgs00. Conhecer esses valores ¢ importante, pois
permite determinar a concentragdo minima necessaria na qual o processo de automontagem
dos copolimeros tem inicio.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia do pireno em funcdo da concentragdo dos
copolimeros SC-b-PLA 790 € SC-b-PLAgs0 sdo apresentados na Figura 5.10(a,c). Analisando
esses espectros € possivel verificar que a intensidade de fluorescéncia do pireno aumentou
proporcionalmente com o aumento da concentragdo dos copolimeros na solu¢do. Estudos
mostram que as propriedades de fluorescéncia do pireno sdo afetadas quando ele ¢ transferido
de um ambiente aquoso, exterior da micela, para um microambiente hidrofébico, interior da
micela (NAKAHARA et al., 2005; GONCALVES et al., 2007; TOPEL et al., 2013). Quando
ha essa transferéncia, ocorre um aumento na intensidade de fluorescéncia do pireno. As
intensidades dos picos de emissdo observados em 372 e 383 nm (denominados /; e [3) estdo
relacionadas a polaridade do microambiente, no qual o pireno esta dissolvido e a razdo entre
as intensidades I; e I3 pode ser utilizada como indicador da solugdo micelar. A Figura
5.10(b,d) mostra o grafico para variacdo da razdo [,/I; em funcdo da concentragdo dos
copolimeros. Os valores de CMC foram determinados a partir da intersec¢ao das retas obtidas
por regressdo linear. Os valores de CMC determinados com base nos experimentos de
fluorescéncia foram 0,158 mg/ml para o copolimero SC-b-PLA 709 € 0,048 mg/ml para SC-b-
PLAgs00. Comparando os valores encontrados aqui com outros valores reportados na literatura

para copolimeros com carater anfifilico, ¢ possivel observar certa semelhanca. Guo et al.
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(2012) determinou que o valor de CMC para um copolimero baseado em celulose-g-PLA ¢

igual a 0,130 mg/ml. J4 Modolon ef al. (2012), determinou um valor de CMC igual a 0,100

mg/ml para um copolimero em bloco formado por oligossacarideos anfifilicos.
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Figura 5.10. Espectros de emissao de fluorescéncia do pireno e variagdo da razdo I;/I; em

funcdo da concentragdo dos copolimeros SC-b-PLA 790 (a,b) e SC-b-PLAgs00 (¢,d) ([pireno] =

3 x 10™ mg/ml).

Comparando os valores de CMC determinados para os copolimeros SC-b-PLA 7o €

SC-b-PLAgsoo fica evidente que a mudanca na estrutura do bloco hidrofobico (variagdo da

massa molar do PLA), afeta o processo de automontagem do copolimero. O valor da CMC

depende da razdo entre o numero de segmentos hidrofobicos e segmentos hidrofilicos que

formam o copolimero em bloco. Sistemas anfifilicos fo

rmam uma razdo baixa entre esses

segmentos, ou seja, o0 nimero de segmentos hidrofobicos e hidrofilicos ¢ semelhante, pois
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possuem um alto valor de CMC. Por outro lado, quando a razdo ¢ alta, os nimeros de
segmentos hidrofobicos e hidrofilicos sdo diferentes e menor ¢ o valor determinado para a
CMC (WANG et al., 2008). Para o copolimero SC-b-PLA 79, a razdo entre o numero de
segmentos hidrofobicos e hidrofilicos ¢ da ordem de 23/12 enquanto, que para o copolimero
SC-b-PLAssoo essa ¢ da ordem de 90/12. Dessa forma, é coerente que o copolimero formado
com um bloco hidrofébico de menor massa molar possua um valor de CMC maior do que
aquele determinado para o copolimero formado por um bloco hidrofébico de maior massa
molar. Essa varia¢do nos valores de CMC em fung¢do da razio entre o nimero de segmentos
hidrofobicos e hidrofilicos ¢ devido as forgas atrativas que aumentam ou diminuem em
funcdo do tamanho do bloco hidrofébico (WANG et al., 2008). Quando o nimero de
fragmentos hidrofobicos aumenta ocorre, consequentemente, a forca atrativa entre as
moléculas anfifilicas favorecendo a forma¢ao de micelas e diminuindo, portanto, o valor da
CMC (ASTAFIEVA et al., 1993; WANG et al., 2008). Do ponto de vista aplicacional,
copolimeros em bloco que apresentam um baixo valor de CMC sao preferiveis em relagao
aqueles com alto valor de CMC. Isso ocorre quando se deseja formar, por exemplo, um
sistema de liberagdo de farmacos para atuar em administracdo intravenosa.

O movimento browniano das nanoparticulas, as quais em meio aquoso mantém-se em
constante movimento, tem influéncia direta nas flutuacdes de intensidade da luz espalhada. A
técnica de espalhamento dindmico da luz (DLS) é capaz de medir e correlacionar essas
flutuacdes na intensidade da luz espalhada, com as dimensdes das nanoparticulas em meio
aquoso. Essas flutuacdes tém carater temporal e fornecem informacdes a respeito da dindmica
das particulas quando em solucdo (ASTAFIEVA et al., 1993). Nas Figuras 5.11 e 5.12 sao
mostrados: 1) dados de funcdo de correlagdo [C(g,¢)] medida nos dngulos de espalhamento de
60°, 90° e 120°; ii) a distribuicdo dos tempos de relaxamento (4) medidos no angulo de 90°;
ii1) a distribuicdo dos raios hidrodinamicos (Ry) em fun¢do dos tempos de relaxacdo; iv) a
dependéncia da frequéncia de relaxagdo (I) em fungdo de q°, calculada usando a analise

CONTIN; e v) os plotes de Guinier, os quais sdo calculados a partir da intensidade de



Capitulo 5| 133
Tese de Doutorado - AR Fajardo

espalhamento de luz para nanoparticulas dos copolimeros SC-b-PLA ;799 € SC-b-PLAgs00 em

meio aquoso.
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Figura 5.11. (a) Fungdes de correlacdo C(g,t) medidas nos angulos de varredura de 60° (D),
90° (®) e 120° (A) e distribuicao do tempo de relaxacdo a 90° (®) para o copolimero SC-b-
PLA 700 em meio aquoso, (b) distribui¢do do raio hidrodindmico (Ry) em fun¢do do tempo de
relaxacgdo (distribuicdo ndo linearizada e linearizada em fun¢do do niimero de particulas em
solugdo) e (c) variagdo da frequéncia de relaxacao (/') em funcdo do valor quadratico do vetor

de onda (¢°) (condigdes: [SC-b-PLA 1700] = 3,0 mg/ml; temperatura = 25 °C).
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Figura 5.12. (a) Fungdes de correlacdo C(g,t) medidas nos angulos de varredura de 60° (D),
90° (e) e 120° (A) e distribuicao do tempo de relaxacdo a 90° (®) para o copolimero SC-b-
PLAgs00 em meio aquoso, (b) distribui¢do do raio hidrodindmico (Ry) em fungdo do tempo de
relaxacgdo (distribuicdo ndo linearizada e linearizada em fun¢do do niimero de particulas em
solugdo) e (c) variagdo da frequéncia de relaxacao (/') em funcdo do valor quadratico do vetor

de onda (¢°) (condigdes: [SC-b-PLAgs00] = 3,0 mg/ml; temperatura = 25 °C).

A partir das medidas de DLS para o copolimero SC-b-PLA,70 (Figura 5.11a) ¢
possivel visualizar o aparecimento de dois picos bem definidos na distribuicdo do tempo de
relaxacdo, o que significa que esse sistema possui nanoparticulas com dois diferentes
tamanhos médios. O primeiro pico pode ser relacionado as micelas formadas pelo copolimero,
uma vez que apresentam estruturas com menores tamanhos e, consequentemente, menores

didmetros. O segundo pico estd relacionado a agregados mal definidos e que possuem
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estruturas com maior escala dimensional, portanto, maiores didmetros. Essa inferéncia ¢
comprovada quando se lineariza a distribui¢do do tempo de relaxacdo em funcdo do numero
de espécies em solucdo (Figura 5.11b). Como o numero de micelas em solu¢ao ¢ maior que o
numero de agregados, observa-se o desaparecimento do pico atribuido aos agregados apds a
lineariza¢do da distribuicao do tempo de relaxagdo. De modo semelhante, analisando os dados
obtidos por medidas de DLS para o copolimero SC-b-PLAgsoo € possivel verificar o
aparecimento de dois picos na distribui¢do do tempo de relaxacdo (ver Figura 5.12a). Porém,
a polidispersidade, neste caso, ¢ maior do que aquela observada para o copolimero SC-b-
PLA7¢0. Isso se deve ao alargamento dos picos registrados para o sistema do copolimero SC-
b-PLAgs00, 0 qual apresenta um pico menor relacionado as micelas com menores didmetros e
um segundo pico relacionado aos agregados mal definidos com maiores didmetros.
Novamente, apds a linearizagdo da distribui¢do do tempo de relaxamento ¢ observado que o
pico relacionado aos agregados formados no sistema desaparece (ver Figura 5.12b). Deve ser
entendido a partir desses resultados, que as distribuicdes apresentadas nas Figuras 5.11a e
5.12a levam em consideracdo a massa ponderada das estruturas formadas. Isso significa que
apesar dos picos relacionados as estruturas com grandes dimensdes (agregados) possuirem
maior intensidade, sua quantidade em numero ¢ muito menor (DAL BO et al., 2012). Isto se
deve ao fato da técnica de DLS ser extremamente sensivel a presenca de agregados mal-
definidos. Para ambos os sistemas de copolimeros (SC-b-PLA 700 € SC-b-PLAgs00), 0s valores
de Ry foram calculados a partir da frequéncia de relaxacdo usando a relacdo de Stokes-
Einstein (equagdo 5.3). As Figuras 5.11c e 5.12¢ demonstram as variagdes angulares tipicas
das frequéncias de relaxagio (I') plotadas em fungio de q°. O valor calculado de Ry para o
sistema SC-b-PLA 79 foi de 27 nm (diametro, 2Ry = 54 nm) e para o sistema SC-b-PLAgs00
foi de 17,5 nm (diametro, 2Ry = 35 nm) em meio aquoso.
Além da técnica de DLS, os sistemas aquosos formados pelos copolimeros SC-b-
PLA 700 € SC-b-PLAgs00 foram observados por microscopia eletronica de varredura (SEM) em
um microscopio equipado com uma fonte de elétrons por emissdo de campo (SEM-FEQG) e

por microscopia eletronica de transmissdo (TEM). A partir das imagens, foi obtido o didmetro
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médio das nanoparticulas utilizando o software Size Meter®. A Figura 5.13 mostra as imagens

de SEM-FEG para os sistemas dos copolimeros SC-b-PLA 799 € SC-b-PLAgs00 € também, as

distribuicdes do didmetro das nanoparticulas.
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Figura 5.13. Imagens obtidas por SEM-FEG a partir dos sistemas formados pelos
copolimeros (a)SC-b-PLA 79 € (b)SC-b-PLAgs00 com as distribui¢des do didmetro das

nanoparticulas. ([copolimero] = 0,1 mg/ml, Mag x24000, barra de escala 200 nm).

A partir das imagens de SEM-FEG dos sistemas formados pelos copolimeros de SC-b-
PLA700 € SC-b-PLAgso0 em meio aquoso, foram determinados os didmetros médios das
nanoparticulas automontadas. Para o copolimero SC-b-PLA 70, as nanoparticulas possuem
didmetro médio de 39,0 + 3,0 nm enquanto que para o copolimero SC-b-PLAgs0, 0 didmetro

médio estimado foi de 29,8 + 3,0 nm. Esses valores corroboram com os resultados obtidos a
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partir das andlises de DLS. Contudo, vale ressaltar que a discrepancia nos valores dos
didmetros médios das nanoparticulas determinados por DLS em relacdo aos valores
determinados com base nas imagens de SEM-FEG esta relacionada ao processo de
desidratagdo sofrido pelas nanoparticulas durante a preparacao das amostras para microscopia.
Para a obtencdo das imagens, uma aliquota do sistema aquoso contendo os copolimeros ¢
depositada sobre uma lamina de silica e, apos, seca. J4 a técnica de DLS, mede o tamanho
aparente das nanoparticulas em solucdo e os dados registrados levam em consideragdo a sua
camada de hidratagdo/solvatagdio (SCHARTL, 2007). E possivel verificar ainda que o
processo de secagem favorece a formagdo de grandes agregados de nanoparticulas. A fim de
se obter uma melhor avaliagdo da morfologia e da dimensdo das nanoparticulas formadas
pelos copolimeros SC-b-PLA 700 € SC-b-PLAgsoo, imagens de microscopia eletronica em
transmissdo (TEM) foram obtidas e sdo apresentadas na Figura 5.14. A partir das imagens de
TEM foi observado que as nanoparticulas formadas pelo sistema SC-b-PLA 709 apresentam
didmetro médio de 31,0 + 4,0 nm enquanto que o sistema SC-b-PLAgso9 mostra
nanoparticulas com didmetro médio de 23,4 + 3,0 nm. Para ambos os sistemas observou-se,
ainda, que a morfologia das nanoparticulas formadas ¢ do tipo micelar onde ¢ possivel notar a
formagdo de uma estrutura do tipo “core-shell” (casca-carogo). Quando o feixe de elétrons,
proveniente da fonte de emissdo (neste caso um filamento de tungsténio), atravessa as
nanoparticulas, ocorre o espalhamento devido as diferentes densidades eletronicas existentes
nas mesmas. Pode ainda ocorrer, diferentes interacdes fisicas entre os elétrons e as
nanoparticulas (SCHARTL, 2007). No caso dos copolimeros em bloco formados nesse
Capitulo, o bloco formado pelo SC possui maior densidade eletronica do que o bloco PLA.
Isso faz com que na imagem obtida por TEM a regido mais clara das nanoparticulas (carogo)

seja atribuida ao PLA, enquanto que a regido mais escura (casca), seja atribuida ao SC.
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Figura 5.14. Imagens obtidas por TEM a partir dos sistemas formados pelos copolimeros (a)
SC-b-PLA 709 € (b) SC-b-PLAgs00 com as distribui¢cdes do didmetro das nanoparticulas.

([copolimero] = 0,1 mg/ml, Mag x120000, barra de escala 100 nm)

Ao analisar os dados obtidos por DLS, SEM-FEG e TEM ¢ possivel inferir que as
nanoparticulas formadas pelo copolimero SC-b-PLA 79y apresentaram didmetro médio maior
que as nanoparticulas formadas pelo copolimero SC-b-PLAgsoo. Essa discrepancia no
diametro das nanoparticulas pode ser explicada pelo fato de que para a automontagem das
nanoparticulas de SC-b-PLA 799, 0 nimero de cadeias do copolimero ¢ maior. O valor da
CMC para o copolimero SC-b-PLA 709 ¢ de 0,158 mg/ml enquanto que para o copolimero
SC-b-PLAgsoo esse valor cai para 0,048 mg/ml, ou seja, o nimero de cadeias necessarias para
formagdo das nanoparticulas de SC-b-PLA 700 € maior que o numero de cadeias de SC-b-

PLAgso0 necessarias para a mesma finalidade. Sendo a automontagem das nanoparticulas
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governada pelas forcas hidrofobicas, a redu¢do no tamanho do bloco hidrofébico exige que
um nimero maior de cadeias interaja para a formacdo da micela. O maior nimero de cadeias
de copolimero aumenta a densidade de blocos hidrofilicos (casca) e hidrofébicos (caroco).
Esse aumento na densidade de cadeias produz um aumento na espessura das nanoparticulas e
um aumento no didmetro do interior hidrofobico, o que foi confirmado por meio da anélise
das imagens obtidas por TEM. Ainda, sendo a parte exterior das nanoparticulas formadas por
SC, um polissacarideo com caracteristica polianionica, devido a presenga de grupos sulfato e
carboxilato em sua estrutura tem-se que a formagdo das nanoparticulas em meio aquoso
aumenta a densidade de cargas negativas nessa regido. Em meio aquoso, os grupos funcionais
do SC encontram-se em sua forma ndo protonada (-OSO;" e —COQ"), o que gera uma repulsao
do tipo anion-anion entre as cadeias de SC. Tal repulsdo causa o afastamento das cadeias de
SC e promove o aumento da camada hidratada ao redor das nanoparticulas. Esse efeito ¢ mais
evidente nas nanoparticulas formadas pelo copolimero SC-b-PLA;700, uma vez que a
densidade de cadeias de SC que formam a camada externa das nanoparticulas ¢ maior. Os
dados de DLS, onde se leva em conta a camada de hidratagdo, demonstraram a maior
disparidade entre o diametro médio calculado para as nanoparticulas de SC-b-PLA 7090 (2Ry =
54 nm) e SC-b-PLAgs00 (2R = 35 nm). A disparidade ¢ atenuada quando sdo comparados os
valores do diametro médio das nanoparticulas de SC-b-PLA 7990 € SC-b-PLAgso0 obtidos por
técnicas de microscopia. A formagdo desse tipo de nanoparticulas possibilita, além da
incorporacdo de espécies hidrofobicas no interior das nanoparticulas automontadas, a
incorporagdo/decoracdo de espécies catidnicas na parte externa (casca) das nanoparticulas.
Essa caracteristica aumenta o potencial de aplicagdo das nanoparticulas formadas nesse

Capitulo.
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5.4. CONCLUSAO
Neste Capitulo foi apresentada uma metodologia eficiente para obtengdo de um novo
tipo de copolimero em bloco, com caracteristica anfifilica, baseado em sulfato de condroitina
(SC) e poli(acido lactico) (PLA). A sintese desenvolvida permitiu a preparagdo de
copolimeros em blocos, com partes hidrofilicas e partes hidrofobicas de tamanhos diferentes.
Para a sintese dos copolimeros, o SC, apos ter sua massa molar reduzida por meio de uma
reacdo de degradacdo enzimdtica, foi funcionalizado com grupos alcino em sua posi¢ao
terminal (SC-alcino). J& o PLA foi funcionalizado com grupos azida em sua posi¢do terminal,
porém, foi necessdria a preparacdo de um composto intermediario. Os polimeros
funcionalizados (SC-alcino e PLA,-N3) foram obtidos com sucesso e caracterizados por
diferentes técnicas instrumentais (NMR 'H e "°C e FTIR). Os copolimeros SC-b-PLA foram
sintetizados por “click chemistry” utilizando Cu(I) como catalisador e caracterizados por
NMR (‘H, DOSY) e por FTIR. Foram investigados, também, a capacidade e o
comportamento de automontagem dos copolimeros em meio aquoso. Para o copolimero SC-b-
PLA 70, 0 valor da CMC determinado foi de 0,158 mg/ml enquanto que para o copolimero
SC-b-PLAgs00, 0 valor da CMC foi de 0,048 mg/ml. O diametro médio e a morfologia das
nanoparticulas automontadas dos copolimeros SC-b-PLA 799 € SC-b-PLAgs00 €m meio aquoso
foram determinados por DLS e por microscopia (SEM-FEG e TEM). Verificou-se por meio
dessas técnicas, que as nanoparticulas formadas pelo copolimero SC-b-PLA 799 apresentam
didmetro médio maior do aquele observado para as nanoparticulas formadas pelo copolimero
SC-b-PLAsso0. A morfologia das nanoparticulas para ambos os copolimeros ¢ do tipo micelar
onde a parte externa (“shell”) ¢ formada pelo SC (parte hidrofilica) e a parte interna (“core”) ¢
formada pelo PLA (parte hidrofobica). A sintese desse novo copolimero com carater anfifilico
(SC-b-PLA) por meio de uma metodologia vidvel e a obtencdo de nanoparticulas
automontadas possibilita a obtencdo de um novo tipo de biomaterial capaz, por exemplo, de

ser aplicado como veiculo para liberagao controlada de farmacos.
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CAPITULO 6

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados contidos nesta Tese demonstram a potencialidade dos polissacarideos
quitosana (QT) e sulfato de condroitina (SC) e do polimero poli(acido latico) (PLA) na
obten¢do de novos materiais, com o objetivo de serem aplicados como biomateriais. A partir
dos dois polissacarideos foram obtidos e estudados diferentes materiais com propriedades
interessantes. Esses materiais demonstraram grande potencial para serem utilizados
eficientemente no campo da biotecnologia, sendo boas alternativas para superar alguma
limitagdo dos materiais ja existentes, por meio de aplicagdo conjunta, ou mesmo substitui-los.
Os resultados apresentados no Capitulo 2 demonstram a formacdo de um novo tipo de
hidrogel onde ambos tipos de rede, quimica e fisicamente reticuladas, estdo presentes. A
perspectiva ¢ que aquela metodologia possa ser utilizada para melhorar alguma(s)
propriedade(s) dos hidrogéis quimicos ou ainda, modular esses hidrogéis para serem aplicados
com maior especificidade, por exemplo, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Ja
no Capitulo 3, uma série de ensaios bioldgicos mostra que o complexo polieletrolitico de
QT/SC, material ja conhecido na literatura, apresenta caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas interessantes e desejaveis para aplicagdo como substrato no cultivo de células e de
tecidos. Esse material podera ser testado, posteriormente, como substrato para diferentes tipos
de células, na reconstru¢do Ossea, como implantes injetdveis e na formacdo de oOrgdos.
Seguindo essa mesma linha de pesquisa, os filmes de QT/SC carregados com o farmaco
AgSD, apresentados no Capitulo 4, mostraram potencial para atuarem como revestimento de
ferimentos decorrentes, por exemplo, de queimadura. Além de evitar a contaminag¢do da
regido afetada, estes filmes podem auxiliar na reconstrugao celular e acelerar a recuperagdo do
paciente. Estudos posteriores podem ser realizados para incorporar outros firmacos na matriz
polimérica. Ensaios in vivo podem confirmar a viabilidade de aplicacdo dos mesmos. Por fim,

fazendo uso de diferentes técnicas de sintese organica e de uma rea¢do do tipo “click
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chemistry”, foi possivel sintetizar um copolimero em bloco entre o SC e o PLA como descrito
no Capitulo 5. Esse novo copolimero, inédito, demonstrou ter a capacidade de se automontar
em meio aquoso, formando estruturas micelares do tipo casca-carogo, as quais podem atuar
eficientemente como carreadores na liberagdo controlada de firmacos hidrofobicos. A casca
hidrofilica formada por SC poderd ser decorada com compostos carregados positivamente
(por exemplo, QT) visando futuras aplicagdes. Além disso, outros testes podem ser realizados
utilizando o copolimero SC-b-PLA para a formagao de diferentes estruturas automontadas, de

filmes finos organizados e, também, de outros materiais.



